Sciences de
I'Homme et de la
» Societe

e
b coJrLeS les ikt UNIVERSITE
OC OrO eS soanoleg DE REIMS
UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE GEAMEGGINEARTIEONE

ECOLE DOCTORALE SCIENCES TECHNOLOGIE SANTE (547)

THESE

Pour obtenir le grade de
DOCTEUR DE L’UNIVERSITE DE REIMS CHAMPAGNE-ARDENNE

Discipline : MEDECINE

Présentée et soutenue publiquement par

CAMILLE BOULAGNON-ROMBI

Le 28 juin 2017

ETUDE DU RECEPTEUR D’ENDOCYTOSE LRP1 DANS LES ADENOCARCINOMES COLIQUES :
CARACTERISTIQUES CLINIQUES, PATHOLOGIQUES ET MOLECULAIRES ASSOCIEES ET
VALEUR PRONOSTIQUE

These dirigée par GEORGES BELLON

JURY
Mme Marie-Daniele DIEBOLD, Professeur, Université de Reims Champagne-Ardenne, Président
M. Georges BELLON, MCU-PH, Université de Reims Champagne-Ardenne, Directeur de thése
M. Frédéric BIBEAU, Professeur, Université de Caen, Rapporteur
M. Georges NOEL, Professeur, Université de Strasbourg, Rapporteur
Mme Séverine VALMARY-DEGANO, Professeur, Université de Besangon, Rapportéyr
M. Stéphane DEDIEU, Professeur, Université de Reims C'l‘imi’i‘%ﬂee}ﬁf‘ieme' '_..Exa“minateur

M. Christophe SCHNEIDER, Docteur, Univgﬁﬁéﬁéﬁgiﬁg%hampagne—Ardenne, Invité






Résumé

Titre : Etude du récepteur d’endocytose LRP1 dans les adénocarcinomes coliques :
caratéristiques cliniques, pathologiques et moléculaires associées et valeur pronostique

LRP1 (low-density lipoprotein receptor—related protein 1), un récepteur endocytaire multifonctionnel,
a récemment été identifié comme pivot d’un réseau de biomarqueurs pour la prédiction pronostique de
plusieurs types de cancers. Son rdle dans le cancer du colon n'a pas été caractérisé. Notre travail porte
sur I’étude de la relation entre expression de LRP1 et cancer du colon.

L'expression de I'ARNm LRP1 a été déterminée dans des échantillons d'adénocarcinome et de
muqueuses coliques appariées, ainsi que dans les cellules stromales et tumorales obtenues apres
microdissection laser. Les associations clinicopathologiques et moléculaires ont été étudiées par
immunohistochimie dans une série de cancer colique (n = 307). La présence de méthylation ou
mutation du géne LRP1 et l'expression de miR-205 ont été évaluées et comparées aux niveaux
d'expression de LRP1.

L’ARNm de LRP1 est sous exprimé dans les cellules d'adénocarcinome colique par rapport a la
muqueuse colique par rapport aux cellules stromales. La faible expression immunohistochimique de
LRP1 dans les adénocarcinomes était associée a un age plus élevé, a localisation droite, une perte
d'expression de CDX2, une expression d'Annexine A10, un statut CIMP-H, MSI-H et BRAFV600E
muté. Cette faible expression était associée a un mauvais pronostic, en particulier chez les patients de
stade IV. Les mutations du géne LRP1 entrainaient une sous-expression de LRP1. L’expression était
peu modifiée par miR-205. Le promoteur de LRP1 n'était jamais méthylé.

La perte d'expression de LRP1 est associée a un profil clinico-pathologique et moléculaire particulier
et 2 un un mauvais pronostic dans les cancers du c6lon.

Mots clés : Cancer colorectal, LRP1, BRAF, instabilité des microsatellites, miR-205

Title: Study of endocytosis receptor LRP1 in colon adenocarcinomas: associated clinical,
pathological and molecular characteristics and prognosis impact

LRP1 (low-density lipoprotein receptor—related protein 1), a multifunctional endocytic receptor, has
recently been identified as a hub in a biomarker network for multi-cancer clinical outcome prediction.
Its role in cdlon cancer has not been characterized. Here, we investigate the relationship between
LRP1 and colon cancer.

LRP1 mRNA expression was determined in colon adenocarcinoma and paired colon mucosa samples,
and in stromal and tumoral cells obtained after laser capture microdissection. The clinical potential
was further investigated by immunohistochemistry in a population-based colon cancer series (n =
307). LRP1 methylation, mutation and miR-205 expression were evaluated and compared to LRP1
expression levels.

LRP1 mRNA levels are significantly decreased in colon adenocarcinoma cells compared to colon
mucosa and stromal cells. Low LRP1 immunohistochemical expression in adenocarcinomas was
associated with higher age, right-sided tumor, loss of CDX2 expression, Annexin A10 expression,
CIMP-H, MSI-H and BRAFV600E mutation. Low LRP1 expression correlates with poor clinical
outcome, especially in stage IV patients. LRP1 expression was downregulated by LRP1 mutation.
LRP1 expression was slightly modified by miR-205 expression. LRP1 promoter was never
methylated.

Loss of LRP1 expression is associated with peculiar clinocopathological and molecular characteristics
and with worse colon cancer outcomes.

Keys Words: Colorectal cancer, LRP1, BRAF, microsatellite instability, miR-205
Theése effectuée au sein de I’Equipe 1 : Protéolyse et Cancer, Work Package 1 : Régulation de la

progression tumorale par endocytose de 1’Unité MEDyC UMR CNRS/URCA N° 7369, dirigée par Mr
le Professeur MAQUART.
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Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme de santé¢ publique majeur en France et dans le
monde. Le CCR est le troisiéme cancer le plus fréquent et le quatrieme cancer le plus mortel.
Actuellement, la classification TNM est la seule classification utilisée pour décider du
traitement des patients et évaluer ces traitements dans des groupes de patients homogénes.
Cependant, cette classification est trés mauvaise pour la prédiction pronostique des patients
avec un CCR de stade intermédiaire (II et III) [Cancer.org, SEER]. Le stade TNM est
complété par d’autres indicateurs pronostiques comme la présence d’invasion des vaisseaux et
des nerfs. Au niveau moléculaire, la présence d’une instabilité des microsatellites (MSI)
améliore le pronostic, alors que la présence d’une mutation BRAF est un facteur indépendant
de mauvais pronostic. Des marqueurs moléculaires prédictifs de la réponse a la thérapie ciblée
sont également utiles pour la décision thérapeutique. Ces marqueurs utilisés en pratique
courante pour moduler la décision thérapeutique basée sur le stade tumoral sont encore
insuffisants pour la prédiction individuelle du pronostic. D’autres marqueurs sont donc

nécessaires pour améliorer la prédiction pronostique et la réponse au traitement.

LRP1 (low density lipoprotein-receptor related protein 1) est un récepteur d’endocytose
multifonctionnel qui appartient a la famille des récepteurs LDL. Ce récepteur est impliqué
dans la régulation de la protéolyse matricielle et dans la modulation de certaines voies de
signalisation. De part ces multiples fonctions, LRP1 joue un role important dans la
progression du cancer. En raison de sa multifonctionnalité, son rdle n’est pas toujours évident
a appréhender et il varie d’un type de cancer a l’autre. Son rdle dans les cancers a
majoritairement été étudi€ in vitro ou in vivo. Peu d’études cliniques ont évaluées son rdle
pronostique dans des cohortes de patients mais ont tout de méme permis de confirmer son role
pronostique, notamment dans les cancers du poumon ou du foie.

L’expression de LRP1 a ¢été trés peu étudiée dans les cancers du célon et uniquement sur des
trés petits nombres de cas. L’impact clinique et pronostique de 1’expression de LRP1 dans les
cancers coliques et son association a un profil moléculaire ou morphologique particulier n’a
pas encore été étudié a ce jour. De plus, les mécanismes génétiques et €pigénétiques
impliqués dans la régulation de I’expression de LRP1 dans les cancers du c6lon ne sont a ce

jour pas connus.
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Le but de ce travail de these est de décrire ’expression de LRP1 dans les tissus coliques sains
et adénocarcinomateux dans une cohorte de patient et de déterminer les parametres clinico-

pathologiques et moléculaires associés a cette expression ainsi que sa valeur pronostique.

Avant de présenter les travaux et les principaux résultats, dans cette partie introductive en
trois parties, nous allons exposer dans un premier temps les données actuelles portant sur le
diagnostique, le pronostique et les traitements des cancers colorectaux. Dans une seconde
partie, nous allons définir les biomarqueurs et présenter les principaux biomarqueurs actuels
et en devenir utiles au diagnostique et a la prédiction thérapeutique et pronostique dans les
cancers colorectaux. La derniére partie portera sur la description du role de LRP1 dans les

conditions physiologiques et dans les cancers.

Cette partie introductive est suivie de la présentation de nos travaux. La premicre partie des
travaux (manuscrits 1 et 2) est une partie de validation méthodologique de certaines
techniques qui seront utilisées dans la partie principale du travail. La seconde partie
(manuscrit 3) de nos travaux concerne I’évaluation de 1’expression de LRP1 dans une série de
cancers coliques ainsi que ’évaluation des paramet es clinico-pathologiques et moléculaires
associés a I’expression de LRP1 et la détermination de sa valeur pronostique. Nous avons
également étudiés certains mécanismes génétiques et épigénétiques qui pourraient étre

impliqués dans la régulation de 1’expression de LRP1 dans les cancers du colon.
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1. Les cancers du colon

1.1 Epidémiologie, causes, facteurs de risque et prévention

Le cancer colorectal (CCR) est un cancer de I’adulte, et de I’adulte agé. Il survient rarement
avant 50 ans. Environ 40 % des cancers colorectaux touchent le rectum et 60 % le cdlon,
principalement dans sa partie sigmoide (la plus distale, cf. Figure 1). La proportion de cancers
proximaux (c’est a dire situé¢ en amont de I’angle gauche/splénique) augmente avec 1’age des
patients et est plus importante chez la femme [Cress, Hamilton, Siegel]. Depuis 1980, il a été
constaté aux Etats-Unis une augmentation du ratio cancers proximaux/cancers sigmoide-
rectum [Cress]. Cette augmentation des cancers proximaux serait relative au dépistage des
cancers du sigmoide par sigmoidoscopie. Ce type d’endoscopie permet de retirer des 1ésions
précancéreuses localisées au rectum et au sigmoide et éviter 1’évolution vers le cancer. Le
cadre colique situé en amont du sigmoide ne peut pas étre examiné par cette technique et donc
les lésions précancéreuses ne sont pas retirées et peuvent évoluer vers le cancer [Cress,

Schoen, Zauber].

Angle colique
gauche

Angle colique droit Colon transverse

Iléon

Figure 1 : Anatomie du célon.
Image disponible a ’'URL http://ressources.unisciel.fr/physiologie/co/grain8b_1.html
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En effet, la majorité des cancers du colon-rectum se développe a partir de 1€sions bénignes,
les adénomes, qui au cours de leur évolution peuvent se transformer en cancer: les
adénocarcinomes. Les adénomes et adénocarcinomes peuvent provoquer des saignements
invisibles a I'eeil nu mais qui peuvent étre détectés par des tests de recherche de sang dans les
selles. La détection des adénomes et leur ablation permettent de réduire le risque de cancer
colorectal [Nishihara, Corley]. La majorité (>90%) des cancers colorectaux surviennent de
facon sporadique, c’est a dire en dehors de toute prédisposition génétique ou maladie
inflammatoire intestinale prédisposant au cancer. Environ 25% des patients atteints de CCR
auraient des antécédents familiaux de CCR, mais seulement 5 a 6% de 1’ensemble des cas ont

des mutations génétiques héréditaires avérées [Hamilton].

1.1.1 Epidémiologie

1.1.1.1 Incidence du cancer colorectal

Dans le monde, en 2012, il a été répertori¢ 1,3 millions nouveaux cas de CCR, représentant
9,7% de I’ensemble des cancers incidents. Le CCR se situe au 3°™ rang des cancers aprés les
cancers du poumon (13% de I’ensemble des cancers incidents) et du sein (11,9%) en terme
d’incidence mais aussi de prévalence a 5 ans. Chez ’homme, le CCR se situe au 3°™ rang des
cancers incidents (10,1%) derriére le cancer du poumon (16,8%) et de la prostate (14,8%).
Chez la femme le CCR se situe au 2°™ rang des cancers incidents (9,2%) aprés le cancer du
sein (25,8%). L’incidence est tres variable d’un pays a 1’autre mais plus de 65% des nouveaux
cas concernent des patients de pays développés. Preés de la moitié des nouveaux cas estimés
concernent des patients d’Europe et d’Amérique du Nord. L’incidence est tres faible dans la
majorité des pays d’Afrique. L’évolution de I’incidence dans le temps varie aussi en fonction
de l’origine des patients (Figure 2). L’incidence augmente fortement dans les pays en
transition économique et se stabile voire diminue dans les pays développés. Les CCR
resprésentent a eux seuls plus de la moitié des cancers digestifs [Bosman 2014, Globocan

2012, Hamilton].
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Figure 2 : Evolution de P’incidence du cancer colorectal dans le monde entre 1975 et
2012 [Globocanl].

En France, avec 42 152 nouveaux cas estimés en 2012 dont 55 % survenant chez I'homme, le
cancer colorectal (CRC) se situe, tous sexes confondus, au 3éme rang des cancers les plus
fréquents apres le cancer de la prostate et le cancer du sein. Chez I'homme, le CCR se situe au
3¢éme rang des cancers incidents masculins, derriére le cancer du poumon et de la prostate,
avec 23 226 nouveaux cas estimés en 2012. Chez la femme, il se situe au 2éme rang des
cancers incidents (18 926 nouveaux cas) derriére le cancer du sein [e-cancer]. En 2012, les
CCR se sont développés a plus de 95% chez des patients de plus de 50 ans. L’age médian au
diagnostic était de 71 ans chez ’homme et 75 ans chez la femme [e-cancer].

Chez I’homme et la femme, I’incidence a augmentée jusqu’en 2000 puis s’est stabilisée
jusqu’en 2005 pour diminuer ensuite jusqu’en 2012 (Figure 3). Le vieillissement de la
population, I’amélioration des techniques de dépistage mais aussi des modifications du mode
de vie (augmentation du niveau de sédentarit¢ non compensée par une baisse des apports
caloriques, entre autres) ont probablement favorisé une augmentation de I’incidence a partir
des années 1980 [Bouvier, e-cancer].

L’efficacit¢ du dépistage et de I’exérése des lésions précancéreuses a récemment été
démontrée. Le dépistage et ’exéreése des polypes expliquent en partie la diminution de
I’incidence du CCR observée en France, mais aussi dans les autres pays industrialisés

[Nishihara, Corley], a condition que la coloscopie soit compléte [Schoen].
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Figure 3 : Evolution du nombre de cas incidents de cancer colorectal et de la mortalité
par cancer colorectal chez I’homme et chez la femme de 1980 a 2012 en France
[Bouvier].

1.1.1.2 Mortalité du cancer colorectal

Dans le monde, en 2012, avec 694000 décés estimés, le CCR se situait au 4°™ rang des
cancers en terme de mortalité (8.5% de I’ensemble des déces par cancer) derric¢re le cancer du
poumon (19,4%), du foie (9,1%) et de 1’estomac (8,9%). Chez ’homme, le CCR se situe au
4%me rang des cancers les plus mortels derriére le cancer du poumon (23,6%), du foie (11,2%)
et de I’estomac (10,1%). Chez la femme, le CCR se situe au 3°™ rang (9%) derriére les
cancers du sein (14,7%) et du poumon (13,8%).

Le taux de survie a 5 ans moyen est de 65% et de 58% a 10 ans. Ce taux varie bien
évidemment en fonction de plusieurs critéres, notamment le stade du cancer que nous
développerons ci-dessous et de facteurs démographiques comme 1’age, le sexe et I’origine du
patient. De fagon globale, la mortalité par CCR est moindre chez la femme que chez I’homme
en dehors des Caraibes. Le taux de mortalité varie d’un pays a I’autre (Figure 4) mais est plus
¢levé dans les pays en voie de développement, du fait principalement de 1’acces au diagnostic

et aux soins [Bosman 2014, Globocan 2012, Hamilton, Siegel].
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Figure 4 : Evolution de la mortalité liée au cancer colorectal dans le monde entre 1975 et
2012 [Globocan].
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En France et en Europe, le CCR se situe au 2™ rang des décés par cancer derriére le cancer
du poumon et représente environ 12% de I’ensemble des déces par cancer avec 17 772 déces
estimés en 2012. Chez I’homme, le CCR se situe au 2°™ rang (11%) des cancers les plus
mortels derriére le cancer du poumon. Chez la femme, le CCR se situe au 3™ rang (13,5%)
derricre les cancers du sein et du poumon. L’age médian au déces estimé en 2012 est de 77
ans chez les hommes et 81 ans chez les femmes [e-cancer].

La survie relative a 5 ans en France du CCR tous stades confondus est de 56%. La survie s’est
améliorée depuis 1989 [12]. En 2012 en France, 17 722 déceés ont été attribués au cancer
colorectal (9275 hommes et 8 447 femmes), soit un taux de mortalit¢ de 13,3 pour
100 000 chez I’homme et 7,9 pour 100 000 chez la femme. Le taux de survie a 5 ans et celui a
10 ans sont respectivement de 56 % et 50 %. Si aucune différence entre sexes n’est observée
pour la survie nette a 5 ans (57 % chez la femme et 56 % chez ’homme), celle a 10 ans est
plus élevée chez la femme (52 % vs 48 % chez I’homme) [Grosclaude]. Tous sexes
confondus, la survie nette a 5 ans diminue avec 1’age, passant de 66 % chez les 15-44 ans (68
% chez la femme et 64% chez I’homme) a 50% chez les 75 ans et plus (50% chez la femme et
49 % chez I’homme). A 10 ans, cette survie passe de 60 % chez les plus jeunes (61 % chez la
femme et 58 % chez I’homme) a 45 % chez les plus agés (46 % chez la femme et 43 % chez
I’homme). La survie nette a 5 ans s’est améliorée au cours du temps, passant de 53 % pour les
hommes diagnostiqués entre 1989-1991 a 58 % pour ceux diagnostiqués en 2001-2004 et de

56 a 61 % pour les femmes diagnostiquées sur les mémes périodes [e-cancer, Grosclaude].

Depuis 1980, le taux de mortalité¢ 1ié au CCR ne cesse de baisser (Figure 3). Comme pour
I’incidence du CCR, le dépistage du CCR et I’exérese des lésions prénéoplasiques ont permis
en France et dans les pays industrialisés en général de diminuer la mortalité par cancer

[Shaukat, Zauber].
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1.1.2 Causes et facteurs de risques

1.1.2.1. Les lésions prénéoplasiques

L’adénome colorectal est une Ié€sion précurseur de 1’adénocarcinome. Au niveau
macroscopique, les adénomes colorectaux peuvent étre de trois types : polypoide (pédiculés
ou sessiles), plan ou déprimé [Bosman]. Les adénomes polypoides représente environ 65% de
I’ensemble des polypes [Carr, Lash, Diebold]. Au niveau microscopique, 1’adénome est
définit par la présence d’une néoplasie intra-épithéliale (ou dysplasie) caractérisée en
histologie par une augmentation du nombre de glandes de Lieberkiihn et des modifications
¢épithéliales telles qu’une diminution de la mucosecrétion et une modification des noyaux :
augmentation de taille, hyperchromasie et des degrés variables de stratification nucléaire et de
perte de polarité. La dysplasie peut étre de haut ou de bas grade. Le grade de la dysplasie
dépend de la complexité architecturale des glandes/villosités, de 1’extension de la
stratification nucléaire et de la sévérité des anomalies de la morphologie du noyau [Bosman].
La caractérisation des différents grades de dysplasie permet d’orienter le suivi des patients en
fonction de la classification de Vienne [Schlemper] et des recommandations de la Haute
Autorité de Santé en France [HAS].

En 1971, une étude portant sur 433 patients ayant des polypes coliques a montré qu’un type
de polype, les adénomes conventionnels avec dysplasie de haut grade pouvaient évoluer vers
le cancer. Cette étude morphologique a permis de proposer un modele de cancérogenese
colique : la séquence adénome cancer [Morson, Potet]. Cette séquence : muqueuse saine,
adénome en dysplasie de bas grade, adénome en dysplasie de haut grade, adénocarcinome a
été vérifice depuis 40 ans dans d’autres ¢€tudes, qui ont associées a cette séquence
morphologique une séquence oncogénétique avec a chaque étape morphologique une
accumulation d’altérations génétiques [Bedenne, Bosman, Fearon, Vogelstein]. Les adénomes
seraient a 1'origine de 60 a 80% des cancers colorectaux sporadiques par leur transformation
en cancer [Bedenne, Hamilton, Markowitz]. Tous les adénomes ne se transforment pas en
cancer, le risque de transformation dépend du nombre, de la taille, du degré de dysplasie et de
la présence d'un composant villeux [Bedenne, Potet]. Cette voie de cancérogenése colorectale
est la plus connue, et sa compréhension permet par la résection endoscopique des polypes
adénomateux et le suivi programmé des patients aux antécédents d'adénome de prévenir

l'apparition d'un cancer.
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Bien qu’il soit admis que la plupart des cancers coliques se développent a partir de
précurseurs que sont les adénomes tubuleux, tubulo-villeux ou villeux selon la séquence
adénome-carcinome, il a été¢ mis en évidence que les adénocarcinomes colorectaux pouvaient
se développer de novo, c’est a dire sans précurseur [Bedenne] ou également selon une autre
voie morphologique et oncogénétique de cancérogenese : la voie festonnée [Fujita, Hamilton,
Mikinen 2001]. 1l s’agit d’un spectre morphologique et moléculaire particulier qui pourrait se
définir comme un "ensemble de 1ésions de potentiel évolutif croissant de la 1ésion bénigne au
cancer ayant un aspect morphologique festonné/dentellé commun". Cette voie morphologique
comprend les polypes hyperplasiques (PH) qui n’évoluent presque jamais vers le cancer et des
Iésions potenticllement évolutives : les polypes festonnés sessiles (PFS) et adénomes
festonnés traditionnels (AF). Les adénocarcinomes développés a partir de cette voie peuvent
également avoir une morphologie festonnée et sont appelés 1’adénocarcinome festonné
[Bosman, Makinen 2001, Mikinen 2007]. La proportion de PFS et AF qui se transforment en
adénocarcinome n’est pas connue, mais du fait du risque de transformation ces polypes

doivent étre retirés et surveillés comme les adénomes classiques [HAS].

1.1.2.2 Les facteurs liés aux patients

La majorité (>90%) des cancers colorectaux surviennent de fagon sporadique, c’est a dire en
dehors de toute prédisposition génétique ou maladie inflammatoire intestinale prédisposant au
cancer. Un patient qui présente un risque « moyen » de développer un CCR a environ 5% de
risques de réellement le développer [Cancer.net, CancerResearch UK]. Les CCR héréditaires
sont rares (environ 5%) et se produisent lorsque des mutations génétiques ou des
modifications sont transmises dans une famille d’une génération a la suivante. Le plus
souvent, la cause du CCR n'est pas connue. Cependant, certains facteurs peuvent augmenter le

risque de développer un CCR. Nous allons les détailler ci-dessous.

e L’age. Comme nous I’avons vu dans le sous-chapitre précédant, le CCR est un cancer du

sujet age, le risque augmente donc avec 1’age.

e Le sexe. Les hommes ont un risque légeérement supérieur a la femme de développer un

CCR (cf. chapitre précédent).
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Les antécédents familiaux de CCR. En dehors des CCR héréditaires, le risque de
développer un CCR double en cas d’antécédent familial de CCR avant 60 ans chez un

apparenté au premier degré.

Les CCR héréditaires.

Environ 5% des CCR se développent dans un contexte de prédisposition génétique. Ces
affections sont trés rares mais exposent le patient a développer un ou des CCR plus
précocément que les patients développant un CCR sporadique. Le syndrome de
prédisposition génétique aux CCR le plus fréquent (3 a 5% des CCR) est le syndrome de
Lynch ou HNPCC (Hereditary non Polyposis Colorectal Cancer). Ce syndrome de

transmission autosomique dominante est lié a une mutation germinale d’un géne codant
pour une protéine impliquée dans le systeme de réparation des mésappariement de
I’ADN : le systtme MMR (Mismatch Repair). La déficiance de ce systeme entraine
I’accumulation d’erreurs lors de la réplication notamment aux niveaux de certaines
régions du génomes plus a risque d’erreurs de réplication : les microsatellites. Les patients
atteints de ce syndrome ont un risque accru (80%) de développer un CCR, mais aussi
d’autres cancers, notamment urothéliaux, de I’endomet e, des gliomes (syndrome de

Turcot) ou des cancers des glandes sébacées (syndrome de Muir-Torre).

Le second syndrome de prédisposition héréditaire en fréquence (1% des CCR) est la

polypose adénomateuse familiale (PAF). La PAF dans sa forme classique autosomique

dominante est lice a des mutations germinales du gene APC (Adenomatosis Polyposis
Coli). Cette mutation entraine une activation constitutionnelle d’une voie de signalisation
impliquée dans la croissance cellulaire : la voie Wnt/B-caténine. Ce geéne est tres
fréquemment muté dans les CCR sporadique mais cette mutation est limitée aux cellules
cancéreuses et non transmise aux descendants. Les patients atteints de PAF développent
de trées nombreux adénomes dans tout le tube digestif des 1’adolescence et ont un risque
proche de 100% de développer un adénocarcinome avant 40 ans. Il existe des variantes

associant une PAF a d’autres cancers comme les gliomes dans le syndrome de Turcot ou

le carcinome papillaire de la thyroide, le fibrome desmoide, les ostéomes multiples, les

kytes épidermiques dans le cadre du syndrome de Gardner. Il existe ¢galement une forme

atténuée, autosomique récessive de polypose familiale: la polypose adénomateuse

familiale atténuée liée a MUTYH (2% des CCR). Cette affection est liée a une mutation du

gene MUTYH (mutY DNA glycosylase) qui code une protéine impliquée dans la réparation
des dommages oxydatifs de I’ADN. Les patients atteints de cette forme de polypose
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développent des polypes plus tardivement et généralement en nombre moins élevé que
dans la forme classique de la PAF.
D’autres syndromes de prédisposition héréditaire aux CCR plus rares existent également.

[Bosman, Cancer.net, Cancer Research UK, Hamilton, INCa, PDQ)].

e Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI). Les patients atteints de
MICI comme la rectocolite hémorragique ou la maladie de Crohn ont un risque accru de

développer un CCR aprés plus de 10 ans d’évolution de la maladie.

e Les adénomes et les polypes festonnés. En tant que I€sions précancéreuses, ces Iésions
augmentent le risque de développer un CCR ainsi que le risque de développer d’autres
1ésions pré-néoplasiques. Cela impose de surveiller régulicrement les patients ayant un

antécédent d’adénome ou de 1ésion festonnée [HAS].

e Hygiéne de vie. Certaines ¢tudes ont démontré que I’inactivité physique, 1’obésité, un
régime alimentaire riche en viande rouge et le tabagisme augmente le risque de CCR. Ceci
explique en partie I’incidence plus ¢€levée des CCR dans les pays développés [Bosman,

Cancer.net, Cancer Research UK, Hamilton, INCa].

1.1.3 Dépistage et prévention

Sur la base des facteurs de risque précédemment décrits, 3 niveaux de risque de développer un
CCR ont été établi : moyen, €levé ou tres élevé. A chaque niveau de risque correspond des

recommandations de suivi adaptées [INCa, PDQ)].

e Les patients a risque moyen de Cancer Colorectal (70 2 90%)

Les hommes et les femmes de plus de 50 ans sans facteur de risque sont considérés comme
des individus a risque moyen de développer un cancer colorectal. Le cancer colorectal est en
effet tres rare avant 40 ans. Le risque augmente a partir de 50 ans. L.’4ge moyen au moment
du diagnostic est de 70 ans. Le suivi pour ces patients repose sur la réalisation tous les 2 ans
entre 50 ans et 74 ans d’un test de recherche immunologique de sang dans les selles dans le
cadre du programme national de dépistage organisé. Lorsque ce test est positif, une
coloscopie est réalisée. Moins de 2% des patients réalisant le test de recherche de sang dans

les selles ont un test positif. Parmi les patients avec un test positif, prés de la moitié n’ont
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aucune anomalie a la coloscopie, entre 40-50% ont un adénome et 7-10% un CCR [Geraghty,
Lee TJ].

Le dépistage organisé du CCR par recherche de sang dans les selles puis coloscopie en cas de
résultats positif a démontré sont inérét dans la réduction de I’incidence et de la mortalité par
cancer [Corley, Shaukat, Zauber], surtout si la coloscopie est totale [Schoen] et que les

adénomes réséqués sont de bas grade [Leberg].

e Les patients a risque ¢élevé de cancer colorectal (10 a 30%)

Il s’agit des sujets aux antécédents de CCR, ou d’adénome de haut risque (adénomes en
dysplasie de haut grade, ou plus de trois adénomes, ou adénome de plus d'un centimetre ou
polype/adénome festoné dysplasique). Les patients dont un parent du premier degré (pere,
me e, frére, sceur, enfant) a été atteint d'un cancer colorectal ou d’un polype de haut risque
avant 65 ans, et celles dont deux parents ont été atteints quel que soit I'dge au moment du
diagnostic sont également concernées, ainsi que les patients atteintes de MICI étendue au
moment du diagnostic et évoluant depuis plus de 10 ans.

Pour ces patients, le suivi consiste en la réalisation réguliére d’une coloscopie qui peut étre
couplée a la chromocoloscopie notamment ches les patients atteins de MICI [Kiesslich,

Hurlstone 1, Rutter].

e Les patients a risque trés élevé de cancer colorectal (<5%)

Il s’agit des patients qui ont une prédisposition génétique aux CCR : les patients atteintes PAF
ou de syndrome de Lynch.

Pour les patients atteints de PAF, le suivi consiste en la réalisation d’une coloscopie totale
annuelle a partir de 1’age de 12 ans qui vise a dépister et a enlever les adénomes avant qu’ils
ne dégénerent. Etant donné que ces patients ont un risque proche de 100% de développer un
CCR, une colectomie prophylactique est envisagée a partir de 1’age de 20 ans. Apres la
chirurgie, la prise en charge continue tout au long de la vie car le risque de cancer li¢ a la PAF
concerne tout le tube digestif, notamment le duodénum et I’estomac.

Pour les patients atteints de syndrome de Lynch, le suivi consiste en la réalisation régulicre
d’une coloscopie complete avec chromocoloscopie tous les 2 ans a partir de I’age de 20 ans.
Par ailleurs, les femmes atteintes du syndrome de Lynch présentent aussi un risque élevé de
développer un cancer de I’endomet e. Une surveillance de I’endomet e dés ’age de 30 ans

(échographie endovaginale tous les 2 ans et prélevement) est recommandée chez les femmes
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atteintes du syndrome en raison du risque d’adénocarcinome de 1I’endométre [INCa, Hurlstone

2, Lecomte, PDQ)].

1.2 Diagnostic du cancer colorectal

1.2.1 Clinique, endoscopie et imagerie

Le diagnostic du CCR peut se faire dans le cadre du dépistage organisé ou personnalisé en
fonction du niveau de risque du patient mais peut aussi étre orienté par des symptomes liés au
cancer ou encore étre découvert de fagon fortuite lors d’un examen réalisé a la recherche

d’une autre affection.

1.2.1.1 Diagnostic clinique

La majorité des cancers colorectaux sont asymptomatiques et peuvent évoluer pendant
plusieurs années sans devenir symptomatiques. Cependant certains symptomes non
spécifiques peuvent faire rechercher un CCR. Ces symptomes sont liés au stade du cancer
(localisé, étendu a d’autres organes, métastatique), a sa localisation (colon droit, gauche,
rectum) et a son caractere sténosant.

I1 peut s’agir de troubles du transit intestinal soudains ou persistants comme une constipation
soudaine ou qui s’aggrave, une diarrhée qui se prolonge, une sensation d’évacuation
incomplete, des douleurs abdominales, un syndrome rectal, des vomissements. Le CCR peut
également étre suspect¢é comme d’autres affections en cas de sang dans les selles
macroscopiquement visible et non pas recherché avec le test de dépistage. Le CCR comme
d’autres cancers peuvent étre évoqués en cas d’altération de 1’état général (anorexie,
amaigrissement, asthénie). La découverte d’une anémie ferriprive sans saignement extériorisé
amenant a une exploration endoscopique est aussi un motif de découverte de CCR
[Cancer.net, CancerResarch UK, INCa].

La premiere étape du diagnostic est donc clinique. L’interrogatoire initial et I’examen clinique
permettront de cibler les examens secondaires les plus pertinants pour étayer les hypotheses
diagnotiques du médecin clinicien.

En fonction des symptomes, les examens complémentaires de premicre intention pourront étre
un examen sanguin afin d’évaluer ou rechercher une anémie ; un examen endoscopique

comme une coloscopie ou une imagerie dans le cadre du bilan initial ou d’extension.
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1.2.1.2 Diagnostic endoscopique

La coloscopie permet I’examen de la partie terminale du colon (recto-sigmoidoscopie) ou de
tout le colon et de la partie toute terminale de 1’iléon (coloscopie totale). Le gastro-
entérologue qui la pratique peut donc, grace a la caméra sur le coloscope, visualiser les 1ésions
colique : polypes, ulcérations, tumeurs bourgeonnantes, ulcéro-bourgeonnantes ou
ulcériformes. Les 1ésions planes ou situées dans le bas-fond caecal peuvent étre difficiles a
visualiser surtout sur un c6lon mal préparé [Benedict, McGill].

La coloscopie permet 1’exérése d’une Iésion polypoide ou plane si elle n’est pas trop
volumineuse ou permet la réalisation de biopsies de lésion volumineuses pour caractériser
histologiquement la Iésion et définir I’attitude thérapeutique a adopter. En cas de découverte
d’une Iésion accessible a 1’exérese endoscopique, il est conseillé de réaliser une éxérése « en
bloc » c’est a dire en un seul morceau. Ce type d’exérése diminue le risque de laisser des
résidus lésionels et permet une meilleure analyse anatomopathologique car I’orientation
anatomique du prélévement est respectée et les marges plus facile a analyser. En cas de 1ésion
volumineuse (>2 cm) ce type d’éxérese n’est plus possible et la résection est réalisée par
fragments.

Pour les 1ésions prénéoplasiques, en fonction des facteurs de risque du patient, du caractere
complet ou incomplet de la résection, du type d’éxéreése et de la nature histologique de la
lésion (polype de bas ou de haut risque, Figure 5), un contrdle endoscopique plus ou moins
rapproché (3 mois a 5 ans) est réalisé. Si I’éxérese est macroscopiquement incomplete ou
diagnostiquée microscopiquement apres analyse anatomopathologique ou si une exérese par
fragments a été réalisée, un controle endoscopique doit étre réalisé au minimum 3 mois apres
la polypectomie [Benedict, HAS]. En cas d’exérese compléte, la nature de la 1ésion permettra
de guider le suivi. Les lésions sont classées en fonction de leur niveau de risque de
transformation en CCR. Les adénomes en dysplasie de bas grade, les Iésions festonnées sans
dysplasie et les 1ésions peu nombreuses (<3) ou de petites tailles sont qualifiées de « polypes
de bas risque ». Les adénomes en dysplasie de haut grade, les polypes festonnés avec
dysplasie (quelque soit le grade) et les 1ésions multiples (>3) ou de grande taille (>1 cm) sont
qualifiées de « polypes de haut risque ». Le détail des critéres et les modalités de suivi sont
détaillés dans la figure ci-dessous issue des recommandations de la Haute Autorité de Santé

(Figure 5) [HAS].
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Figure S: Recommandations de la haute autorité de santé pour le suivi post-
polypectomie en fonction de la nature histologique de la lésion [HAS].

Lorsque I’examen microscopique de la biopsie diagnostique un adénocarcinome, un bilan
complémentaire biologique et d’imagerie est réalisé afin d’évaluer I’extension de la tumeur,
sa résecabilité et 1’opérabilité du patient. En fonction de ces 3 parameétres une décision
thérapeutique adaptée est décidée en Réunion de Concertation Pluridisciplinaire (RCP). Le
délai entre la réalisation du bilan d’extension et la décision thérapeutique doit étre le plus

court possible.
1.2.1.3 Examens d’imagerie

Dans le cadre du bilan d’extension a la recherche notamment de lésions secondaires (de
métastases) un scanner thoraco-abdomino-pelvien avec injection de produit de contraste est
réalisé, ou en cas d’impossibilité de scanner avec injection, une IRM hépatique injectée au
gadolinium et un scanner thoracique sans injection. Ces examens permettent également
d’évaluer la taille et la profondeur de la tumeur. Compte tenu des stratégies dans la prise en
charge des cancers avancés (traitements néo-adjuvants), il est nécessaire de réaliser un staging

pré-opératoire précis [TNCD 1, TNCD2].
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Pour une 1ésion de la charniére recto-sigmoidienne, en cas de doute avec une lésion du haut
rectum, une IRM rectale avec remplissage du rectum et des images de profil sont réalisées
pour préciser la hauteur de la Iésion et son siége sus ou sous-péritonéal. Une écho-endoscopie
(sonde d’endoscopie couplée a une sonde d’échographie) rectale doit étre réalisée en cas de
tumeur rectale pour évaluer I’invasion en profondeur de la tumeur.

En cas de coloscopie incompléte (tumeur infranchissable) ou en cas de probléme de repérage
de la 1ésion lors de la coloscopie, un colo-scanner avec distension a 1’eau peut étre réalisé.

En cas d’occlusion aigué, un scanner thoraco-abdomino-pelvien avec opacification colique
peut étre réalisé pour préciser I’extension locale de la tumeur et rechercher des Iésions
secondaires afin de décider si le geste chirugical réalisé¢ en urgence peut étre thérapeutique

d’emblée (éxérese complete de la tumeur et de la perforation) ou seulement symptomatique.

L’extension locale et métastatique ¢évaluées par 1’imagerie d’'un CCR prouvé
histologiquement (biopsies) conditionne la résécabilité et la décision thérapeutique initiale
[TNCD 1 et2]:

e En cas de tumeur non métastatique si le patient est opérable et la tumeur résecable,
I’éxérese du cancer et des organes et structures envahies peut donc étre réalisée en bloc en
marge saines ou précédée d’un traitement pré-opératoire (chimiothérapie seule pour le
colon et chimiothérapie + radiothérapie pour le rectum) si elle n’est pas résecable
d’emblée. Ces décisions thérapeutiques sont établiées lors des RCP.

e En cas de tumeur métastatique non résécable, il n’y a pas d’indication formelle au
traitement initial du cancer primitif sauf si la tumeur primitive est symptomatique et/ou
compliquée (hémorragie, syndrome occlusif ou sub-occlusif, perforation, abces péri-
tumoral, distension colique en amont de la tumeur primitive au scanner). Une
chimiothérapie premiere est alors discutée en RCP.

e En cas de tumeur métastatique résécable, la résection de la tumeur primitive et des
métastases en un ou plusieurs temps en fonction des symptdmes et des localisations avec

chimiothérapie péri-opératoire est indiquée.
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1.2.2 Diagnostic anatomopathologique

Que ce soit sur biopsie ou sur piece opératoire, le diagnostique anatomo-pathologique ne se
limite pas a déterminer la nature de la Iésion : adénome, Iésion festonnée ou adénocarcinome.
Comme nous allons le développer ci-dessous, d’autres éléments microscopiques importants
pour la décision thérapeutique doivent étre précisés. De plus en raison des progrés dans la
caractérisation moléculaire des cancers et dans le développement de thérapies ciblées, la
caractérisation anatomopathologique des CCR n’est plus seulement histologique, elle est

histo-moléculaire.

1.2.2.1 La classification histologique de I’OMS

L’appellation CCR regroupe en fait plusieurs types de tumeurs malignes qui se développent
dans le colon-rectum. Ces tumeurs sont répertorié¢es et décrites par I’Organisme Mondial de la

Santé (OMS) (Figure 6). Plus de 90% des CCR sont des adénocarcinomes [Hamilton].

Tumeurs épithéliales

Lésions précancéreuses

Adénomes

Tubuleux

Villeux

Tubulo-villeux

Dysplasie (néoplasie intra-épithéliale) de bas grade
Dysplasie {néoplasie intra-épithéliale) de haut grade

Lésions festonnées

Polype hyperplasique
Polype/Adénome festonné sessile
Adénome festonné traditionnel

Hamartomes

Polype associé a la maladie de Cowden
Polype juvénile

Polype de Peutz-leghers

Carcinomes

Adénocarcinomes
Cribriforme de type comédo
Carcinome médullaire
Carcinome micropapillaire
Adénocarcinome mucineux
Adénocarcinome festonné
Carcinome a cellules en bague a chaton

Carcinome adénosquameux

Carcinome a cellules fusiformes

Carcinome a cellules squameuses

Carcinome Indifférencié

Néoplasies neuroendocrines
Tumeur neuroendocrine (NET)
NET Grade 1 (carcinoide)
NET Grade 2
Carcinome neuroendocrine (NEC)
NEC a grande cellules
NEC a petites cellules
Carcinome mixte adénoneuroendocrine
NET a cellules EC, produisant de la sérotonine,
a cellule L, produisant du peptide glucagon-like et
produisant PP/PYY

Tumeurs mésenchymateuses
Leiomyome

Lipome

Anglosarcome

Tumeur stromale gastro-intestinale
Sarcome de Kaposl
Leiomyosarcome

Lymphomes
Tumeurs secondaires

Figure-6 : Classification aMS 2010 des tumeurs du célon-rectum [Hamilton].
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Il existe plusieurs sous types d’adénocarcinomes coliques, classés en fonction de leur
morphologie microscopique : les adénocarcinomes cribriformes de type comédo, les
carcinomes médullaires, les carcinomes micropapillaires, les adénocarcinomes mucineux (ou
colloide muqueux), les adénocarcinomes festonnés et les carcinomes a cellules en bague a
chaton (Figure 6). Les adénocarcinomes qui ressemblent aux glandes coliques normales (les
glandes de Lieberkiihn) et n’ont aucun critére pour appartenir a un des six sous types suscités
sont appelés adénocarcinomes Liberkiihnien ou NOS (Not Otherwise Specified). Ce sont les
adénocarcinomes les plus fréquents (environ 70%). Certains sous type ont des critéres
histopathologiques précis, par exemple les adénocarcinomes mucineux et en bague a chaton
doivent étre formé d’au moins 50% de contigent mucineux ou en bague a chaton
respectivement. Les autres n’ont pas de pourcentage seuil requis pour définir leur sous-type

mais le composant morphologique doit étre relativement majoritaire [Hamilton].

L’intérét de cette classification morphologique réside dans sa valeur pronostique et
théranostique. En effet, certains sous-types d’adénocarcinomes ont des particularités cliniques
et/ou moléculaires.

Les adénocarcinomes mucineux, a cellules en bague a chaton, festonnés et médullaires ont
une localisation plus fréquemment droite, surviennent plus fréquemment chez la femme agée
et ont plus fréquemment une instabilité des microsatellites, une mutation du géne BRAF et un
phénotype méthylateur (CIMP, CpG island Methylator Phenotype) que dans les autres sous
type d’adénocarcinome. L’instabilité des microsatellites (MSI) peut tre liée a une mutation
d’un géne codant pour une protéine du systeme MMR dans le cadre du syndrome de Lynch ou
a des modifications épigénétiques par hyperméthylation du géne MLH1 codant une protéine
de ce systéme dans les CCR sporadiques [Arifi, Chang SC, Hamilton, Makinen 2007, Pyo].
Les adénocarcinomes mucineux du rectum sont associés a une mauvaise réponse a la
radiochimiothérapie (RCT) pré-opératoire et a un mauvais pronostic global [McCawley,
Wang MIJ]. L’impact pronostic n’est pas clairement établi dans les cancers coliques [Chang
SC, Hogan, Inamura, Maeda, Wang MJ, Warschkow]. Les adénocarcinomes festonnés a
cellules en bague a chaton ont un mauvais pronostic [Arifi, Garcia-Solano, Hugen, Inamura,
Shida]. L impact pronostique des adénocarcinomes médullaires n’est pas défini [Knox, Pyo].
Les adénocarcinomes cribriformes de type comédo ont été peu étudiés. Une étude avec peu de
cas a des stades avancés rapporte qu’ils sont de mauvais pronostic [Lino-Silva]. Cependant du
fait du petit nombre de cas et de I’absence d’analyse multivariée, ces données nécessitent

d’étre confirmeées.
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Les adénocarcinomes micropapillaires ont le plus souvent un phénotype microsatellitaire
stable (MSS) et sont associés a un envahissement lymphatique et ganglionnaire plus important

et semble associés a un mauvais pronostic [Lee HJ, Lei, Verdu].

1.2.2.2 La stadification de I’UICC : TNM et stades

La stadification des cancers colorectaux peut étre effectuée par de nombreux systémes. Le
plus utilis¢ dans le monde est le systtme TNM [TNM] qui classe les cancers selon leur
extension anatomique. Ce systéme de classification est le plus utilisé principalement car c’est
le seul paramet ¢ d’évaluation pronostic validé, et parce qu’il est simple, actualisé¢ et
standardisé. Ce systeme a été introduit entre 1943 et 1952 par le chirurgien frangais Pierre
Denoix, puis repris et développé par the Union Internationale Contre le Cancer (UICC).
Depuis la premicre édition de 1968, plusieurs révisions ont été publiées et des descripteurs
histopathologiques optionnels ont ét¢ ajoutés. La dernicre révision date de 2009 [TNM].

Le principe de séparer les cancers en groupes de stades TNM vient du fait que la survie des
patients ayant un cancer localisé est supérieure a celle des patients ayant un cancer étendu au-
delad I’organe d’origine. Les objectifs de cette classification sont :

1. Aider le clinicien dans la planification du traitement

Donner des indications sur le pronostic

Permettre 1’évaluation des traitements des cancers a stades égaux

Faciliter I’échange des informations entre différents centres

Contribuer a la recherche et a la compréhension des cancers humains

A O i

Participer au contrdle des cancers.

L’établissement du stade TNM d’un cancer est basé sur trois composants :

T : L’extension anatomique de la Tumeur primitive au niveau de la paroi colique et au-dela.
N : L’absence ou la présence d’envahissement ganglionnaire (Node) régional

M : L’absence ou la présence de Métastases.

Tous les cas doivent étre confirmés par un examen microscopique [TNM]. Les cancers classés
par le clinicien (apres examens complémentaires éventuels) sont précédés du préfixe ‘¢’ TNM.
Les cancers classés par le pathologiste apres résection chirurgicale sont précédés du préfixe

‘P’ TNM.

La classification TNM actuelle des CCR est reportée et illustrée ci-apres (Figure 7).
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Sous
mugqueuse

_________ CECINEENO D, . Musculeuse

Sous
Sereuse

------------------------------------------------ Péritoimne

T - Tumeur primitive
TX . La tumenr prumaire ne peut étre examinge

TO  Absence de tumeur pnnutive

Tis  Carcinome i sine - intra-epithlial ou mvaston du chonon

T1 = La tumeur envahit la sous nmqueuse sans la dépasser

T2 ' La tumeur envahit la musculeuse sans la depasser

T3 . La tumeur envahit Ia sous séreuse ou les tissus pericoliques/peni-rectanx non pertongalises

T4 © La tumeur envalut directement d'autres organes ou structures et/on perfore le pentoine viséral
T4a  La tumeur perforz le péntoine viscéral
T4b © La tumenr envalut directement d’autres organes ou structures

N — Ganglions lvmphatiques régionaux
NX | Les ganglions lviphatiques régionany ne peuvent étre exanunes
NO - Absence de métastase ganglionnaire régionale
NI - Metastase ganglionnaire dans 1 a 3 ganglions regionaux
Nla: Metastase dans | ganglhon régional
NIb: Metastase dans 2 4 3 ganglions regionaux
Nlc: Deépats tumoraux satellites dans la sous seéreuse ou dans |2 tissus pencolique/penrectal non
pentonealiss sans metastase ganglionnaie regionale
N2 - Metastase ganglionnaire dans plus de 4 ganglions régionaux
N2a: Metastase dans 4 a 6 ganglions regionaux:
N2b: Métastases dans 7 ou plus ganglions regionaux

MO  Pas de métastass a distance
M1 Métastase(s) a distance

Figure 7 : Classification TNM des cancers du colon-rectum [TNM].
En haut : illustration des différents stades « T » du cancer colorectal. En bas: Tableau
récapitulatif du TNM du cancer colorectal.
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Apres avoir catégorisé le T, le N et le M de chaque cancer, il faut regrouper ces descripteurs
en stades (Tableau I). Ces stades ont été établis de facon a homogénéiser des groupes de

patients pour I’étude des effets des traitements et ede la survie [TNM].

Tableau I. Groupes de Stades TNM de ’'UICC 2009 [TNM].

Groupes de Stades
Stade 0 Tis NO MO
Stade I T1 ou T2 NO MO
Stade 11 T3 ou T4 NO MO
Stade ITA T3 NO MO
Stade IIB T4a NO MO
Stade 1IC T4b NO MO
Stade 111 Tous T N1 ou N2 MO
Stade IIIA T1 ou T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stade 11IB T3 ou T4a N1 MO
T2 ou T3 N2a MO
T1 ou T2 N2b MO
Stade IIIC T4a N2a MO
T3, T4a N2b MO
T4b N1, N2 MO
Stade IVA Tous T Tous N Mla
Stade IVB Tous T Tous N M1b

D’autres descripteurs optionnels informant sur le risque métastatique peuvent étre ajoutés au
stade TNM [TNM]. Pour le CCR, les deux descripteurs optionnels mentionnés de maniere
systématique dans les comptes-rendus histopathologiques frangais (recommandations INCa)
sont 1’absence/présence d’embol veineux macro ou microscopique, l’absence/présence
d’engainement tumoral microscopique périnerveux et [’absence/présence d’embole
lymphatique (Tableau II).

La qualité de la résection et la présence/absence de résidus tumoraux sont classés par le
descripteur « R ». Une résection RO indique I’absence de résidus tumoraux, c'est-a-dire que la
résection est compléte. Une résection R1 indique la présence de résidus tumoraux
microscopiques, c'est-a-dire que I’examen microscopique a révélée qu’une limite de résection
chirurgicale est envahie. Une résection R2 indique la présence de résidus tumoraux
macroscopiques, c'est-a-dire que 1’envahissement d’au moins une limite chirurgicale par la
tumeur est visible a 1’ceil nu par le chirurgien et le pathologiste. C’est le cas notamment des
éxéréses paliatives ou a visée de réduction tumorale lorsqu’une chirurgie compléte est

impossible.

34



Tableau II. Descripteurs, optionnels de la classification TNM de I’UICC, 2009 [TNM].

V — Envahissement veineux

VX | L’envahissement veineux ne peut étre examiné
V0 | Absence d’envahissement veineux
\%4! Envahissement veineux microscopique

V2 Envahissement veineux macroscopique

Pn — Invasion périnerveuse

PnX  L’invasion périnerveuse ne peut étre examinée
Pn0 | Absence d’invasion périnerveuse

Pnl | Présence d’invasion périnerveuse

L —Envahissement lymphatique

LX | L’envahissement lymphatique ne peut étre examiné
L0 Absence d’envahissement lymphatique

L1 Présence d’envahissement lymphatique

1.2.2.3 Les grades de différenciation

Les adénocarcinomes colorectaux étaient traditionnellement gradés en quatre grades de
différentiation : 1-bien, 2-modérément, 3-peu ou 4-indifférenciés sur la base du pourcentage
de formations glandulaires. Le carcinome indifférencié (grade 4) est maintenant un terme
d’exclusion réservé aux tumeurs épithéliales malignes qui ne montrent aucune formation
glandulaire, ni sécrétion de mucine, ni différenciation endocrine ou epithélioide ou
sarcomatoide. Actuellement les termes "bas" et "haut" grades sont privilégiés pour
’utilisation clinique car les carcinomes bien et modérément différenciés ont le méme
comportement clinique (évolution moins rapide que les cancers de grade 3/peu différenciés) et
cette appellation serait plus reproductible. De plus, les avancées dans les classifications
moléculaires des adénocarcinomes coliques ont abouti a reclasser tous les adénocarcinomes
avec haut niveau d’instabilité des microsatellites (MSI-H), méme indifférenciés en "bas"
grade (Tableau III) [Hamilton, Rosty].

Certains variants morphologiques, comme le carcinome mucineux ou 1’adénocarcinome a
cellules en bagues a chaton, ont leur propre grade de différenciation indépendant du

pourcentage de formation glandulaire [Hamilton].
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Tableau III. Critéres pour établir le grade histopathologique des adénocarcinomes
colorectaux [Hamilton].

Critére Catégorie de Grade numérique Grade descriptif
différentiation

> 95% de formations Bien différentié 1 bas

glandulaires

50 — 95% de formations | Modérément différentié 2 bas

glandulaires

>0-49% de formatons | Peu différencié 3 haut

glandulaires

MSI-H Variable Variable bas

1.2.2.4 Le budding

Le bourgeonnement tumoral ou budding est actuellement définis comme un phénomene
morphologique observé au front d'invasion de la tumeur, ou des cellules isolées ou des petits
amas de moins de 5 cellules, des buds, se détachent de 1'adénocarcinome et migrent sur une
petite distance au sein d'un stroma le plus souvent desmoplasique [Hase, Max, Ueno 2002].
Le budding représenterait un phénomene de transition épithélio-mésenchymateuse localisé,
bien que ce concept soit encore débattu [ Yamada]. De fagon plus consensuelle, dans les CCR,
le budding est un puissant facteur prédictif d’embols lymphatiques, de métastases
ganglionnaires, de récurrence et déceés a 5 ans quelque soit le stade du CCR [Rogers]. En
pratique courante son évaluation est utile pour discuter la colectomie complémentaire apres
exérese d’un polype transformé avec infiltration de la sous-muqueuse (stade pT1), du fait du
risque de métastase ganglionnaire [Bosch, Pai], ou pour discuter une chimiothérapie
adjuvante dans les CCR de stade II [Petrelli].

Plusieurs systémes de quantification de ce phénomene de budding ont été proposés dans la
littérature utilisant les lames d’histologie standard ou I’immunohistochimie anti-
pancytokératines. Ces systemes reposent sur la quantification du nombre de buds visible sur
une surface définie ou un nombre de champs défini au front d’invasion de la tumeur. Bien que
le budding soit un puissant indicateur pronostique, son évaluation et son utilisation ne se sont
pas encore généralisées du fait d’un manque de consensus sur la fagon dont il faut 1’évaluer.
L’utilisation de I’immunohistochimie anti-pancytokératine permet de voir plus de buds et
serait donc plus performante pour 1’évaluation et la gradation du budding mais impose un
surco(it et un délai supplémentaire de réponse [Koelzer 2015]. Certains auteurs rapportent que
I’immunohistochimie n’apporte pas d’indication supérieure a 1’évaluation sur lame seulement
colorée par HES (Hématéine-Eosine-Safran) pour la prédiction des métastases ganglionnaires

dans les CCR pT1 [Okamura].
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Un systéme simple, rapide, peu coliteux et reproductible (kappa test a 0,85) a ét€¢ mis au point
par Wang et coll. en 2009 [Wang LM]. Le principe est d’examiner sur les lames colorées par
Hématéine-Eosine 5 champs au grossissement x200 (objectif x20 et oculaires x10), dans la
zone de plus haut budding repérée au faible grossissement x40. Pour chaque champ, on
reporte (+) si au moins 1 bud est présent ou (—) s'il n'y a pas de bud sur la zone examinée. Le
cas est considéré comme ayant un phénomene de budding important (BUDhigh) quand >50%
des champs examinés sont positifs et comme ayant un phénomene de budding faible
(BUDlow) quand <50% des champs examinés sont positifs (figure 8). La valeur pronostique
péjorative de ce system a été validée pour les CCR de stade II dans ’étude qui 1’a proposée
[Wang LM].

En 2016, une conférence de Consensus qui a eu lieu a Bern avait pour but de standardiser la
méthode de détermination de budding. Les conférenciers sont parvenus au consensus suivant :
le budding doit étre évalué sur 1 lame HES dans 1 champ microscopique de 0,785 mm? repéré
a faible grossissement comme étant le champ de plus fort budding du cas. Trois grades de
budding résultent de ce compte : Low (0-4 buds), intermediate (5-9 buds), high (=10 buds)
[Lugli]. Les conférenciers proposent d’intégrer ce system de qualification du budding dans le

prochain TNM pour standardiser les résultats les études a venir utilisant ce systeéme.
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Figure 8 : Illustration de l1a méthode de quantification de phenomene de buddmg selon la
méthode de Wang [Wang LM]

A. Systeme de quantification rapide décrit par Wang [Wang LM]. Quand plus de 1 champ au
grossissement x200 sur 2 contient des buds, le cas est classé en BUDhigh. B-C. Présence de
phénoméne de budding (fleches bleues) dans un champ examiné au grossissement x200. B.
Immunomarquage par anti-AE1/AE3. C. Coloration Hémateine Eosine Safran (HES).
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1.2.2.5 L’inflammation stromale et I’'immunoscore

La caractérisation des critéres histopronostiques prend en compte essentiellement
I’adénocarcinome en lui-méme, c'est-a-dire les glandes/cellules tumorales, mais de plus en
plus de travaux montrent 1I’importance du microenvironnement tumoral, c'est-a-dire le stroma,
dans la progression tumorale et par conséquent le pronostic [Buache]. La caractéristique
stromale la plus étudiée dans les cancers colorectaux est I’inflammation.

L’inflammation stromale par des lymphocytes T CD3+, CD8+, CD45RO+ est indicatrice de
bon pronostic et est associée a I’instabilit¢ des microsatellites [Galon 2006, Hamilton,
Mlecnick]. La prédiction pronostique de I’infiltration stromale serait méme meilleure que
celle donnée par le TNM [Galon 2006]. L’association inflammation stromale — instabilité
microsatellitaire a été confirmée dans la derniére classification moléculaire des cancers. Les
CCR MSI-H y sont appelés Consortium Molecular Subtype 1 (CMS1) MSI-hyperimmuns
[Guinney, Muller]. L'instabilité des microsatellites dans les CCR entraine des accumulations
d’erreurs. Les CCR MSI ont 10 a 100 fois plus de mutations somatiques que les CCR MSS
[TCGA, Timmermann]. En conséquence, la cellule produit de nombreuses protéines mutées
qui peuvent étre reconnues comme des néo-épitopes par le systeme immunitaire et stimuler
I’inflammation. La valeur pronostique de I’infiltration lymphocytaire par des lymphocytes T
se vérifie aussi pour les cancers MSS [Dahlin].

L’intérét pour la réaction immunitaire stromale dans les cancers connait un regain depuis le
développement des immunothérapies. En effet, l'une des caractéristiques des cellules
cancéreuses est leur capacité a échapper a l'activité de contréle du systeme immunitaire. L'un
des mécanismes est l'inactivation des lymphocytes T par liaison des cellules cancéreuses avec
le récepteur PD-1 (Programmed cell Death 1) a la surface du lymphocyte [Mittal].
Récemment, de nouveaux agents de thérapie ciblée anti-PDI1 tels que pembrolizumab ont été
développés pour restaurer la réponse immunitaire anti-tumorale et ont montré des résulats
encourageants dans les CCR métastatiques MSI [Le].

L'évaluation microscopique de I’inflammation stromale n’est pas encore standardisée. Elle
peut se faire de fagcon qualitative (présence/absence) sur lames HES, mais cette méthode ne
permet pas de différencier les différents types de lymphocytes. Par exemple, les lymphocytes
avec des fonctions régulatrices comme les lymphocytes CD4+, les lymphocytes Natural
Killer, des lymphocytes B ou les lymphocytes T CDS8 cytotoxiques, ne peuvent pas étre

distingués sans marqueur approprié. La meilleure facon d’évaluer I’inflammation stromale
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reposerait donc sur une évaluation immunohistochimique des lymphocytes T CD3+ et CD8+
au centre et au front d’invasion de la tumeur. Ce type d’évaluation est celui proposé sous le
nom d’Immunoscore qui a montré son efficacité dans la prédiction du pronostic des CCR
[Mlecnik]. Ce score, en cours d’évaluation et de standardisation [Galon 2014], doit étre
évalué par une technique d’analyse d’image sur les lames d’immunohistochimie anti-CD3 et

CDS, ce qui limite son usage en routine.

1.2.2.6 Les scores de regression tumorale pour les cancers traités avant exérése

Outre I’étude de la morphologie, la différenciation, I’extension tumorale, le micro-
environnement tumoral, le pathologiste doit évaluer la réponse histologique aux traitements
néo-adjuvants, c’est a ire délivrés avant I’éxérése.

Dans les CCR, cette réponse histologique est évaluée principalement dans 2 contextes : les
adénocarcinomes du rectum traités par RCT néo-adjuvante et les métastases hépatiques des
CCR traités par chimiothérapie.

Pour chaque scénario clinique, plusieurs scores ont été proposés dans la littérature reposant
sur I’évaluation du pourcentage de cellules tumorales résiduelles et sur 1’évaluation de la
réponse fibro-inflammatoire au traitement. Pour les cancers du rectum, le premier systeme
d’évaluation de la réponse tumorale qui a été développé est actuellement le plus utilisé. Il
s’agit du score de régression tumorale de Dworak [Dworak]. D’autres scores basés sur le
méme principe ont depuis ét¢ développés. Tous ont montré que la réponse histologique
compléte ou presque compléte était associée a une meilleure survie sans progression [Kim
SH].

Comme pour les adénocarcinomes rectaux, un score basé sur I’évaluation du pourcentage de
cellules tumorales résiduelles et sur 1’évaluation de la réponse fibro-inflammatoire a été
développé pour les métastases hépatiques de CCR en 2007 [Rubbia-Brandt]. La réponse
histologique compléte ou presque compléte était associée a une meilleure survie sans
progression. D’autres scores ont été proposés depuis mais le score de Rubbia-Brandt reste le
plus utilisé actuellement.

Une ¢étude a récemment révélé que le score de régression tumorale était également un facteur
pédictif de survie sans progression pour les patients atteints de carcinose péritonéale d’origine

colorectale et traitée par chimiothérapie néo-aduvante [Passot].
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1.2.3 Les tests moléculaires

Lors du diagnostic d’adénocarcinome colorectal, plusieurs tests moléculaires sont utiles pour
compléter le diagnostic anatomopathologique ou pour guider la décision thérapeutique. Nous
allons ci-dessous détailler les principales anomalies moléculaires utilisées pour le diagnostic

et la prise en charge thérapeutique des CCR.

1.2.3.1 Instabilité microsatellitaire

Le CCR est la conséquence d’une accumulation d’altérations génétiques avec deux principaux
profils d’altérations décrits: 1’instabilit¢ chromosomique et [instabilit¢ génétique.
L’instabilité chromosomique avec perte d’hétérozygotie est impliquée dans environ 85% des
CCR sporadiques. L’instabilité génétique avec déficit du systtme MMR, initialement
observée dans les CCR héréditaires du syndrome de Lynch, est observée dans environ 15%
des CCR sporadiques [Miiller]. Dans les cancers héréditaires, le déficit du systtme MMR est
en rapport avec une mutation d’un géne codant une des protéines de ce systeéme : MLHI ou
MSH? le plus souvent, plus rarement MSH6 ou PMS2. De fagon exceptionnelle, la mutation
peut concerner un gene non directement impliqué dans le systtme MMR : le géne EPCAM.
La mutation de ce géne entraine de fagon indirecte une hyperméthylation du promoteur de
MSH? et donc son inactivation [Tiwari]. Dans les cancers sporadiques, le déficit du systéme
MMR est en rapport avec la méthylation du promoteur du gene MLHI, empéchant sa
traduction. Le déficit du systtme MMR (figure 9) qu’il soit d’origine héréditaire ou
sporadique est responsable de ’accumulation et la persistance de mutations sur tout le
génome et plus particulicrement dans des séquences répétées mono, di, tri ou
tétranucléotidiques appelées microsatellites, donnant lieu au phénome e d’instabilité des
microsatellites (MSI) [Timmermann, Tiwari].

Les CCR sporadiques MSI-H ont un profil clinico-pathologique particulier: CCR
prédominant chez la femme, au célon droit, composante tumorale mucineuse, peu différenciée
ou festonnée plus fréquente, stroma inflammatoire. Au niveau moléculaire, les CCR MSI
sporadiques sont fréquemment associés a mutation du géne BRAF et a un phénotype
hyperméthylateur (CIMP-H) responsable de la méthylation du promoteur du gene MLHI
[Hamilton, Tiwari].

La recherche d’instabilit¢ microsatellitaire est recommandée dans de trées nombreuses
situations cliniques a tel point que certains recommandent une recherche systématique dans

tous les CCR [Tiwari].
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Figure 9 : Principe de fonctionnement du systéme MisMatch Repair

La recherche de I’instabilité microsatellitaire a tout d’abord pour but de dépister un syndrome
de Lynch, lorsque le CCR survient chez un patient agé de moins 60 ans ou quelque soit 1’age
au moment du diagnostic en cas de cancers multiples du spectre du syndrome de Lynch chez
un méme patient ou chez deux apparentés au ler degré selon les criteres d’Amsterdam
revisités a Bethesda [Umar]. Parmi les CCR de phénotype MSI, il faut distinguer les cancers
sporadiques (environ 80%), qui sont décrits majoritairement chez des sujets agés, de ceux
observés chez les patients atteints d’un syndrome de Lynch (20%). La recherche de déficit du
systtme MMR peut étre réalisée soit en recherchant une extinction de 1’une des protéines
MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2 ou d’un couple de proteine (MLH1/PMS2 ou MSH2/MSH6)
en immunohistochimie ou en recherchant une instabilit¢ des microsatellites en biologie
moléculaire a partir de coupes tissulaires sur biopsie ou prélévements tumoraux opératoires
[Ward]. Les études de biologie moléculaire vont classer le cas en 3 catégories : MSS, MSI-
High et MSI-Low. En cas de tumeur MSI(-H) en biologie moléculaire et dans le cadre d’une
suspicion de syndrome de Lynch, I’analyse immunohistochimique s’impose afin d’orienter le
diagnostic génétique en ciblant les génes codant la protéine ou le couple de protéine dont
I’expression immunohistochimique est non détectable dans les cellules cancéreuses. Cette
analyse immuno-histochimique complémentaire en cas de tumeur MSI en biologie
moléculaire n’est pas nécessaire en cas de tumeur BRAF mutée car les mutations du gene

BRAF ne sont observées que dans les CCR MSI sporadiques [Domingo].
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Le statut MSI-L est trés rare. Il n’est n’est pas associ¢ au syndrome de Lynch et semble

conférer un mauvais pronostic [Kohonen-Corish].

Dans le cadre de la prise en charge des cancers du colon de stade II la recherche d’un
phénotype tumoral moléculaire MSI permet de décider du type de traitement a adopter. Les
CCR sporadiques MSI-H ont un meilleur pronostic et répondent moins bien aux
chimiothérapies a base de 5-Fluorouracile ou d’oxaliplatine que les CCR MSS [Cohen, Gryfe,
Hutchins, Ribic, Sargent, Sinicrope, Zaanan].

En cas de CCR avancé (localement avancé et/ou métastatique), la détermination du statut MSI

peut étre utile pour orienter le patient vers un traitement par immunothérapie.

La détermination systématique du statut tumoral MSI dont la fréquence augmente avec I’age
(> 20% apres 75 ans et > 30% apres 85 ans), peut se justifier chez le sujet agé pour des
raisons pronostiques et éventuellement thérapeutiques vis a vis de I’indication d’une

chimiothérapie adjuvante pour les stades II [Aparicio 2013, Aparicio 2014].
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1.2.3.2 Voie des MAP Kinases : Statut RAS / BRAF

Les proteines RAS (rat sarcoma viral oncogene) sont impliquées dans 1’une des principales
voie de signalisation cellulaire : la voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Cette
voie de signalisation est située en aval de nombreux récepteurs et en particulier du récepteur
de I’Epidermal Growth Factor (EGFR). Il s’agit d’un récepteur a activité tyrosine kinase,
c’est a dire que lorsqu’il est activé il se dimérise, s’auto-active, recrute et active des protéines
de signalisation par phosphorylation. Dans les cellules normales, cette voie est activée lorsque
le ligand (EGF) se lie a son récepteur (EGFR). Cette liaison entraine une dimérisation de
I’EGFR et I’activation et le recrutement de la protéine adaptatrice GRB2 (Growth Factor
receptor-Bound protein 2) qui a son tour recrute SOS1 (Son of sevenless homolog 1), une
protéine d’échange de co-enzyme de transfert de phosphates GTP-GDP (Guanosine
Triphospahe — Guanosine Diphosphate). Cette protéine SOS1 active RAS par transfert d’un
groupement GTP a la place d’un groupement GDP. RAS active RAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase) par phosphorylation puis s’en suit une cascade de phosporylation :
RAF active MEK (MAP kinse-ERK kinase) qui active ERK (extracellular regulated MAP
kinase) qui est transloqué dans le noyau pour aboutir a I’activation des facteurs de
transcription MAP (Mitogen Activated Protein), qui activent la transcription de nombreux
genes impliqués dans la régulation de la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire
(Figure 10). RAS-GTP peut étre désactivé par son activité GTPasique propre, stimulée par la
protéine RASGAP (RAS GTPase-activating protein) ou par la Neurofibromine 1 (NFI)
[Bollag, Robert, Vakiani].

En plus de cette voie dite « classique » des MAPK, RAS est également capable d’activer la
voie de la PI3K (Phosphatidylinositol-3 kinase) également impliquée dans la régulation de la
survie cellulaire et la prolifération mais aussi l’angiogenese. PI3K peut étre activée
directement par un récepteur a tyrosine-kinase ou par I'intermédiaire de la protéine RAS.
PI3K peut étre inhibée par PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
10). La PI3K activée participe a la formation d’un composé lipidique membranaire, le
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). Ce composé recrute la sérine/thréonine kinase
AKT a proximité de la membrane plasmique, ou elle est alors phosphorylée et activée. AKT
activé va réguler mTOR (mammalian Target Of Rapamycine) par phosphorylation. mTOR est
également régulé par I’état nutritionnel de la cellule, c’est-a-dire par le taux en acides aminés

ou en nutriments cytoplasmiques, et par I’hypoxie [Dreyer].
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Il existe 3 protéines RAS homologues : K-RAS (Kirsten-RAS), N-RAS (Neuroblastoma
RAS) et H-RAS (Harvey RAS) qui se distinguent par leur spécificité tissulaire. Ces protéines

sont des membres de la superfamille des GTPases capable d’activer/inhiber d’autres GTPases

[Robert].

EGFR :&

PDGFR
MET
IGF-1R

Cell Proliferation

Cell Survival

Cell Movement

Hypoxia Inducible Factor

Figure 10 : La voie des MAP kinases [Becher].

Dans cette voie de signalisation, I’activation d’un récepteur a activité tyrosine kinase par
liaison a son ligand entraine une activation en cascade par phosphorylation des protéines de
cette voie pour aboutir a l’activation de facteurs de transcription impliqués dans la
prolifération, la survie et la migration cellulaire. RAS activé par le récepteur peut activer la
«voie classique » RAS/RAS/MEK/ERK ou la voie PI3K/AKT/mTOR. NF1 et PTEN
respectivement sont capable d’inhiber ses 2 voies.

Dans environ 40 a 50% des CCR, une activation constitutionnelle de cette voie de
signalisation est observée. Elle résulte le plus souvent d'une mutation du gene KRAS (35-
45%), mais également des genes PI3K (4-14%), NRAS (4-10%) et BRAF (2-12%) dont la

fréquence de mutation varie en fonction de I’origine géographique des patients [Al-Shamsi,
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Balschun, Chang, Negru, Palomba, Zhang J]. Les protéines mutées restent sous une forme
activée, indifférente aux signaux inhibiteurs et envoient en permanence en « aval » un
message de prolifération. Pour le géne KRAS, une seule substitution d'acide aminé est
responsable d'une mutation activatrice. Les sites de mutations les plus fréquents (90%) se
situent aux codons 12 et 13 de I’exon 2 [Neumann, Peeters]. Pour le géne NRAS, les sites de
mutations les plus fréquents se situent aux codons aux codons 12 et 13 de I’exon 2 et au
niveau du codon 61 de I’exon 3 [Balschun, Peeters]. Pour le géne PI3K, les mutations les
plus fréquentes se situent au niveau de 1’exon 20 [Balschun]. Pour le géne BRAF, une seule
substitution d'acide aminé au niveau de I’exon 2 est responsable d'une mutation activatrice. La
mutation activatrice la plus fréquente (95%) et la plus oncogénique est une mutation
ponctuelle responsable de la transition Valine > Glutamine en position 600 de la protéine
BRAF (V600E). Les mutations impliquant les oncogénes RAS et BRAF sont mutuellement

exclusives [Davies, Vakiani].

L’activation oncogénique des protéines KRAS, NRAS par mutation est associée a une non
réponse au traitement ciblé par anti-EGFR et semblerait étre indicatrice d'un mauvais
pronostic du cancer [Douillard, Karapetis, Li¢vre, Schwartzberg]. En pratique courante la
détermination du statut RAS, combinant la recherche des mutations les plus fréquentes des
genes KRAS et NRAS est réalisée pour tous les patients avec un CCR métastatique afin de
décider de la prescription ou non de thérapie ciblées anti-EGFR. La recherche de ces
mutations a donc un intérét pronostique et thérapeutique. Cette recherche peut étre effectuée
par différentes techniques de biologie moléculaire a partir de coupes tissulaires sur la biopsie
ou les prélévements tumoraux de la piece opératoire. L’intérét de la recherche de mutation
BRAFV600E et PI3K pour cette méme indication pronostique et thérapeutique est
actuellement controversé [Dietel, Garcia-Alfonso, Rowland]. Cependant, du fait de la valeur
pronostique péjorative reconnue de la mutation BRAFV600E dans les CCR, plusieurs essais
thérapeutiques ciblant cette protéine mutée et d’autres protéines de la voie des MAPK sont en
cours [Jones]. La recherche de mutation BRAF peut donc étre réalisée en vue de I’inclusion

de patients dans des protocoles thérapeutiques.

La recherche de mutation du géne BRAF est réalisée en pratique courante en cas de CCR MSI
avec perte d’expression de MLH1 en immunohistochimie. Dans cette situation la mutation
BRAFV600E permet de distinguer les CCR sporadiques (MSI BRAF mutés) des CCR entrant
potentiellement dans le cadre du syndrome de Lynch. En effet, la mutation BRAFV600E est
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présente dans 40 a 60% des CCR MSI sporadique et n’est pas retrouvée dans les CCR liés au
syndrome de Lynch [Boissiére-Michot, Domingo, Roth]. Le fait d’avoir un statut BRAF muté
exclut donc le sydrome de Lynch. En revanche si BRAF n’est pas muté, le CCR peut étre
sporadique ou héréditaire. Dans ce cas des analyses complémentaires peuvent étre réalisées
comme la recherche du phénotype hyperméthylateur CIMP ou la recherche de méthylation du
promoteur du géne MLHI. En effet, comme précisé ci-dessus, les CCR MSI sporadiques ont
une instabillité microsatellitaire liée a la non transcription du géne MLHI en raison d’une
hyperméthylation de son promoteur ce qui entraine une absence de la protéine MLH1 et donc
un déficit du systtme MMR. Le phénotype hyperméthylateur et en particulier la méthylation
de MLHI signent donc le caractére sporadique du CCR.

Ces analyses de méthylations ne sont demandées qu’en seconde intention en pratique courante
car (1) toutes les plateformes de biologie moléculaire francaise ne disposent pas de la
technique, (2) cette technique nécessite idéalement des prélévements frais congelés pour
limiter le nombre de faux négatifs (10% environ) sur prélévement paraffinés [Boissicre-
Michot, Roth, Tournier]. Ces contraintes limitent donc sa recherche en pratique courante.
Concernant la recherche de mutation BRAF, plusieurs techniques sont disponibles,
essentiellement des techniques de biologie moléculaire, mais un anticorps spécifique de la
proteine BRAFV600E mutée a été développé. Cet anticorps utilis€ en immunohistochimie
semble performant pour screener le statut BRAFV600E des CCR [Boissiére-Michot, Roth].
Dans le cadre de notre travail nous avons évalué la performance de cet immunomarquage sur
des échantillons de CCR inclus dans des blocs de paraffine multi-tissulaires : les Tissue
MicroArray (TMA).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons confirmé la performance diagnostique de cet
immunomarquage sur TMA (Manuscrit 1). Nous avons cependant observé des faux positifs

dans les cas de CCR a composante a cellules indépendantes en bague a chaton [Boulagnon].
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1.2.3.3 Phénotype hyperméthylateur (CIMP)

La méthylation de I’ADN est un processus épigénétique de régulation de 1I’expression
des genes. La méthylation de I'ADN est une modification de l'une des quatre bases
nucléotidique (thymine, adénine, guanine et cytosine) qui consiste en l'ajout d'un groupement
méthyle (-CH3) a la place d'un atome d'hydrogéne. Bien que les quatre types de base puissent
étre méthylés, la cytosine est la plus fréquemment méthylée. La méthylation observée sur
’ADN normal a un réle de régulation et d’empreinte génétique. Ce phénomen s’accentue
avec 1’age. Dans le cadre du développement des cancers, ce sont des régions spécifiques du
génome, nommeées "ilots CpG", qui sont méthylées. Ces régions du génome sont connues
pour étre des régions de la régulation de 1’expression des geénes: les promoteurs. Ce
phénoméne est appelé CpG island methylator phénotype (CIMP) [Issa]. En 1999, une étude a
décrit pour la premicre fois ce phénomeéne dans les CCR [Toyota]. Depuis, un panel de 5
marqueurs spécifiques de I’hyperméthylation dans les CCR a été validé: le pannel
« classique ». Il permet de distinguer les cancers CIMP-H (High : 4-5 marqueurs méthylés sur
les 5), CIMP-L (Low : 1-3 marqueurs méthylés sur les 5) et CIMP-Negative (aucun marqueur
méthyl¢) [Barault, Issa, Juo]. Ce panel comprend 3 génes MINT (Methylated in tumor) :
MINTI, MINT2 et MINT31 et les genes CDKN2A4 et MLH]1.

Comme nous ’avons vu ci-dessus, la détermination du phénotype CIMP peut étre utile dans
les CCR MSI-H BRAF sauvage afin de départager les CCR sporadiques des CCR héréditaires
pour lesquels une prise en charge spécifique et oncogénétique s’impose.

Cependant, ce phénotype n’est pas recherché en pratique courante pour les raison évoquées
précédemment (disponibilité de la technique et de prélevements congelés) et aussi de
problémes liés a I’hétérogénéité des classifications CIMP dans la litérature (CIMP-positive et
CIMP-Négative versus CIMP-H, CIMP-L et No CIMP) et I’hétérogénéité des panels de genes
utilisés pour déterminer ce phénotype [Juo].

Le phénotype CIMP-H (ou CIMP-positive) est observé dans en moyenne 18% des CCR
[Barault, Juo]. Les CCR CIMP-H sont plus fréquents chez la femme, dans les CCR de
localisation droite et sont associés a la mutation BRAFV600E et au phénotype MSI-H
[Boissieére-Michot, Barault, Juo, Hamilton].

Le phénotype CIMP-H ou CIMP est un facteur indépendant de mauvais pronostic pour les
CCR colorectaux, son impact sur 1’efficacité de la chimiothérapie au 5—Fluorouracile est
enore discuté [Juo]. Comme pour BRAF, la recherche de ce phénotype est également

intéressante dans le cadre de protocoles thérapeutiques.



1.3 Voies de cancérogenése colique

On sait depuis les années 70, que le CCR est un processus multi-étapes avec des précurseurs :
les adénomes (tubuleux, villeux, tubulo-villeux, avec dysplasie de bas ou de haut grade), qui
aboutissent au cancer [Potet]. La connaissance de ce modele de cancérogenése a permis par la
résection des adénomes et le suivi de prévenir le développement de cancer [ Winawer]. Dans
les années 90, des étapes moléculaires ont été¢ superposées aux étapes morphologiques
[Fearon, Vogelstein], réalisant un modele multi-étapes linéaire d’accumulation d’altérations
moléculaires au cours de la progression morphologique des lésions impliquées dans la
cancérogenese.

Depuis 30 ans, la découverte de nouvelles entités morphologiques et les progres de la biologie
moléculaire des cancers influencés par I’avancée des thérapies ciblées ont enrichi et élargi ce
modele de cancérogenése. Certains auteurs classent désormais les CCR en fonction de leur
profil moléculaire. De plus, I’OMS, dans sa dernicre classification a pris en compte le statut
MSI pour définir le grade des adénocarcinomes coliques [Hamilton]. La classification des
CCR devient donc de plus en plus histomoléculaire a I’instar d’autres cancers.
Historiquement, 2 voies moléculaires avaient été décrites dans les CCR. La voie majoritaire
est celle de [I’instabilit¢ chromosomique (CIN, Chromosomal Instability) avec des
changements bruts dans le nombre et la structure des chromosomes, y compris les délétions,
les gains, les translocations et autres réarrangements chromatiques. Ceux-ci sont souvent
détectables par une fréquence €levée des altérations du nombre de copies somatiques (SCNA,
Somatic copy number alterations) de I'ADN, qui est une caractéristique de la plupart des
tumeurs qui surviennent par la séquence adénome-adénocarcinome. La seconde voie
moléculaire en fréquence est celle de I’instabilité génétique avec instabilit¢ microsatellitaire
qui entraine une hypermutation des genes et un profil génique presque diploide. Cette voie
moléculaire correspondrait a la voie festonnée de la cancérogenese colique [Miiller].

A T’heure du séquencage haut débit, la classification moléculaire a été enrichie et plusieurs
groupes ont été définis (Figure 11). Certains groupes se recoupent avec les 2 voies historiques
[Miiller]. Une voie minoritaire d’instabilité génétique avec hypermutation liée a la mutation
des génes DNA Polymerase Epsilon ou Delta 1 (POLE ou POLDI) impliqués dans la
réparation de I’ADN a été mise en évidence dans I'une de ces études [TCGA]. Dans une autre
¢tude, I'inflammation stromale a été ajoutée au profil moléculaire pour définir les sous

groupes (Figure 11).
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The Cancer Genome Atlas (2013) Consensus Molecular Subtypes (2015)

Hypermutated (13%) CMS1: MSI-immune (14%)
dMMR, MSI, MLH1-sil, CIMP-high, ! Hypermutated, dMMR, MS{, MLH1-sil,
BRAF-mut, SCNA-low CIMP-high, BRAF-mut, immune infiltration

Mixed Features (13%)
Transition phenotype /
Intratumoural heterogeneity

Figure 11. Les systémes actuels de classification moléculaire des CCR [Miiller].

Cette figure regoupe les données moléculaires des études menées par The Cancer Genome
Atlas [TCGA] et I’éguipe de Guinney [Guinney] qui a défini des sous-types moléculaires
consensuels s’appuyant sur les études précédentes.

Les données morphologiques, moléculaires et évolutives décrites dans les lésions pré-
néoplasiques et les adénocarcinomes colorectaux ont permis de décrire 2 voies de
cancérogenéses morphologiques et moléculaires. La découverte de nouvelles mutations et de
nouveaux groupes moléculaires de CCR permettra certainement d’enrichir ces séquences
morphologiques et moléculaires a 1’avenir.

Ci-dessous, nous allons décrire briévement ces 2 voies.
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1.3.1 Voie classique : séquence adénome-adénocarcinome

Au niveau génétique, cette séquence est initiée par l’instabilité chromosomique par perte
d’hétérozygotie de certains geénes et par les mutations du geéne suppresseur de tumeur 4PC.
Lorsque ce géne est muté, la protéine anormale synthétisée ne peut plus inhiber la
translocation de la protéine béta-caténine de la membrane plasmique vers le noyau, ce qui va
entrainer la transcription de genes impliqués dans la progression tumorale.

Puis apparaissent avec la progression dans la séquence des mutations activatrices de certains
oncogeénes comme KRAS, et des mutations inhibitrices de geénes suppresseurs de tumeur
comme SMAD2/4 (Mothers against decapentaplegic homolog), P53, ... aboutissant a un
adénocarcinome ayant le plus souvent un profil APC muté, KRAS muté, MSS, BRAF non
muté et CIMP négatif [Markowitz, Whalter].

L’instabilité génétique par défaut du system MMR liée a une hyperméthylation du promoteur
de MLHI observée dans 10 a 15% des adénocarcinomes colorectaux n’est presque jamais
observée dans les adénomes conventionels (par opposition aux lésions festonnées) [Mékinen
2001, O’Brien, Renaud]. L’instabilité génétique par défaut du system MMR n’est donc pas
impliquée dans la séquence adénome-adénocarcinome.

La séquence morphologique et moléculaire de cette voie est illustrée dans la figure 12 ci-

dessous.
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' MMR gene inactivation ‘

Microsatellite instability and hypermethylation

Nature Reviews | Cancer
Figure 12: Séquence adénome-adénocarcinome de la cancérogenese colorectale
[Whalter].

50



1.3.2 Voie festonnée

Comme nous venons de le décrire ci-dessus, 10 a 15% des CCR se développent via la voie de
I’instabilité génétique mais cette voie moléculaire n’est pas impliquée dans la séquence
adénome-adénocarcinome. D’autres précurseurs sont impliqués dans la cancérogenése des
CCR avec instabilit¢ génétique : les lésions festonnées. Les études portant sur une ou
plusieurs des lésions de ce spectre ont montré un profil moléculaire particulier en
comparaison avec les adénomes conventionnels avec une fréquence accrue de mutations du
geéne BRAF associée a une instabilité des microsatellites (MSI-H) et un phénotype CIMP-H
[Mékinen 2001, O’Brien, Renaud]. Ce profil moléculaire est celui observé dans les
adénocarcinomes mucineux, a cellules en bague a chaton ou festonnés [Arifi, Chang SC,
Hamilton, Mikinen 2007, Pyo]. La concordance moléculaire et morphologique entre les
polypes/adénomes festonnés sessiles et les adénocarcinomes festonnés appuie la réalité de
cette voie de cancérogenese. Le role de la mutation BRAF comme initiateur de cette voie de
cancérogenese a ¢té démontré chez la souris [Rad].

Récemment, une anomalie moléculaire commune aux Iésions de morphologie festonnées
(polype hyperplasique, polype festonné sessile, adénome festonné traditionnel,
adénocarcinome festonné) non présente dans les Iésions non festonnées a été décrite : la
surexpression de I’Annexine A10 en qRT-PCR et I’expression nucléaire de I’Annexine A10
en immunohistochimie [Gonzalo, Kim JH, Sajanti]. Le role cellulaire et le réle dans la
cancérogenese festonné de I’Annexine A10 n’est pas encore connu. Ce marqueur est pour
I’instant utilisé pour différencier une lésion festonnée d’une Iésion non festonnée dans des

Iésions qui présentent un chevauchement morphologique.
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1.4 Traitements

Le traitement du CCR dépend de plusieurs parametres. Le stade du cancer catégorisé selon
I’UICC, I’état de santé du patient, les caractéristiques morphologiques et moléculaires de la
tumeur font partie des éléments important discutés en RCP et qui permettent de décider de
I’attitude thérapeutique a adopter. Les décisions suivent des recommandations et sont
évaluées au cas par cas et certains patients peuvent étre inclus dans des essais thérapeutiques
¢valuant de nouveaux schémas thérapeutiques.

Ci-dessous, différentes options thérapeutiques vont étre détaillées.

1.4.1 Chirurgie

La chirurgie est indiquée dans certains cas apreés polypectomie pour un adénome transformé
ou en cas d’adénocarcinome invasif accessible a la chirurgie chez un patient dont 1’état de
santé permet I’opération. Le type de résection dépend bien entendu de la localisation du
cancer et de son caractére éventuellement plurifocal et du contexte de la résection (en urgence
ou programmée). La résection du segment colique ou rectal atteint permet d’enlever
¢galement les ganglions péri-coliques/rectaux [Hohenberger]. En cas de CCR localement
avancé ou métastatique, I’exérése peut étre étendue aux organes de voisinages ou a d’autres
organes distants atteints. Idéalement 1’exérése doit étre curative en emportant la tumeur en
totalité. Dans certaines situations, l’exérése est dite palliative car réalisée a visée
symptomatique, c’est a dire pour soulager le patient de symptomes invalidants ou pour réduire
la masse tumorale au maximum avant traitement complémentaire adjuvant.
Les options chirurgicales pour le cancer colique comprennent :
- la chirugie dite « ouverte » lors de laquelle la résection segmentaire colique/rectale est
réalisée apres une incision plus ou moins large de la paroi abdominale (laparotomie), et
- la chirurgie laparoscopique, c’est a dire sous coelioscopie avec une ouverture limitée de la
cavit¢ abdominale, permettant une meilleure préservation de la paroi abdominale et un
temps de récupération plus court.
La chirurgie laparoscopique donne des résultats comparables a la chirugie ouverte concernant
la qualité de 1’éxérése (son caracte e complet) et le taux de récurrence post-chirurgie. Ce type
d’approche chirurgicale n’est pas encore recommandé pour les cancers du rectum [Guillou,

Kuhry].
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En cas de CCR métastatique, la chirurgie de la tumeur primitive et de la/des métastase(s) en 1

ou 2 temps peut se discuter avant ou apres la chimiothérapie. La discussion en RCP repose sur

le rapport risque/bénéfice de la chirurgie.

Pour les métastases hépatiques, les critéres sont :

— le terrain : compatible avec anesthésie et résection de métastases

— carcinologiques : résection compléte (R0O) possible de toutes les métastases

— anatomiques : en cas d’envahissement vasculaire (pédicule portal, veines sus-hépatiques),
résection permettant de laisser un parenchyme avec sa propre vascularisation et son
drainage biliaire

— techniques : possibilité de laisser en place un volume résiduel > 25 % a 40 % de foie sain,

selon I’existence ou non d’une hépatopathie sous-jacente

chimiosensibilité : absence de progression sous chimiothérapie [TNCD 2].

Cette sélection et cette démarche s’applique aussi pour les métastases colorectales d’autres
organes [Ribeiro Gomes].

La chirurgie pour le traitement des métastases hépatiques peut tre associée a des traitements
locaux visant a détruire ou a réduire la tumeur. Il s’agit de la radiofréquence ou du microwave
qui consiste a détruire la métastase par un courant électrique dégageant de la chaleur appliqué

dans la tumeur a 1’aide d’une sonde en percutané ou peropératoire [TNCD 2].

1.4.2 Chimiothérapies

Une chimiothérapie n’est pas proposée de fagon systématique a tous les patients atteints d’un
cancer du colon. Son utilité et son efficacité dépendent du stade du cancer. La chimiothérapie
traditionnelle est basée sur le principe que les cellules tumorales proliferent plus que les
cellules normales. La plupart des médicaments atteignent la cellule cancéreuse au moment ou
elle se divise, en faussant le mécanisme de la division cellulaire. Les tumeurs peu actives
seront donc peu touchées. A l'inverse, les tissus sains treés actifs (cellules sanguines,
muqueuse, peau) seront atteints, et devront donc régénérer. Toutes les chimiothérapies ont
donc une toxicit¢ plus ou moins prononcée pour les tissus sains qui se renouvellent
rapidement. L’utilisation de la chimiothérapie prendra donc en compte comme pour la
chirurgie le rapport bénéfice/risque.

Pour les cancers localisés du colon (stades I), la chirurgie peut suffire a elle seule a guérir le

cancer. Le risque de récidive est tres faible et le bénéfice de la chimiothérapie non démontreé.
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Pour les cancers du colon de stade II, en cas de tumeur a haut risque (pT4, tumeur perforée ou
en occlusion, avec moins de 12 ganglions examinés, peu différenciée, avec emboles
vasculaires, ou MSS), une chimiothérapie adjuvante (apres la chirurgie) peut étre envisagée
en complément de la chirurgie [Niedzwiecki, TNCDI1]. Les schémas de chimiothérapies
proposés dans cette situation utilisent le plus souvent un antimétabolite analogue des bases
pyrimidiques, le 5-FluoroUracile (5FU) ou la capécitabine. L’emploi de sels de platines,
comme I’oxaliplatine, qui inhibent la sythése de I’ADN par action alkylante peut se discuter.
Les schémas recommandés sont le LVSFU2 (Acide folinique + 5 FU), le FOLFOX4 simplifié
(LVSFU2 + oxaliplatine), XELOX (oxaliplatine + capécitabine) ou une fluoropyrimidine
orale (analogue du 5FU mais administré par voie orale, comme la capécitabine par exemple).
L’age du patient, son état général et la neurotoxicité de l’oxaliplatine sont des éléments
supplémentaires pour la décision thérapeutique.

Pour les cancers de stade III (avec métastases ganglionnaires), une chimiothérapie adjuvante
est recommandée. Le schéma de chimiothérapie proposés dans cette situation est une
bichimiothérapie (FOLFOX ou XELOX) et en option une monochimiothérapie. La décision
dépend également de I’age et 1’état général du patient et tolérance aux agents de
chimiothérapie utilisés (exemple de la neurotoxicité¢ de 1’oxaliplatine). L’emploi de thérapie
ciblée associée a la chimiothérapie a large spectre n’est pas recommandé pour les stades 11
[TNCDI1].

Pour les cancers de stade IV (métastatiques), le type de chimiothérapie dépendra de I’état
général du patient, de la résécabilité du cancer, du statut RAS et de I’évolution du volume
tumoral sous chimiothérapie. Plusieurs lignes de chimiothérapie, c’est a dire des schémas
différents et de plus en plus aggressifs vis a vis de la tumeur, pourront étre proposés en cas
d’évolution (de croissance ou diffusion) de la tumeur sous chimiothérapie. En situation
métastatique, des agents de thérapie ciblée peuvent étre associés aux agents de chimiothérapie
a large spectre dés la premiere ligne de chimiothérapie. Les schémas de chimiothérapie
peuvent étre LVSFU2, FOLFOX, FOLFIRI (5FU + un inhibiteur de I’ADN topoisomérase 1 :
I’irinotecan) ou FOLFIXIRI (FOLFOX + acide folinique + irinotecan) seuls ou en association
avec un agent de thérapie ciblée [TNCD2]. Une nouvelle chimiothérapie orale de type
analogue nucleosidique (Longsurf®) vient d’étre approuvée en cas d’échec des autres

chimiothérapies [Kish].

Dans les cancers du moyen et du bas rectum en cas de cancer de plus de 3 cm ou évalué au

minimum T2 par imagerie, un traitement néoadjuvent (avant la chirurgie) par RCT est
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indiqué. Une chimiothérapie adjuvante peut étre proposée apres 1’opération en cas de cancer
peut régressif, étendu au méso, dont la résection est incompléte microscopiquement ou avec
métastases ganglionnaires. Les schémas de chimiothérapie utilisées sont le LVSFU2 ou le

FOLFOX [TNCD3].

1.4.3 Thérapies ciblées

La thérapie ciblée est contrairement a la chimiothérapie a large spectre un traitement qui cible

des protéines précises le plus souvent spécifiques du cancer ou du micro-environnement

tumoral, limitant ainsi les dommages sur les tissus sains. Afin de délivrer la bonne thérapie
ciblée, les patients doivent étre sélectionnés en fonction du profil moléculaire de la tumeur

(cf. 1.2.3 ci dessus).

Les thérapies ciblées indiquées dans le traitement du CCR métastatique sont, en dehors des

essais thérapeutiques, des thérapies anti-angiogenéniques ciblant le VEGF (Vascular

Endothelial Growth Factor) ou des thérapies ciblant ’EGFR. Le VEGF est un des facteurs

pro-angiogéniques les plus importants, indispensable pour le développement des nouveaux

vaisseaux tumoraux. Le récepteur a I’EGF est comme nous I’avons décrit ci-dessus (chapitre

1.2.3) un récepteur impliqué dans la principale voie de survie et de prolifération cellulaire : la

voie MAPK. Nous allons ci-dessous lister les thérapies ciblées les plus utilisées pour le

traitement des CCR métastatiques seules ou en monothérapie [TNCD?2, e-cancer]:

— Le bevacizumab (Avastin) est un anticorps monoclonal qui se lie au VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) et inhibe de ce fait la liaison du VEGF a ses récepteurs,
VEGFR-1 et VEGFR-2, situés a la surface des cellules endothéliales. Le bévacizumab
peut étre utilisé en premicre ligne ou en deuxieme ligne en association a la chimiothérapie.

— L’aflibercept (Zaltrap) est une protéine recombinante du VEGF qui se lie a ses récepteurs,
VEGFR-1 et VEGFR-2 et les bloque. Il peut étre combiné avec la chimiothérapie
FOLFIRI en tant que traitement de deuxiéme intention.

— Le cetuximab (Erbitux) est un anticorps monoclonal chimérique qui bloque I’EGFR. Il est
indiqué en premiére ou deuxieme ligne en association a la chimiothérapie chez les patients
qui ont un cancer RAS sauvage.

— Le panitumumab (Vectibix) est un anticorps monoclonal humain qui bloque I’EGFR. 1l est
indiqué en premicre ou deuxiéme ligne en association a la chimiothérapie ou en

monothérapie en derniére ligne chez les patients qui ont un cancer RAS sauvage.
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— Le regorafenib (Stivarga) est un inhibiteur multikinase qui cible notamment RAF,
VEGFRI et 2. Il a été approuvé en 2012 pour les patients atteints de cancer colorectal
métastatique qui ont déja recu certains types de chimiothérapie et d'autres thérapies
ciblées. Il est indiqué en monothérapie en cas d’échec ou de contre-indication aux
fluoropyrimidines, anti-VEGF et anti-EGFR.

Les traitements ciblés anti-BRAFV600E, efficaces dans le traitement des mélanomes n’ont

pas montré leur efficacité pour le traitement des CCR métastatiques BRAFV600E mutés. Un

mécanisme de résistance a ces traitement serait la réactivation de la voie des MAPK par
mutation d’autres protéines de la voie MAPK comme MEK ou activation de MET (MET
proto-oncogene) [Corcoran, Pietrantonio, Straussman]. Des schémas associant les anti-

BRAFV600E a d’autres inhibiteurs de la voie MAPK ou aux inhibiteurs de MET sont en

cours d’évaluation [Jones].

Les agents de thérapie ciblée anti-PD1, tels que le pembrolizumab ou le nivolumab, sont en

cours d’évaluation pour le traitement des CCR métastatiques MSI (NCT01876511,

NCT02563002, NCT02460198 de ClinicalTrial).

1.4.4 Radiothérapie

Dans le traitement des CCR, la radiothérapie est essentiellement indiquée pour le traitement
des adénocarcinomes rectaux.

Les adénocarcinomes rectaux sont modérément radiosensibles, une dose de 92 Gy étant
nécessaire pour stériliser les tumeurs T3 dans 50 % des cas [TNCD3].

La radiothérapie ou RCT préopératoire est préférée a la radiothérapie postopératoire en raison
d’une meilleure observance, d’une plus faible toxicité et d’une plus grande efficacité sur le
contrdle local méme en cas de marge envahie. La radiothérapie préopératoire diminue la
fréquence des récidives locales, y compris en cas d’exérése optimale du mésorectum.
L’association radio-chimiothérapie préopératoire permet de diminuer de moitié¢ le taux de
récidive locale a 5 ans par rapport a la radiothérapie seule (8% vs 16%) au prix d’une légere
surtoxicité. La radiothérapie est efficace sur le contrdle local mais n’influence pas la survie.
Depuis I’amélioration de I’exérese chirurgicale et la diminution du taux de récidive locale
entre 5% et 10%, aucun essai n’a pu montrer un bénéfice de survie liée au traitement
[TNCD3].

Pour le traitement des métastases hépatiques, une radiothérapie stéréotaxique peut Etre

discutée dans des centres experts lorsque les métastases sont peu nombreuses et non
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résécables. Les patients ¢éligibles pour la radiothérapie stéréotaxique sont des patients ayant
une maladie controlée, avec 1 a 3 métastases hépatiques de taille < 6 cm présentant une
contre-indication chirurgicale, un bon état général, un volume de foie sain > 700 cm3 et une

fonction hépatique correcte [TNCD2].

1.4.5 Options thérapeutiques par stade

Les différentes possibilités de traitements détaillées ci-avant sont résumées dans le tableau IV
ci-dessous pour chaque stade du cancer du colon. Le traitement des cancers du rectum peut

comporter en plus de la radiothérapie ou RCT pré ou post-opératoire.

Tableau IV : Traitement des cancers coliques par stade.

Stades Traitements
Stade 1 - Chirurgie : exérése du segment colique atteint
Stade 11 - Chirurgie : exérese du segment colique atteint

- Dans certains cas, une chimiothérapie peut étre envisagée en complément de la
chirurgie, notamment si la tumeur présente des caractéristiques agressives

Stade III - Chirurgie : exérese du segment colique atteint
- Chimiothérapie adjuvante recommandée pour réduire le risque de récidive

Stade IV - Chirurgie : deux interventions peuvent étre envisagées ; la premiere pour retirer la
portion du cblon atteinte, la deuxiéme pour retirer la ou les métastases. Parfois, une
méme intervention permet de retirer a la fois la tumeur primitive du colon et la ou les
métastases. Dans d’autres cas, il n’est pas possible d’opérer.

- Chimiothérapie : elle peut étre est réalisée avant la chirurgie ou entre 2 chirurgies
pour réduire la taille des métastases et faciliter I’exérese, ou en traitement principal en
cas de cancer inopérable

- Thérapie ciblée anti-EGFR ou anti-VEGF en fonction du statut RAS et de 1’évolution
sous-chimiothérapie

57


http://www.snfge.org/lexique#Hpatique

1.5 Eléments pronostiques

1.5.1 Le stade tumoral

Le stade tumoral, c'est-a-dire 1’extension anatomique du cancer au moment du diagnostic est
le principal élément pronostique. Comme nous ’avons vu ci-dessus, le stade tumoral est

I’indicateur principal de groupes pronostiques utilisé pour la décision thérapeutique.

e Pour les cancers du colon :

Les chiffres ci-dessous proviennent de la base de données SEER (Surveillance, Epidemiology,
and End Results Program) de 1'Institut national du cancer américain, examinant les patients
diagnostiqués avec un cancer du colon entre 2004 et 2010 [Cancer.org, SEER].

Le taux de survie relative a 5 ans pour les patients atteints de cancer du colon de stade I est
d'environ 92%.

La survie n’est pas homogéne pour les patients atteints de cancer du célon de stade II et III
avec des chevauchements entre ces deux stades.

Les patients atteints d’un cancer du c6lon de stade IIA (pT3NO) ont un pourcentage de survie
relative a 5 ans d'environ 87%. Pour le cancer de stade IIB/C (pT4NO), le pourcentage de
survie est d'environ 63%. Le pourcentage de survie relative a 5 ans pour les cancers du colon
au stade IIIA est d'environ 89%. Pour les cancers de stade IIIB, le pourcentage de survie est
d'environ 69% et, pour les cancers de stade IIIC, le pourcentage de survie est d'environ 53%.
Les cancers du colon métastatique (stade I'V) ont un pourcentage de survie relatif de 5 ans
d'environ 11%.

Ces données représentées dans le graphique ci-dessous, montrent que le stade UICC est
insuffisant pour bien séparer les groupes de pronostique dans les cancers coliques de stades II-
III. D’autres indicateurs pronostiques sont donc utiles pour décider du traitement
complémentaire apres la chirurgie. D’autres études ont confirmé que 1’édition 2009 du TNM

n’améliorait pas la prédiction pronostique par rapport a 1’édition précédente [Nitsche].
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Figure 13 : Pourcentage de survie a 5 ans en fonction du stade UICC pour les patients
atteints d’adénocarcinome colique.

e Pour les cancers du rectum :

Les chiffres ci-dessous proviennent de la base de données SEER de I'Institut national du
cancer américain, examinant les patients diagnostiqués avec un cancer du rectum entre 2004
et 2010 [Cancer.org, SEER].

Le taux de survie relative a 5 ans chez les patients atteints d'un cancer rectal au stade I est
d'environ 87%.

Pour les patients atteints de cancer du rectum au stade IIA, le pourcentage de survie relative a
5 ans est d'environ 80%. Pour le cancer de stade IIB/C, le pourcentage de survie est
d'environ 49%. Le pourcentage de survie relative a 5 ans pour les cancers rectaux au stade
HIA est d'environ 84%. Pour les cancers de stade IIIB, le pourcentage de survie est
d'environ 71% et, pour les cancers de stade IIIC, le pourcentage de survie est d'environ 58%.
Les cancers rectaux de stade IV ont un pourcentage de survie relative a 5 ans d'environ 12%.
Ces données montrent que, comme pour les cancers du colon, le stade UICC est insuffisant
pour bien séparer les groupes de pronostiques dans les cancers rectaux de stades II-III.
D’autres indicateurs pronostiques sont donc utiles pour décider du traitement complémentaire
apres la chirurgie.

Dans les cancers du rectum, la détermination des marges chirugicales, et notamment
circonférentielles, au niveau du méso-rectum apporte un élément pronostique supplémentaire

au stade TNM. L’atteinte des marges circonférencielles (c'est-a-dire des marges de résection

59



du mésorectum) est associée a un stade de cancer rectal plus avancé et & une moins bonne
survie sans récurrence et globale [Bhangu, Kennelly].

La qualité des marges de résection est également un facteur prédictif de survie pour les CCR
avec métastase(s) hépatique(s) opérée(s). Dans cette situation, lorsque cela est possible, une

marge >1 cm permet d’améliorer la survie [Liu].

1.5.2 Le patient et le contexte opératoire

L’état général du patient évalué par le Performance Status défini par I’Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) en 1982 (Tableau V) vient compléter le TNM pour la décision
thérapeutique [Oken]. Un patient en bon état général sera capable de supporter des
traitements plus agressifs et donc potentiellement plus efficaces qu’un patient en mauvais état
général. Les patients avec un faible index de masse corporelle et un age avancé sont
¢galement plus fragiles. Ces ¢éléments cliniques, en plus du Performance Status sont
indicateurs de mortalité précoce chez les patients atteints de CCR métastatiques [Renfro].
Pour ces patients fragiles, la mortalité précoce est plus liée a I’état de santé globale du patient

qu’au cancer [Niedzwiecki].

Tableau V : Performance Status de [’Eastern Cooperative Oncology Group [Oken].

‘ Score H description

Asymptomatique (activité normale : aucune restriction a poursuivre les activités

0 llorécédant I'affection)

Symptomatique (géné pour les activités physiques soutenues mais capable de se
1 || déplacer seul et d'assurer un travail 1éger ou sédentaire, par exemple un travail de
bureau ou le ménage)

Symptomatique, alit¢ moins de 50 % de la journée (capable de se déplacer seul et de
s'occuper de soi-méme mais incapable de produire un travail 1éger).

Symptomatique, alité plus de 50 % de la journée, sans y étre confiné (capable de
3 |lprendre soin de soi-méme de maniere limitée, alit€é ou confiné au fauteuil plus de 50 %
de la journée)

Confiné au lit (totalement dépendant, incapable de prendre soin de soi-méme, confiné

4 Jlau lit ou au fauteuil)

| 5 |[Mort

Le contexte opératoire est aussi un facteur pronostic important. En effet les patients opérés en

urgence dans un contexte d’obstruction ou de tumeur perforée ont une moins bonne survie
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globale que les patients pour lesquels la chirurgie est programmeée, en raison d’une mortalité
opératoire accrue et de CCR de stades plus avancés [Charbonnet, Wong].

La survenue de lachage anastomotique apres la chirurgie est également un facteur de mauvais
pronostic [Bakker]. Lorsque la chirurgie est programmée, le délai d’intervention ne semble

pas influencer la survie [Amri].

1.5.3 La localisation du cancer

Les tumeurs du cdlon droit sont associés a un moins bon pronostic que les tumeurs du c6lon
gauche quel que soit le stade du cancer [Brungs, He, Ishihara, Tejpar 2016]. De plus, les
cancers du colon droit métastatiques répondent moins bien a la chimiothérapie que les cancers
du célon gauche. Ceci suggere que pour les CCR métastatiques la localisation de la tumeur
primitive doit étre prise en compte, en plus du statut RAS pour la décision thérapeutique [He,
Tejpar 2016].

Les tumeurs du rectum n’ont pas un pronostic tres différent des cancers du célon gauche [Lee

YC].

1.5.4 Les critéres histopronostiques

Les critéres histopronostiques sont des critéres pronostiques ¢évalués aprés analyse
microscopique de la tumeur ou de biopsies tumorales. L.’examen microscopique des CCR est
toujours précédé d’un examen macroscopique. Dans les CCR, celui-ci est capital pour
prélever I’ensemble des ganglions du méso-colon/rectum. Afin que 1’analyse des ganglions
puisse étre exhaustive pour ne pas sous-grader le statut ganglionnaire du patient, les
pathologistes peuvent avoir recours a des fixateurs particuliers. En dépit d’une recherche
exhaustive de ganglions péricoliques, lorsque le nombre total de ganglions est inférieur a 12,
le pronostic est moins bon [Niedzwiecki]. Il se peut aussi qu’aucun ganglion ne soit observé
mais que le pathologiste retrouve des dépdts tumoraux péri-coliques/rectaux qui sont
considérés dans le TNM de 2009 comme équivalent a une atteinte ganglionnaire : stade pNlc.
La présence de dépdts tumoraux péri-coliques/rectaux est associée a un mauvais pronostic
[Nagtegaal].

De facon tout a fait compréhensive, les emboles vasculaires ou lymphatique et les

engainements périnerveux sont des facteurs de mauvais pronostic [Compton].
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La mauvaise limitation du front d’invasion en profondeur est également associée a un
mauvais pronostic [Koelzer 2014]. La présence de phénoméne de budding au front d’invasion
est associée a un mauvais pronostic [Petrelli, Rogers, Wang].

Le sous-type histologique d’adénocarcinome peut aussi influencer le pronostic, comme nous
I’avons décrit ci-avant. Les adénocarcinomes mucineux du rectum sont associés a une
mauvaise réponse a la radiochimiothérapie (RCT) pré-opératoire et a un mauvais pronostic
global [McCawley, Wang MJ]. L’impact pronostic n’est pas clairement établi dans les cancers
coliques [Chang SC, Hogan, Inamura, Maeda, Wang MJ, Warschkow]. Les adénocarcinomes
festonnés a cellules en bague a chaton et micropapillaires sont associés a un mauvais
pronostic [Arifi, Garcia-Solano, Hugen, Inamura, Lee HJ, Lei, Shida, Verdu]. L’impact
pronostique des adénocarcinomes médullaires n’est pas défini [Knox, Pyo].

La mauvaise différenciation et la perte d’expression du marqueur de différenciation intestinal
CDX2 en immunohistochimie sont aussi associés a une moins bonne survie, notamment dans
les stades II et 111, ainsi qu’a une moins bonne réponse a la chimiothérapie [Dalerba].
L’inflammation stromale par des lymphocytes T CD3+, CD8+, CD45RO+ est indicatrice de
bon pronostic [Galon 2006, Hamilton, Mlecnick]. La prédiction pronostique de 1’infiltration
stromale serait méme meilleure que celle donnée par le TNM [Galon 2006].

La réponse histologique compléte ou presque compléte sur le site primitif et les métastases est

associée a une meilleure survie sans progression [Kim SH, Passot, Rubbia-Brandt].

1.5.5 Les marqueurs moléculaires

Parmi les marqueurs moléculaires recherchés en pratique courante dans les CCR, certains sont
des indicateurs pronostiques.

Les CCR sporadiques MSI-H ont un meilleur pronostic et répondent moins bien aux
chimiothérapies a base de 5-Fluorouracile ou d’oxaliplatine que les CCR MSS [Cohen, Gryfe,
Hutchins, Ribic, Sargent, Sinicrope, Zaanan].

La présence de mutation RAS chez les patients atteints de CCR métastatiques est indicatrice
de non-réponse au traitement aux thérapies ciblées anti-EGFR. La valeur pronostique pour la
survie du statut RAS est plus controversée [Palmoba]

La présence d’une mutation BRAFV600E dans les CCR est un facteur indépendant de
mauvais pronostic reconnu dans plusieurs études [Jones, Palomba]. Le phénotype CIMP-H est

¢galement un facteur indépendant de mauvais pronostic pour les CCR colorectaux [Juo].
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2. Biomarqueurs et cancers du colon

2.1 Définitions

Le diagnostic médical repose depuis I’antiquité sur 1’observation, la description et la
quantification de signes cliniques. Depuis le développement de la médecine de laboratoire,
des marqueurs de diagnostic, de suivi, de réponse ou contre-indication au traitement ou de
pronostic ont été décrits et sont utilisés quotidiennement. Par exemple, la glycémie, identifiée
des 1848, est un biomarqueur reconnu tant pour caractériser le diabéte que pour évaluer
I’efficacité des molécules antidiabétiques. Le dosage des biomarqueurs peut correspondre a
des procédures extrémement simples comme celui de la glycémie ou de la cholestérolémie ou
a des procédures plus récentes et complexes comme 1’identification d’une mutation spécifique
du génome. Le développement des biomarqueurs est li¢ a 1’apparition de nouvelles
connaissance (génomique, protéomique), et a de nouveaux outils économiques et rapides
permettant de les identifier et de les quantifier. A I’heure des thérapies ciblées et des analyses
biologiques a haut débit, de plus en plus de candidats sont décrits et permettent de

personnaliser de plus en plus la prise en charge thérapeutique des patients.

Un biomarqueur (contraction de « marqueur biologique ») a été défini de fagon précise en
1998 par le National Institutes of Health Biomarkers Definitions Working Group comme
«une caractéristique objectivement mesurée et évaluée comme un indicateur des processus
biologiques normaux ou pathologiques, ou de réponses pharmacologiques a une intervention
thérapeutique » [Biomarkers]. L’OMS en 2001 a ¢largi la définition a « toute substance,
structure ou processus qui peut étre mesuré dans le corps ou ses produits et qui influence ou
prédit ’incidence, le pronostic de la maladie » [WHO 2001]. Les explorations endoscopiques
ou d’imagerie peuvent donc étre considérés comme des biomarqueurs car ils permettent de
détecter et de quantifier des structures dans le corps. Pour simplifier ce chapitre, nous le
limiterons aux marqueurs biologiques.

Le biomarqueur en tant qu’entité biologique n’a pas de statut réglementaire en lui-méme mais
peut-étre breveté. En revanche, 1’outil utilisé pour identifier et/ou doser le biomarqueur aura
un statut réglementaire et devra étre développé et mis sur le marché conformément au cadre

applicable [ANSM].
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Dans la pratique oncologique courante, les oncologues font appel a des marqueurs tumoraux.
Le marqueur idéal devrait avoir une capacité de discrimination compléte grace a d’excellentes
spécificité et sensibilité, permettant des valeurs prédictives positives et négatives maximales
(Tableau VI). Il devrait également avoir un faible cott, la procédure devrait étre simple,
standardisée et reproductible avec des limites de référence clairement définies. En plus, il ne
devrait pas étre trop contraignant pour les sujets examinés. Finalement, son utilité clinique
devrait étre validée par de grandes études prospectives. Ce marqueur idéal n’existe bien
¢videmment pas. En dépit de cette constatation, plusieurs marqueurs sont utiles dans la prise

en charge de patients cancéreux [Sarivalasis].

Tableau VI: Définitions de la sensibilité, spécificité, Valeur prédictive positive, valeur
prédictive négative [Sarivalasis].

Sensibilité La sensibilité d'un test est la probabilité que le
test soit positif si la personne est atteinte de la
maladie

Spécificité La spécificité d'un test est la probabilité que le test
soit négatif si la personne testée est indemne de
la maladie

Valeur prédictive La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité
positive que le patient, dont le test est positif, soit effecti-
vement malade

Valeur prédictive  La valeur prédictive négative (VPN) est la probabilité
négative que le patient, dont le test est négatif, ne soit pas
malade

En cancérologie, les biomarqueurs sont utilisés pour :

— Le dépistage, comme le test de recherche de sang dans les selles pour le dépistage du
cancer colorectal.

— Le diagnostic lorsque le diagnostic différentiel est possible avec une autre lésion non
cancéreuse

— La prédiction du pronostic sur la survie globale

— Laprédiction de la récidive du cancer

— Laprédiction de la réponse a certains traitements

— La prédiction de la pharmaco-sensibilité et la pharmaco-dynamie a certaines molécules

Ces ¢léments de diagnostic et de prédiction sont bien entendus trés importants pour discuter et

définir la prise en charge des patients cancéreux.
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2.2 Les biomarqueurs utilisés en cancérologie colorectale

2.2.1 Les biomarqueurs diagnostiques — de dépistage

Dans le cadre du CCR les biomarquers de diagnostic et de dépistage sont utilisés ou
développés pour trois applications principales : dépister un CCR non symptomatique, dépister
précocement la rechute d’un CCR trait¢ et diagnostiquer le caractére potentiellement

héréditaire du cancer.

2.2.1.1 Dépister un cancer colorectal non symptomatique

L’intérét de tests permettant le dépistage d’un CCR avant qu’il ne soit symptomatique c’est de
dépister des CCR tres précoces et donc curables. Le dépistage a un intérét si lorsque la 1ésion
est détectée, le patient peut bénéficier d’un traitement. L’intérét est donc moindre chez les
patients trés agés ou en mauvais état général qui ne pourront pas supporter le traitement du

cancer dépisté.

Pour les patients avec un risque moyen de CCR le dépistage repose sur la réalisation tous les 2
ans entre 50 ans et 74 ans d’un test de recherche immunologique de sang dans les selles dans
le cadre du programme national de dépistage organisé. Ce test utilise des anticorps
monoclonaux ou polyclonaux pour détecter la globine de I'hémoglobine humaine en utilisant
un dosage immuno-enzymatique (ELISA) [Levin]. Ce test est spécifique au saignement du
tractus gastro-intestinal distal du fait que la globine est progressivement dégradée au passage
de l'intestin [Gonzalez-Pons]. Lorsque ce test est positif, une coloscopie est réalisée. Moins de
2% des patients réalisant le test de recherche de sang dans les selles ont un test positif. Parmi
les patients avec un test positif, prés de la moitié n’ont aucune anomalie a la coloscopie, entre
40-50% ont un adénome et 7-10% un CCR [Geraghty, Lee TJ]. Malgré les progres réalisés
dans les analyses de sang fécales, ils ont encore une faible sensibilité (50%) pour détecter le
CRC et les adénomes en raison en partie du fait que d'autres maladies non néoplasiques
gastro-intestinales provoquent également un saignement et que tous les adénomes ou cancers

ne saignent pas.

D’autres approches de dépistage utilisant le principe de 1’élimination de produits issus de
I’adénome/du cancer ou le principe du saignement occulte sont développées mais non

utilisées en pratique courante. On peut citer tout d’abord le score de décroissance de
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I’hémoglobine mesuré par 3 prises de sang sur un intervalle de 6 mois [Kinar]. On peut
¢galement citer la recherche dans les selles de la méthylation du gene de la Vimentine,
observé dans 53 a 83% des tumeurs colorectales [Chen WD, Zou]. La performance de ce
marqueur dans la détection d'adénomes avancés n'a pas encore ¢té définie, mais la sensibilité
et la spécificité pour dépister le cancer colorectal vont de 72,5 a 83% et de 53 a 86,9%
respectivement [ Gonzalez-Pons, Zou]. La recherche de mutation de génes fréquemment mutés
dans les cellules adénomateuses ou cancéreuses telles que KRAS, APC et le géne codant pour
la protéine P53 a également été testée mais mais la détection d'une seule ou d'une
combinaison de mutations n'a pas atteint la spécificité et la sensibilité nécessaires pour une
méthode de dépistage. En effet, comme nous I’avons décrit ci-dessus, ce profil moléculaire est
celui de la voie adénome-adénocarcinome. Il est donc inapproprié pour dépister les 1ésions de
la voie festonnée de la cancérogenese colique. En raison de I'hétérogénéité des tumeurs et de
la grande quantité de genes mutés dans le CCR, un test de dépistage des selles uniquement
basé sur les biomarqueurs de mutation et de méthylation nécessiterait de tester un grand
nombre de génes ce qui permettrait d’augmenter la sensibilité et la specificité mais par la
méme d’augmenter le colt [Gonzalez-Pons, Imperiale].

La détection des marqueurs d'’ARN dans les selles n'a pas été aussi largement étudiée que les
biomarqueurs d'ADN en partie du fait que 'ARN est moins stable que I'ADN dans les selles.
Les progres technologiques dans les tampons de conservation de 'ARN ont permis d'étudier
les transcrits d'ARN spécifiques de la tumeur CRC comme biomarqueurs des selles. La
détection d'un seul ou d’une combinaison de transcrits d ARNm de tumeurs, tels que la cyclo-
oxygenase 2 et la métalloprotéine 7, ont donné une spécificité¢ élevée pour le dépistage du
CCR [Gonzalez-Pons, Takai]. Les recherches en cours sur les profils d'expression génique des
CCR et les profils d'expression de petits ARN non codants comme les microARN (miARN)
sont en cours d'évaluation pour leurs applications possibles en tant qu'instruments de détection
du CCR [Gonzalez-Pons].

Comme nous venons de le voir, I’amélioration continue des techniques de dosages et de
recherche d’anomalies génétiques ou épigénétiques permettra peut-&tre dans le futur de
proposer un test de dépistage sanguin ou dans les selles permettant le dépistage des 1ésions
pré-néoplasiques ou des CCR avec une sensibilité et une spécificité optimale afin de ne pas

faire subir de coloscopie inutile a des patients qui n’ont pas de 1ésion colique.
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2.2.1.2 Dépister précocement la rechute d’un CCR traité

Les récidives du cancer du colon sont principalement métastatiques et surviennent dans
environ 80% des cas durant les 3 premicres années qui suivent le traitement curatif. Environ
25% des récidives sont accessibles a un traitement a visée curative [TNCDI1]. Une
surveillance clinique, radiologique et endoscopique sera proposée chez les patients capables
de supporter une ré-intervention ou une chimiothérapie.

Le seul biomarquer de dépistage de la rechute des CCR traités utilisé en pratique courante est
le dosage de 1I’Antigéne Carcinoembryonaire (ACE). L’ACE est une glycoprotéine de haut
poids moléculaire qui se trouve dans le tissu embryonnaire et les tumeurs colorectales.
Cependant une concentration ¢élevée d’ACE peut s’observer dans de nombreuses situations
comme les maladies inflammatoires intestinales, les maladies hépatiques, pancréatites, etc. Ce
marqueur n’est pas utilisé pour le dépistage du cancer en lui-méme. En revanche, la cinétique
d’évolution chez un patient opéré d’un CCR permet de dépister la récidive des CRC. En effet,
la concentration d’ACE diminue apres la résection tumorale. Une réascension est donc en
faveur d’une récidive, en dehors d’une autre cause d’¢élévation de I’ACE. Cette surveillance
de la concentration de I’ACE apres chirurgie a montré un bénéfice en termes de récidives
accessibles a un traitement a visée curative et de survie globale [Primrose, Verberne].
Cependant le dépistage de récidive par I’ACE n’est pas supérieur au dépistage des récidives
par imagerie [Verberne]. De plus une étude récente remet en cause la pertinence de ce dosage
pour dépister la rechute en raison d’une sensibilité tres faible et de faux positifs [Shinkins]. La
place de I’ACE dans la surveillance des patients apres chirurgie est donc encore débattue.

Un autre marqueur protéique sérique est en cours d’évaluation pour la méme application que
I’ACE dans une large étude prospective. Il s’agit de TIMP-1 (TIMP metallopeptidase
inhibitor I). 1l semble légerement meilleur que I’ACE pour prédire le risque de CCR mais
peut également étre augmenté dans des pathologies non cancéreuses limitant son utilisation
potentielle au dépistage de la rechute apres traitement [Christensen, Holten-Andersen].
L’utilisation d’un cocktail de protéine sérique incluant ’ACE et TIMP-1 a également donné
des résultats encourageants [ Wilhelmsen].

D’autres biomarqueurs sanguin sont en cours de développement pour dépister précocement
les récidives tumorales. Les acides nucléiques circulants, les protéines et les cellules
tumorales circulantes sont des outils de diagnostic CCR en cours d’évaluation. Leurs niveaux

de sensibilité et de spécificité sont prometteurs.
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La libération d'ADN, d'ARN et miARN dans le sang des patients cancéreux est attribuée a une
combinaison de nécrose tumorale, d'apoptose et éventuellement de sécrétion cellulaire
[Gonzalez-Pons]. L’ADN libre extracellulaire dosé dans le sang aurait une meilleure
sensibilité¢ que 1’ ACE pour dépister la rechute d’un CCR traité chirurgicalement [Frattini].

La détection des altérations génétiques et épigénétiques dérivées de tumeurs dans le sang a été
explorée en tant que biomarqueurs de dépistage de la récidive des CCR potentiels. Les
détections mutationnelles ont été¢ surtout concentrées sur la recherche de mutations du géne
KRAS. Les niveaux de sensibilité obtenus étaient au maximum de 43% avec une spécificité de
93% [Anker, de Kok, Gonzalez-Pons, Kopreski]. Cependant, ce type de test nécessite de
connaitre le statut RAS au préalable et que la tumeur soit mutée. De plus 1’hétérogénéité
mutationnelle de KRAS au sein de la tumeur limite encore 1’utilisation de ces tests [Jeantet].
Le dépistage de rechute de CCR par la recherche d’ARNm sériques a porté principalement sur
I’expression de marqueurs épithéliaux intestinaux comme I’ACE, la cytokératine 19 et la
cytokératine 20. Les résultats n’ont pas été meilleurs que le dosage de I’ACE ou que la
recherche de mutation KRAS dans le sang [Gonzalez-Pons].

Depuis la découverte des miARN et 1'association de miRNAs particuliers avec les CCR, des
efforts de recherche intensifs ont porté sur l'identification de miARN spécifiques des CCR en
tant que biomarqueurs sanguins potentiels. Ces miARN sont des ARN de petite taille (une
vingtaine de nucléotides) dont le réle est de réguler la traduction de certains geénes. Leur
dérégulation par sous ou surexpression est impliquée dans la cancérogenese [Xu]. Ces
miARN sont pour certains dosables dans le sang. Différents panels de miARN dosés dans le
plasma permettant de différencier les patients atteins de CCR des patients en bonne santé avec

une bonne sensibilité et spécificité ont été identifiés [ Gonzalez-Pons].

2.2.1.3 Dépister un cancer colorectal potentiellement héréditaire

Cette démarche s’applique principalement aux CCR MSI. La recherche de mutation BRAF ou
de méthylation de MLHI permet de différencier les CCR MSI sporadique des CCR MSI
entrant potentiellement dans le cadre d’un syndrome de Lynch. L’identification d’un
syndrome de Lynch chez un patient développant un CCR repose sur I’interrogatoire du
patient, en [’absence de signe endoscopique spécifique comme pour la polypose
adénomateuse familiale. Les critéres d’ Amsterdam revisités a Bethesda [Umar] prennent en

compte 1’dge du patient, les antécédents personnels et familiaux de cancers du spectre
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HNPCC et I’histologie de 1’adénocarcinome pour rechercher I’instabilité des microsatellites
sur le prélevement ainsi que la perte d’expression immunohistochimique d’une ou plusieurs
protéines impliquées dans le systtme MMR (MLH1, PMS2, MSH2, MSH6). En cas de CCR
MSI avec perte d’expression immunohistochimique de MLH1 et/ou PMS2, la recherche de
mutation BRAF ou de méthylation de MLHI1 permet de séparer les CCR sporadiques des
CCR potentiellement héréditaire. Cette démarche oncogénétique permet de définir un
phénotype et de cibler des génes a analyser pour dépister la mutation dans le cas index et la

rechercher ensuite chez les apparentés.

2.2.2 Les biomarqueurs prédictifs

2.2.2.1 Marqueurs prédictifs d’une réponse a la thérapie ciblée

Les biomarqueurs prédictifs sont utilisés en cancérologie digestive principalement pour
prédire la réponse a un traitement et notamment a une thérapie ciblée.

Les biomarqueurs prédictifs d’une réponse a la thérapie ciblée anti-EGFR utilisés en pratique
courante sont KRAS et NRAS. En effet, ’activation oncogénique des protéines KRAS ou
NRAS par mutation est associée a une non réponse au traitement ciblé par anti-EGFR qu’il
soit délivré seul ou en association a la chimiothérapie traditionnelle. Ce traitement permet
d’augmenter de pres de 2 fois la survie globale et sans progression de la majorité des patients
qui ont un CCR RAS sauvage [Douillard, Karapetis, Lievre, Schwartzberg]. En pratique
courante la détermination du statut RAS, combinant la recherche des mutations les plus
fréquentes des genes KRAS et NRAS est réalisée pour tous les patients avec un CCR
métastatique afin de décider de la prescription ou non de thérapie ciblées anti-EGFR. Sur la
base des preuves provenant de grands essais, I’ Autoristation de mise sur le marché (AMM)
Européenne des 2 principaux traitements anti-EGFR utilisés en cancérologie digestive
(cetuximab et panitumumab) a été restreinte aux patients avec un CCR métastatique RAS
sauvage. La recherche de mutation KRAS/NRAS est réalisée sur les prélevements tissulaires :
biopsie ou pie e opératoire inclus en paraffine. Lorsqu’aucun préle ement tissulaire n’est
disponible, ces mutations pourraient éventuellement étre recherchées dans le sang sur I’ADN
circulant [Thierry]. Cette méthode de diagnostic mutationnel n’est pas encore utilisée en

pratique courante.
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L’intérét de la recherche de mutation BRAFV600E pour la prédiction de la réponse aux
thérapies ciblées anti-EGFR est actuellement controversé [Dietel, Garcia-Alfonso, Rowland].
Les mutations du géne BRAF semblent également associées a un trés mauvais pronostic
indépendamment du traitement, ce qui peut une confusion entre son réle de marqueur
prédictif pour la réponse aux thérapies anti-EGFR et son role pronostique. Plusieurs essais
thérapeutiques ciblant cette protéine mutée et d’autres protéines de la voie des MAPK sont en
cours [Jones]. La recherche de mutation BRAF peut donc étre réalisée en vue de ’inclusion

de patient en protocoles thérapeutiques.

Certains miARN pourraient également étre des indicateurs de non-réponse aux anti-EGFR,
comme miR-31-5p/3p [Mlcochova]. La valeur prédictive de ces miARN doit bien

¢videmment étre validée sur de plus larges cohortes.

Un nouveau traitement ciblé, le crizotinib qui cible le récepteur a activité tyrosine kinase ALK
(Anaplasic Lymphoma Kinase) est en cours d’essai de phase II en France dans le traitement de
nombreux types de cancers métastatiques dont le CCR dans le cadre du programme
AcSé [AcS¢]. Ce traitement a actuellement I’AMM pour les patients atteints de cancers du
poumon non a petites cellules métastatiques avec translocation du géne ALK. Le crizotinib est
¢galement capable d’inhiber un autre récepteur a activité tyrosine kinase : MET (MET proto-
oncogene receptor tyrosine kinase) [Rodig]. Dans le cadre du programme AcSé, les critéres
d’inclusion pour les CCR sont : les CCR métastatiques avec mutation ou amplification du
gene MET. Cependant, les premiers ¢léments de I’étude semble montrer que le crizotinib n’a
pas d’activité sur les cancers du colon ayant une amplification du géne MET [AcSé]. La place
de la recherche de mutation MET comme biomarqueur prédictif de I’efficacité du crizotinib
sera donc connue a la fin de I’étude, prévue en 2019.

En cas de CCR avanceé (localement avancé et/ou métastatique), la détermination du statut MSI

peut étre utile pour orienter le patient vers un traitement par immunothérapie [Le].

2.2.2.2 Marqueurs prédictifs d’une réponse a chimiothérapie conventionelle

La recherche d’instabilit¢é microsatellitaire est également effectuée dans le cadre de la
décision thérapeutique, essentiellement pour les patients de stades II-III. Les CCR
sporadiques MSI-H ont un meilleur pronostic global mais répondent moins bien aux

chimiothérapies a base de 5-Fluorouracile ou d’oxaliplatine que les CCR MSS [Cohen, Gryfe,
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Hutchins, Ribic, Sargent, Sinicrope, Zaanan]. L’apport de I’irinotecan pour le traitement
adjuvant des patients de stades II-III est plus discuté [Bertagnolli, Tejpar 2009]. Chez les
patients avec un CCR MSI de stade II de haut risque, I’intérét d’une chimiothérapie adjuvante
est discutable et doit étre évalué au cas par cas [TNCD1].

La perte d’expression du marqueur de différenciation intestinale CDX2 (Caudal Type
Homeobox 2) par les cellules adénocarcinomateuses a récemment été mis en évidence comme
un facteur de prédiction du bénéfice de la chimiothérapie adjuvante chez les patients avec un
CCR de stade II [Dalerba]. Cette perte d’expression peut €tre trés facilement recherchée par
immunohistochimie sur les biopsies ou la piéce opératoire. La recherche de cette anomalie
n’est pas encore utilisée pour la décision thérapeutique en pratique courante mais certains
proposent des algorithmes de décision thérapeutique pour les patients de stade II utilisant la

recherche de perte d’expression de CDX2 (Figure 14) [Rodriguez-Salas].
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Figure 14 : Algorithme de décision thérapeutique pour les patients de stade II/III basée
sur la prédiction pronostique de CDX2 et de P’instabilité microsatellitaire [Rodriguez-
Salas]

D’autres marqueurs de moins bonne réponse a la chimiothérapie utilisant le 5 FU ou
I’irinotecan ont été décrits mais ne sont pas utilisés en pratique car non validés. On peut citer
la perte du bras long du chromosome 18 (18q) comme indicateur de non réponse au SFU
[Boulay, Watanabe], la perte d’expression immunohistochimique de la Topoisomérase |
comme indicateur de non réponse a I’irinotecan, son inhibiteur [Braun] et la méthylation de

certains genes [Cheetham, Ebert, Yiu].
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Un miARN semble promoteur comme marqueur de non réponse a la chimiothérapie SFU-
oxaliplatine pour les patients de stade IIL, il s’agit du miR-320e [Perrez-Carbonnel]. La valeur
prédictive de ce miARN doit bien entendue étre validée par d’autres études avant d’étre utilisé

en pratque courante pour la décision thérapeutique.

2.2.3 Les biomarqueurs pronostiques

L’¢évaluation du pronostic sur la survie globale d’un cancer ou sur le risque de récidive permet
d’adapter le suivi et les traitements d’un patient qui peuvent supporter des traitements plus
lourds et une réintervention éventuelle. En effet, lorsque le risque de récidive est élevé, la
surveillance est plus rapprochée et les traitements plus agressifs. De nombreux marqueurs

pronostiques sont décrits dans la littérature mais peu sont utilisés en pratique courante.

Le dosage de I’ACE est utilisé pour dépister la rechute des CCR traités. Plusieurs études ont
montré que la concentration d’ACE sérique aprés traitement avait également une valeur
prédicitive pour la survie sans progression, notamment pour les patients de stade II et IV

[Abe, Araujo, Neofytou, Ozawa, Tsai].

D’autres biomarqueurs sériques semblent prometteurs. On peut citer notamment 1I’ADN
sérique et les cellules tumorales circulantes. En effet, la combinaison du dosage sérique de
I’ADN extracellulaire, la qualification de son intégrité et la recherche de mutation KRAS et
BRAF sur cet ADN semble étre un indicateur pronostique intéressant chez les patients avec
CCR métastatique [El Messaoudi]. La présence de cellules tumorales circulantes (CTC) dans
le sang est associée a une maladie progressive ou métastatique. Avec le développement de
techniques de détection plus avancées, l'utilit¢ clinique des CTC comme biomarqueurs
prédictifs ou pronostiques pour la gestion du CRC est prometteuse. Il a ét¢ démontré que la
présence et la concentration de CTC dans le sang pré et postopératoire chez des patients avec
CCR de stade III et IV est corrélée avec la durée de survie globale et sans récidive [Cohen,
Uen]. Un systéme de détection des CTC dans le sang, le systeme Cellsearch (Veridex LLC,
Raritan, NJ) a été approuvé par la Food and Drug Administration aux Etats Unis pour la
détection de CTC dans la surveillance du cancer du sein, de la prostate et du CCR [Gonzalez-
Pons]. L’utilisation de ce system en pratique courante pour la surveillance des patients
opérés de leur CCR est donc possible. Des études futures permettront d’évaluer la

performance et la faisabilité¢ de la détection des CTC comme marqueur prédictif, pronostique
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et / ou de surveillance permettant d'aider les cliniciens a prendre des décisions de traitement, a

prédire les métastases futures et a surveiller la récidive de la maladie respectivement.

Les biomarqueurs sanguins sont prometteurs car peu invasifs, mais la majorité des

biomarqueurs pronostiques est recherchée directement sur la tumeur.

Parmi les marqueurs pronostiques tissulaires, certains marqueurs prédictifs ont également une
valeur pronostique. L’instabilit¢ des microsatellites, recherchée pour de multiples
applications, est un indicateur de meilleur pronostic global [Cohen, Gryfe, Hutchins, Ribic,
Sargent, Sinicrope, Zaanan]. La présence de mutation RAS chez les patients avec un CCR
métastatique est associée a une non réponse aux anti-EGFR et est de ce fait associ¢ a une
survie moins longue [Douillard, Liévre, Richman]. La valeur pronostique isolée du statut RAS
est plus discutée [Karapetis]. Cette valeur prédictive et pronostique du statut RAS ne
s’applique pas aux CCR non métastatiques [Shen]. La présence d’une mutation BRAF est un
facteur indépendant de mauvais pronostic mais seulement pour les CCR de stades
métastatiques [Chen KH, Shen]. Dans la voie des MAPK, il semblerait que la présence d’une
mutation du géne PI3K soit indicatrice de récidive tumorale et de mauvais pronostic pour les
patients de stade III seulement [Shen]. L’utilité¢ pratique de la recherche de mutation P/3K

reste a définir.

Les analyses d'expression génique différentielle entre la tumeur et le tissu normal ont
contribu¢ a une meilleure compréhension de 1'interaction entre les génes surexprimés ou sous-
exprimés et les voies affectées dans la cancérogenése colorectale. Ces efforts ont abouti a une
foule de données d'expression d'ARN accessibles a tous sur des plateformes publiques
utilisées pour identifier des signatures d’expression ou de sous-expression génique prédictives
d’une réponse aux traitements ou d’un meilleur/moins bon pronostic ou d’un risque accru de
récidive. Cette technique a notamment été utilisée pour la détermination de CDX2 comme
biomarqueur pronostique et prédictif [Dalerba]. De plus, la bonne corrélation expression
génique/immunohistochimique de CDX2 permet une utilisation simple, routinicre de
I’évaluation de ce biomarqueur. Il en est d¢ méme pour 1I’Annexine A10 [Gonzalo] et bien
d’autres marqueurs. Pour ces études utilisant ’ARN extrait des tissus frais congelés, il est
important que I’ARN soit d’excellente qualité afin de ne pas fausser les résultats. Dans le
cadre de ce travail de theése, nous avons confirmé I’importance de la qualit¢ de I’ARN pour

I’interprétation des résultats (Manuscrit 2). En effet, les niveaux d’expression des genes de
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ménages, utilisés pour la normalisation des résultats d’expression d’ARN des génes d’intéréts,
varient en fonction de I’index de qualité de I’ARN : le RQI (RNA Quality Index) [Galissier].
Plusieurs panels d’expressions géniques académiques ou commerciaux ont été développés
dans un but prédictif et pronostique, notamment pour les patients avec des CCR de stade II et
II1. Certains tests ont I’avantage d’étre utilisables sur tissus paraffinés [Lopez]. Ces tests ont
donnés des résultats encourageant pour une utilisation clinique. Leur valeur en pratique
courante reste cependant a définir.

Les miARN recherchés dans le sang ou sur les tissus tumoraux seraient ¢galement des
indicateurs pronostiques intéressants. Plusieurs études ciblant un miARN ou un panel de
miARN vont dans ce sens [Perrez-Carbonnel, Xia, Xu]. De plus le fait que certains soient
dosables dans le sang et que ces miARN sont stables dans les tissus inclus en paraffine
potentialise leur utilisation en pratique courante. Il reste cependant a définir le miARN ou le

panel de miARN qui aura le plus d’impact prédictif ou pronostique.
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3. LRP1 et cancer

3.1 LRP1 : structure et fonctions

La famille des protéines liées aux récepteurs des lipoprotéines de faible densité (Low density
lipoprotein, LDL) est une classe de glycoprotéines transmembranaires simples, généralement
reconnues comme récepteurs endocytaires de la surface cellulaire, qui lient et internalisent les
ligands extracellulaires pour leur dégradation par les lysosomes. Structurellement, les
membres de la famille des protéines li¢es au récepteur du LDL (LDL receptor-related protein,
LRP) partagent une structure modulaire et des motifs communs dont des domaines de liaison
aux ligands aussi appelés CCR1 a 4 (Cystein rich Complement-like Repeat) riches en
cystéines suivies par des répétitions de type EGF (Epidermal Growth Factor) riches en
cystéines également, des domaines en hélice béta (beta-propeller), un segment unique
traversant la membrane plasmique et un court domaine cytoplasmique possédant au moins un
motif de signalisation de 1’endocytose NPXY (Figure 15A). Chez ’homme, plus de neuf
membres de cette famille ont été répertoriés. Les principaux membres sont : LDLR, LRP1,
LRP1B, megalin/LRP2, VLDL receptor, MEGF7/LRP4, LRP5, LRP6 et LRP8/apolipoprotein
E receptor 2 [Wassan, Chung, Jeon, May 2007] (Figure 15B).
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Figure 15 : Représentation schématique des principaux membres de la famille des
protéines liées aux récepteurs des LDL [Wassan].

A. Représentation schématique du LDLR. B. Représentation schématique des prinipaux
membres de la superfamille des protéines liées aux récepteurs du LDL.
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Historiquement, le LDLR (Low-Denstity Lipoprotein Receptor), a été découvert en 1986 a
cause de son dysfonctionnement dii & une mutation de son géne dans 1’hypercholestérolémie
familiale [Brown]. Par la suite, plus de huit autres protéines partageant une homologie
structurale avec le LDLR ont été regroupées pour former la superfamille des protéines liées au
LDLR. Si le LDLR est principalement exprimé dans le foie, si¢ge du métabolisme lipidique,
les autres membres présentent une répartition tissulaire plus large, voire ubiquitaire, ce qui
suppose qu’ils peuvent remplir des fonctions variées [Herz 2002]. Dans ce travail, nous nous

focaliserons sur 1’un des principaux membre de cette famille : LRP1.

3.1.1 Structure de LRP1

LRP1 (LDL receptor-related protein 1) a été¢ décrit pour la premiére fois en 1988, peut apres
la découverte de LDLR [Herz 1988]. Du fait de son homologie structurelle avec le LDRL, il a
d’abord été supposé que LRP1 intervenait uniquement dans le métabolisme lipidique.
Initialement synthétisé sous forme d’un précurseur de 600 kDa, LRP1 est clivé dans I’appareil
de Golgi par une furine-convertase pour former une sous-unité extracellulaire de haut poids
moléculaire (chaine a, 515 kDa) et une sous-unité intracellulaire de faible poids moléculaire

(chaine B, 85 kDa) qui seront toutes deux liées de maniére non covalente [Strickland].

3.1.1.1 Domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire de LRP1 est composé de différents domaines fondamentaux : les
répétitions riches en cystéines de type complément (CCR 1 a 4), aussi appelées répétitions de
liaison au ligand. Ces domaines sont composés d’une structure en épingle B suivie par une
série de coudes B qui forme une cage entourant un ion calcium qui stabilise la structure. Les
CCR sont regroupés dans 4 régions, numérotées de 1 a 4 a partir de I'extrémité N-terminale
(Figure 16A) [Neels, Strickland 2002]. CCR2 et CCR4 contiennent respectivement 8 et 11
répétitions complémentaires, et sont responsables de la majeure partie de 1'activité de liaison
aux ligands de LRP1 [Neels, Gonias, Obermoeller]. Les ligands de LRPI, notamment
I’apolipoprotéine E (ApoE), I'inhibiteur de I’activateur du plasminogene 1 (PAI-1), ’a,.
macroglobuline ou encore RAP (Receptor Associated Protein) possedent des acides aminés

basiques tels que des lysines ou arginines qui permettent la liaison aux domaines CCR de
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LRP1 (Figure 16B). En effet, en cas de modifications par mutation de ces acides aminés, cela
entraine une diminution de 1’affinité de ces ligands pour LRP1 [Lillis].

Le domaine extracellulaire comprend également des régions homologues au précurseur de
I’EGF consistant en des successions de domaines de type EGF riches en cystéines encadrant
des motifs YWTD, formant un propulseur B. Ces domaines YWTD ont une importance
capitale dans le découplage de LRP1 avec ses ligands au niveau du compartiment lysosomal

puisqu’a faible pH, ils s’associent avec les CCR, induisant la séparation du ligand.
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Figure 16 : Représentation de I’organisation structurelle de LRP1 et modélisation d’un
des principaux domaine de répétitions riches en cystéines de type complément [Gonias].
A. Représentation schématique de LRP1 et nottament de ses différents domaines
extracellulaires. B. Mod¢lisation de I’intéraction de LRP1 au niveau de son domaine CCR2
(en orange) avec le domaine de liaison a LRP1 de I’ a2-macroglobuline dans sa forme active
(en rose). Deux résidus de Lysine en hélice a (en bleu) sont essentiels pour la liaison a LRP1
car ils intéragissent avec des acides aminés présent dans le domaine C4 et C5 du CCR2 de
LRP1 (en noir).
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La variété de ligands de LRP1 suppose 1’existence d’un mécanisme empéchant 1’association
prématurée du récepteur avec ceux-ci durant la voie de synthese et de sécrétion des protéines.
Une protéine chaperonne, appelée RAP (Receptor Associated Protein), remplit ce role. Cette
protéine de 39 kDa, se lie étroitement aux récepteurs du LDL a pH neutre et joue le rdle
d’antagoniste ; la liaison de RAP au récepteur s’effectuant par I’intermédiaire des domaines
CCR2, 3 et 4 [Jensen]. RAP est composé de trois domaines, D1 a D3, montrant tous trois une
topologie similaire. Ils sont constitués chacun de trois hélices a séparées par une boucle
flexible, chaque domaine étant stabilisé par des interactions hydrophobes [Lillis]. Il est
important de noter que RAP n’est pas sécrété par les cellules puisqu’il possede dans sa région
C-terminale le motif HNEL, permettant sa séquestration dans le réticulum endoplasmique
(RE). Apres avoir accompagné LRP1 du RE au Golgi, RAP doit se dissocier de LRP1. Ce
mécanisme est permis par la diminution de pH ayant lieu au cours de la voie sécrétoire via le
domaine D3 de RAP. En effet, une région de ce domaine voit sa charge positivement
augmenter dans des conditions acides, grace a la présence de résidus histidines. Ce
changement de charge module finement la balance liaison/libération de RAP par LRP1.

La fonction d’antagoniste de cette protéine chaperonne a souvent été exploitée pour 1’étude de
LRP1 puisque ajoutée de maniere exogene sur des cellules en culture, RAP empéche la liaison

du récepteur avec la plupart de ses ligands.

3.1.1.2 Domaine intracellulaire

Le domaine intracellulaire de LRP1 est de petite taille par rapport au reste du récepteur. Il
comporte une centaine d’acides aminés et des motifs fortement conservés dont 2 motifs
NPXY et deux motifs dileucine (LL) et YXXL. Les motifs YXXL et LL servent de signaux
d'endocytose principaux [Li 2000]. Dans une autre étude, le motif YXXL ainsi que le motif
LL étaient impliqués dans le trafic vésiculaire de LRP1 et notamment dans son recyclage
[Donoso]. Les 2 motifs NPXY fonctionnent comme des signaux d'endocytose secondaire pour
une endocytose rapide de LRP1 par les vésicules a clathrine et comme sites de liaison pour les
protéines adaptatrices de la signalisation intracellulaire [Li 2000, Lillis]. Les tyrosines

contenues dans les motifs NPXY (NPXY4473 et NPXY4507) peuvent subir des

phosphorylations. Ces phosphotyrosines interagissent avec les protéines adaptatrices
intracellulaires grace a leurs domaines PTB (PhosphoTyrosine-Binding) ce qui est le cas pour

les protéines Fe65 et Disabled, deux adaptateurs protéiques neuronaux [Radzimanowski,
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Trommsdorff]. Des 2 motifs NPXL, le motif NPXY 4507 (distal) est celui qui interagit le plus

avec les ligands intracellulaires. Les interactions peuvent se faire a I’état phosphorylé ou non
[Guttman]. Le motif NPXY proximal a été décrit comme dirigeant le trafic de LRP1 durant sa
biosynthése [Donoso]. Il est également essentiel a la maturation de LRP1 [Reekmans]. Enfin,
le motif NPXYXXL distal, ou se chevauchent les motifs NPXY et YXXL, sert a la maturation

et a I’internalisation du récepteur [Roeboeck, Reekmans].

3.1.1.3 Répartition membranaire de LRP1

Les premieres hypothéses concernant la fonction de LRP1 en tant que récepteur endocytaire
¢taient basées sur son analogie avec LDLR, qui se localise dans des puits de clathrine et subit
une endocytose en présence ou en l'absence de LDL [Goldstein]. Des études en microscopie
¢lectronique de cellules de muscle lisse vasculaire (VSMC) ont montré que LRP1 était situé
exclusivement dans des puits revétus de clathrine, comme le LDLR [Weaver 1996]. Les puits
de clathrine sont des domaines de la membrane plasmique tapissés de clathrine qui servent a
la formation de vésicule d’endocytose.

LRP1 a également ¢ét¢ identifié dans les cavéoles/radeaux lipidiques, dans les fibroblastes et
les adipocytes 3T3-L1 [Boucher 2002, Zhang H]. Les cavéoles sont des domaines de 50 a
100-nm correspondant a des invaginations de la membrane plasmique. Ces microdomaines de
la membrane plasmique sont revétus d'une protéine transmembranaire de 22 kDa appelée
caveéoline et ils sont riches en cholestérol et en sphingomyéline. L'association lipides-
cavéoline constitue les radeaux lipidiques (ou rafts - structures connues pour leur résistance
aux détergents) ou sont concentrés les récepteurs spécifiques de certaines hormones et
cytokines. Les chaines des récepteurs situés dans les rafts sont le plus souvent ubiquitinylés
avant d'étre endocytées. Ces vésicules vont exclusivement de la membrane vers l'intérieur de
la cellule. [Frank]. La localisation de LRP1 dans les radeaux lipidiques aide a expliquer la
phosphorylation du domaine intracellulaire de LRP1 par le facteur de croissance dérivé des
plaquettes BB (PDGF-BB, Platelet Derived Growth Factor-BB) [Boucher 2002, Loukinova].
En outre, la présence de LRP1 dans les radeaux lipidiques explique la formation de complexes
dans lesquels le LRP1 est li¢ au récepteur de 1’activateur du plasminogene de type urokinase
(uPAR) par un ligand commun : une protéine glycosylphosphatidylinositol (GPI) connue pour
sa localiser dans les radeaux lipidiques [Conese, Weaver 1997]. Cependant cette localisation

de LRP1 semble dépendre du type cellulaire [Wu]. De plus, cette localisation membranaire
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semble étre transitoire et est supposée faciliter I’endocytose de protéines localisées dans ces
microdomaines membranaires [Wu]. Si la localisation de LRP1 dans les radeaux lipidiques
semble momentanée dans certains types cellulaires, dans d’autres, elle peut étre induite. En
effet, il a été¢ observé dans les adipocytes 3T3-L1 que suite a un traitement a I’insuline, la

proportion de LRP1 localisé dans les cavéoles était significativement augmentée [Zhang].

LRP1 semble donc se trouver dans des domaines spécialisés de la membrane cellulaire : les
puits de clathrine ou les cavéoles/radeaux lipidiques. Cependant sa localisation précise semble
varier d’un type de cellule a I’autre ou étre transitoire et dépendante de certains stimulis.
Certains auteurs décrivent que la localisation transitoire de LRP1 dans les radeaux lipidiques
est suivie par une migration de celui-ci dans la membrane plasmique vers des puits enduits de
clathrine, ou il subit une endocytose et un recyclage [Gonias]. Méme si le trafic et la fonction
précise de LRP1 dans ces microdomaines restent obscurs, il semble que I’endocytose ne soit
pas sa seule activité. En effet, les cavéoles forment de véritables plateformes de signalisation
ou entre autres, la tyrosine kinase Src est fortement exprimée. Il a d’ailleurs été montré que la
liaison du PDGFBB a LRP1 provoquait sa phosphorylation par le PDGFR et que ce
mécanisme avait lieu dans les cavéoles [Loukinova, Boucher 2002]. Enfin, d’autres données,
concernent le shedding de LRP1. En effet, il a ét¢ montré que la libération de I’ectodomaine

de LRP1 pouvait étre augmenté par une déplétion en cholestérol [Selvais 2011].
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3.1.2 Fonctions de LRPI

La suppression de LRP1 chez les souris KO est mortelle, ce qui montre 1'importance de ce
récepteur dans l'embryogenése et le développement [Herz 1992]. LRP-1 est exprimé dans de
trés nombreux types cellulaires tels que les hépatocytes, les fibroblastes, les cellules
musculaires lisses, les neurones et les astrocytes [Moestrup]. Du fait de son homologie avec le
LDLR, LRP1 a ét¢ d’abord percu comme un récepteur d’endocytose impliqué dans le
métabolisme des lipides. Cette implication dans le métabolisme lipidique a rapidement été
confirmée car le premier ligand de LRP1 identifié était 'apolipoprotéine E [Kowal]. Par la
suite, LRP1 a ¢été identifi¢ comme le récepteur de l'a2-macroglobuline activée (a2M)
[Strickland], ce qui a entrainé une confusion considérable dans la littérature dans laquelle le
LRP1 a été appelé pendant plusieurs années : récepteur de 1’a2M activée. Actuellement, plus
de 40 ligands de LRP1 ont été identifiés, tant au niveau de son domaine extracellulaire, qu’au
niveau de son domaine intracellulaire. Les ligands de LRP1 appartiennent a une grande
variét¢é de molécules comme des lipoprotéines, des virus, des toxines, des facteurs de
croissance, des protéases associées ou non a leur inhibiteur ou des molécules de la matrice
extracellulaire [May 2007, Gonias, Herz 2001]. Cette diversité de ligands implique plus ou
moins directement LRP1 dans des mécanismes variés comme le métabolisme des lipides ou
encore I’homéostasie des protéases matricielles. Par sa multitude de ligands ainsi que par les
nombreuses molécules adaptatrices avec lesquelles il peut interagir au niveau de son domaine
intracellulaire, LRP1 apparait comme un récepteur multifonctionnel avec pour fonctions
principales I’endocytose et la signalisation. De part la diversité de ses ligands, LRP1 est
impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires comme la survie, la différenciation, la
migration ou encore 1’invasion cellulaire et la nature multifonctionnelle de ce récepteur dans
la signalisation cellulaire aboutit a un élargissement de la définition des récepteurs. LRP1 n'a
pas évolué pour répondre a une seule ou méme petite famille de ligands. Au lieu de cela, de
nombreuses interactions et un éventail diversifi¢é de réponses cellulaires physiologiquement
significatives sont observées. Il est donc difficile d’établir une liste exhaustive de ses
fonctions. Ci-dessous, quelques unes de ses fonctions dans les conditions physiologiques et

pathologiques (hors cancer) vont étre détaillées.
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3.1.2.1. Métabolisme lipidique et protection vasculaire.

L'une des premiéres fonctions décrites pour LRP1 consiste en la capacité de clairance des
protéines plasmatiques dans le foie, y compris de 1' a2-macroglobuline, du facteur VIII et des
lipoprotéines, comme le chylomicron [Saenko, Mahley, Willnow]. Ces études ont montré que
lorsque LRP1 est supprimé, il se produit une augmentation des protéines plasmatiques. Dans
le foie, LRP1 a un role protecteur vis a vis de la stéatose. En effet, LRP1 en association avec
le récepteur a I’insuline co-régule 1’absorbtion et la secrétion des lipides et empe he leur
accumulation intra-hépatocytaire [Ding]. L’intervention de LRPI dans le métabolisme
lipidique ne se situe pas uniquement dans le foie puisqu’il a ét¢ mis en évidence que le
récepteur était exprimé dans les adipocytes et qu’il y controlait a la fois 1’adipogenése et
I’homéostasie lipidique [Masson, Terrand, Woldt].

LRPI a également été défini comme protecteur pour la vascularisation. Grace a l'endocytose
du PDGF-R (Platelet Derived Growth Factor-Receptor) dans les cellules musculaires lisses,
LRP1 peut moduler la voie de signalisation du PDGF, qui est connu pour étre impliqué dans
le développement de l'athérosclérose [Boucher 2003]. L’altération de I’endocytose et du trafic
du PDGFR-B n’étaient que partiellement impliqués dans ce model d’athérosclérose. La
fonction de signalisation cellulaire de LRP1 est également impliquée, car le PDGFR-f va
induire la phosphorylation sur la tyrosine du second motif NPXY de LRP1 et ainsi entrainer le
recrutement de kinases de la famille Src [Boucher 2002]. Cette phosphorylation de LRP1 va
permettre son association avec la protéine adaptatrice Shc [Loukinova]. Ce mécanisme de
phosphorylation de LRP1 impliquant le PDGFR-B se produit dans les cavéoles, ou se situe
LRP1 [Boucher 2002]. Ces observations soulignent la possibilit¢ pour LRP1 de se comporter
comme un co-récepteur. Afin de limiter I’athérogenése, LRP1 est aussi impliqué dans la
modulation de I’expression de médiateurs de I’inflammation comme le TNF-a (Tumor
Necrosis Factor-a) et de métalloprotéases matricielles (MMP) dans les macrophages comme
la MMP-9, limitant leur recrutement et leur accumulation dans la plaque d’athérosclérose

[Gonias, Gaultier, Yancey, Overton, Zhu].
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3.1.2.2. Neuroprotection.

En plus du foie, LRP1 est fortement exprimé dans le cerveau et joue un role important dans la
régulation de la barriere hémato-encéphalique (BHE) et l'intégrit¢ des neurones. Il a été
démontré que l'activateur de plasminogéne de type tissulaire (tPA) peut augmenter la
perméabilité vasculaire de la BHE par une voie dépendante de LRP1 [Yepes]. De plus, LRP1
apparait jouer un rdle trés important dans le développement et 1’évolution d’une pathologie
neurodégénérative tres étudiée de nos jours, la maladie d’Alzheimer. L un des aspects de cette
maladie se caractérise par I’accumulation de peptide amyloide B (AB) issu de la dégradation
protéolytique de I’APP (B-Amiloid Precursor Protein). Cette accumulation va étre a 1’origine
de la formation de plaques amyloides essentiellement sur le néocortex et I’hippocampe. LRP1
est capable d’interagir avec I’APP, de I’endocyter et de faciliter sa conversion en Af
[Waldron, Ulery]. Cette fonction semble désigner LRP1 comme un promotteur de la maladie
d’Alzeimer. D’ailleurs, un défaut dans I’endocytose de LRP1 provoque une accumulation de
I’APP a la surface des neurones et une diminution de sa conversion en AP [Cam]. Toutefois,
son role dans la maladie d’Alzeimer est controversé puisque son expression au niveau de la
BHE facilite I’efflux de ’AB du cerveau vers la circulation sanguine, limitant ainsi son
accumulation dans le cerveau. D’ailleurs, une diminution de I’expression du récepteur au
niveau de la BHE est souvent associée a cette pathologie [Ulery et Strickland]. Il apparait
donc évident que le role de LRP1 dans la maladie d’Alzeimer dépend en majorité¢ du type
cellulaire dans lequel il est exprimé : au niveau des neurones, il semble présenter un effet
plutot délétere ; au niveau de la BHE, LRPI apparait au contraire bénéfique. De plus,
I’ectodomaine soluble de LRP1 ayant subi le shedding est présent dans le plasma sanguin et
sa forme localisée dans les cellules hépatiques peuvent se lier a Af pour moduler sa clairance
systémique [Sagare].

Dans le systeme nerveux toujours, LRP1 est impliqué dans la réparation des dommages
cellulaires des cellules du systéme nerveux central et périphérique au cours des traumatismes
et des maladies inflammatoires démyélinisantes. En effet, des ligands de LRP1 sont présents
dans la my¢line, y compris la protéine basique de la myéline et la glycoprotéine associée a la
my¢éline. LRP1 peut participer a la phagocytose des débris de myéline [Gaultier, Stiles]. En
liant la calréticuline, LRP1 s’associe avec des membres de la famille des collectines, y
compris Clq et la lectine de liaison au mannose, et participe a la phagocytose des cellules
apoptotiques [Ogden, Vandivier, Gardai]. LRP1 sert également de récepteur endocytaire a de

nombreuses protéines intracellulaires libérées par des cellules nécrotiques [Fernandez-
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Castaneda]. Ces activités LRP1 sont importantes car l'incapacité a éliminer efficacement les
protéines intracellulaires, les cellules apoptotiques et les débris cellulaires peuvent é&tre
associée a l'apparition d'une maladie auto-immune [Gonias]. En effet, il a ét¢ montré une
progression plus rapide de la maladie dans un mode¢le expérimentale de sclérose en plaque
chez la souris avec des cellules microgliales (les macrophages du systéme nerveux central)
délétés pour LRP1. Ces cellules microgliales avec LRP1 inactif adoptaient un phénotype pro-
inflammatoire avec augmentation de la secrétion de médiateurs pro-inflammatoires comme le
TNF-o [Chuang]. Chez I’homme une surexpression de LRP1 a été observée dans les
macrophages qui bordaient les plaques de démyélinisation de patients atteints de sclérose en

plaque [Hendrickx].

3.1.2.3. Régulation de l’inflammation.

Comme nous venons de le voir dans la section précédente, LRP1 est impliqué dans la
modulation de la réponse inflammatoire des macrophages dans le contexte de 1’athérogenése
et des maladies démyélinisantes du systéme nerveux central. Dans les macrophages, les
cellules dendritiques et les lymphocytes B, LRP1 est également impliqué dans la présentation
de l'antigéne et dans la stimulation des lymphocytes T régulateurs CD4+ et effecteurs CD8+.
Les protéines du choc thermique HSP (Heat Shock Protein), relarguées par les cellules lors
des phénomenes de nécrose cellulaire, fonctionnent comme des chaperones pour des peptides
antigéniques, notamment bactériens ou viraux. Ces complexes HSP-peptide sont endocytés
par LRP1 et redistribués vers le complexe d'histocompatibilit¢t majeur I (CMH-I)
essentiellement mais aussi le CMH-II pour la re-présentation antigenique aux lymphocytes T
effecteurs ou régulateurs [Basu, Binder, Tobian, Fischer]. Les peptides extracellulaires
peuvent également étre présentés aux cellules T lorsqu'elles sont liées a a2M et internalisées
par LRP1 [Chu, Pawaria]. Ces voies, en particulier celles impliquant des HSP, peuvent étre
extrémement importantes dans les pathologies associées a une mort cellulaire étendue.

LRPI a également un role de modulation de I’inflammation. Il a ét¢ démontré que LRP1
module I’activation des macrophages par les voies de signalisation Nuclear Factor kappa B
(NF-kB) et c-Jun N-terminal kinase (JNK) [Chuang, Yang L] et I’activation des lymphocytes

T Natural Killer par la modulation de la secrétion d’interleukine 4 [Covarrubias].
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3.1.2.4. Interaction cellule/matrice et migration cellulaire.

Une des fonctions treés étudiée de LRP1, principalement dans les modéles tumoraux est sa
capacité¢ a réguler la migration cellulaire et 1'invasion. Les deux systémes protéolytiques les
plus étudiés, les MMPs et le systtme du plasminogéne, ainsi que leurs inhibiteurs ou des
complexes protéases-inhibiteurs peuvent étre régulés par LRP1. C’est pour cela que
l'inhibition de LRPI1 utilisant des molécules antagonistes, des anticorps bloquants ou une
stratégie d'interférence de I'ARN ont conduit parfois a des résultats contrastés rendant la
compréhension des mécanismes moléculaires difficiles a appréhender. Quoi qu'il en soit, il est
maintenant bien admis que LRP1 constitue I’un relais moléculaire principal lors de la fixation,
de la propagation et de la migration de cellules normales ou tumorales. Ces complexes
protéases-inhibiteurs ont pour rdle le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC). Ce
remodelage résulte d’une balance activation/inhibition de la dégradation de -certains
constituants bien spécifiques de la MEC [Langlois, Chantrain]. Cette surdégradation de la
MEC liée a un défaut d’endocytose des protéases médiée par LRP1 est impliquée dans le
développement et la progression de 1’arthrose [ Yamamoto K].

LRP1 peut également coordonner 1’adhésion/désadhésion de la cellule a la MEC
indispensable a la migration cellulaire grace notamment a une coopération avec le récepteur
CD44 [Perrot]. LRP1 est également impliqué dans l'organisation du cytosquelette et le
désassemblage des contacts focaux, notamment par son interaction avec la thrombospondine 1
et la calréticuline [Orr, Orr, Dedieu & Langlois 2008]. En outre, LRP1 joue un rdle dans la
maturation de l'intégrine 1, impliquée dans I'adhésion cellulaire et la migration [Salicioni].
L’importance de ce role de LRP1 dans la migration a été démontrée in vitro dans les cellules
de Schwann dans le cadre d’un model de réparation du systéme nerveux périphérique blessé.
Dans ce modele, LRP1 se comporte comme un récepteur de signalisation cellulaire médié par
des petites GTPases pour réguler la migration impliquant des protéases comme MMP9 et tPA
[Mantuano]. L’implication de LRP1 dans la migration a également été mise en évidence dans
un modele de cicatrisation cutanée. Dans ce modele, apres libération de HSP-90a suite a la
nécrose tissulaire, LRP1 était indispensable a la migration des fibroblastes cutanés humains au
cours de la cicatrisation. Le mécanisme impliquait une interaction entre HSP-90a et le
domaine CCR2 de LRP1. Ensuite, via le motif NPXY non phosphorylé, I’activation de la voie

de signalisation de la phosphokinase B (AKt) entrainait la migration des fibroblastes [Tsen].
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Dans des conditions physiologiques ou pathologiques non cancéreuses LRP1 est donc
impliqué dans la régulation de 1’attachement cellulaire a la MEC, de la migration et de la
dégradation de la MEC. La perte de régulation de ces propriétés peut-€tre impliquée dans
diverses pathologies, comme nous ’avons vu pour I’arthrose, mais confére un avantage
indéniable aux cellules tumorales dans la pathologie cancéreuse.

Dans le chapitre suivant nous allons donc examiner I’implication de LRP1 dans les cancers.
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3.2 Expression et role de LRP1 dans les cancers

Les premiéres études, centrées principalement sur les lignées cellulaires tumorales, ont
suggérées que la transformation maligne peut étre associée a la perte d'expression de LRP1
[Van Leuven 1979]. Cependant, nous savons maintenant que l'expression de LRP1 est
sensiblement augmentée par des conditions hypoxiques fréquentes dans les tumeurs malignes
in vivo [Montel]. De ce fait, les cellules tumorales cultivées in vitro avec un taux d’oxygene
ambiant peuvent ne pas refléter avec précision l'expression et l'activité de LRP1 telles qu'elles
se produisent dans le cancer.

L'expression de LRP1 dans les tissus normaux et néoplasiques appari€¢s examiné en utilisant
la base de données Oncomine qui contient des études d'expression génique de multiples types
de cancers a montré des différences spécifiques d'organe dans I'expression de LRP1 (Figure
17). Par comparaison, les profils d’expression de LRP1 dans les tissus sains issus d’une étude
transcriptomique multi-tissus est reportée en annexe 1. Dans certains tissus, tels que les
tumeurs gliales, une augmentation marquée de I'expression du LRP1 est observée, suggérant
que LRPI joue un réle dans la promotion de la croissance du gliome. En revanche, dans
d’autres types de cancer comme le cancer du poumon, I’expression de LRP1 est réduite dans
les tissus tumoraux par rapport aux tissus pulmonaires normaux, ce qui suggere que LRPI
pourrait exercer des fonctions spécifiques liées au contexte dans les tumeurs [Meng].

Des études immunohistochimiques dans les tissus tumoraux ont confirmé cette variation
d’expression de LRP1 en fonction du type tumoral. Dans les carcinomes hépatocellulaire
[Huang], les adénocarcinomes pulmonaires [Meng], les adénocarcinomes prostatiques
[Gilardoni] et pancréatiques [Leca], ’expression de LRP1 était nettement diminuée dans les
cellules tumorales par rapport aux cellules normales et aux cellules du stroma tumoral. Alors
que dans les adénocarcinomes mammaires [Catasus 1, Pires], et les carcinomes de
I’endomet e [Catasus 2], LRP1 était au contraire sur exprimé dans les cellules tumorales
L’expression de LRP1 dépend donc du type cellulaire et le role de LRP1 dans les cancer varie

donc d’un type tumoral a I’autre.
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Figure 17 : Meta-analyse de P’expression de PARNm de LRP1 dans de nombreux
cancers et tissus sains appariés sur la plateforme web Oncomine
(https://www.oncomine.org) [Meng].

Cette figure montre que 1’expression de LRP1 est treés variable d’un type cellulaire a I’autre.
En effet, LRP1 est surexprimé dans les tumeurs cérébrales par rapport aux tissus sains dans 8
bases de données sur 11 (fleche du haut) et est au contraire sous exprimé dans les 8 bases de
données de cancers du poumon (fleche du bas).

88


https://www.oncomine.org/

3.2.1 Expression et role de LRPI dans les cellules malignes

Comme décrit ci-dessus, I’expression de LRP1 est modifiée dans les cellules cancéreuses par
rapport aux cellules saines ou aux cellules du stroma. Le plus souvent, il s’agit d’une
baisse/perte d’expression de LRP1.

Dans les carcinomes hépatocellulaires [Huang], les adénocarcinomes prostatiques [Gilardoni]
et les tumeurs de Wilms [Desrosiers], 1'expression diminuée de LRP1 dans les cellules
tumorales est corrélée a une augmentation de I’expression de la MMP9. La baisse
d’expression de LRP1 dans ces cellules tumorales entrailne donc une augmentation de la
protéolyse matricielle autour de la cellule tumorale. Ce phénomene est utile aux processus
d’invasion et de migration tumorale. Cet avantage a été confirmé dans des études sur lignée
cellulaire. En effet, dans des lignées cellulaires de carcinome hépatocellulaire, la faible
expression de LRP1 était associée a une augmentation de I’expression de MMP9 et a un
potentiel métastatique accru [Huang]. L’expression de LRP1 est considérablement diminuée
dans les sous-clones invasifs par rapport aux sous-clones non invasifs de cellules cancéreuses
prostatiques, les cellules de mélanome et les cellules de carcinome vésiculaire thyroidien [de
Vries, Kancha, Sid]. Dans les lignées de carcinome vésiculaire thyroidien, la faible expression
de LRP1 était également associée a une forte expression de MMP9 et aussi de uPA mais
n’affectait pas 1’expression de MMP2. L’augmentation de 'uPA était dans cette étude 1’un
des mécanisme impliqué dans I’augmentation de I’invasion cellulaire [Sid]. Dans une lignée
de fibrosarcome, la perte d’expression de LRP1 était associée a une augmentation de uPA et a
une activation de la voie de signalisation Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK)
entrainant une migration accrue de ces cellules [Webb]. Dans les glioblastomes, la faible
expression de LRP1 était corrélée a une augmentation de I’expression de uPA et une invasion
accrue in vivo [Amos]. Cependant, dans les mélanomes, la faible expression de LRP1 n’était

pas correlée a ’expression de uPA [de Vries].

En contradiction apparente, d'autres études dans les cellules de carcinome vésiculaire
thyroidien ont révélé que en condition 3D la perte d’expression de LRP1 inhibait la migration
des cellules tumorales [Appert-Collin]. Une étude de la physique cellulaire par microscopie a
force atomique a confirmé que la perte de LRP1 inhibait la migration cellulaire de ces cellules
de cancer thyroidien en abolissant les contacts focaux liés a I’intégrine f1 [Le Cigne]. Dans
les gliomes, LRP1 est surexprimé dans les gliomes de haut grade (astrocytome anaplasique

grade IIl et glioblastome grade IV) en comparaison avec les gliomes de bas grade

89



(astrocytome diffus, grade II). Cette augmentation de I’expression de LRP1 était corrélée a
une augmentation de 1’expression du récepteur de I’uPA (uPAR) [Yamamoto M]. Dans les
glioblastome, 1’activation de LRP1 par HSP90 facilite la migration cellulaire en devenant co-
récepteur de EphA2 (Ephrin-type A Receptor 2) et en activant la voie AKt [Gopal]. Dans les
cellules malignes de dermatofibrosarcome protuberans LRP1 est également surexprimé en
comparaison aux fibroblastes dermiques et cette surexpression est impliquée dans la
prolifération cellulaire via la voie ERK [Kajihara]. De plus, LRP1 a été décrit comme étant le
plus fortemment exprimé dans les lignées les plus invasives de carcinome mammaire [Li Y

1998].

Comme nous venons de le voir, méme pour un méme type de cancer, un niveau d’expression
ou un role contradictoire de LRP1 a été décrit dans différentes études. D’autres études ont
donné des éléments d’explications pour ces résultats discordants. Tout d’abord, dans des
conditions de culture cellulaire, le niveau d’expression de LRP1 peut varier en fonction de
I’hypoxie/la normoxie cellulaire [Montel] et en fonction du nombre de passages de la lignée
[Grimsley]. En cas d’injection chez la souris, 1’effet de LRP1 sur la croissance ou la survie
des cellules tumorales peut étre différent entre la lignée cellulaire initiale et les métastases
[Montel]. De plus, dans les xénogreffe de lignées cellulaires qui produisent des grandes
quantités de LRP1, il a été observé qu’en fait, une petite fraction de cellules produisait LRP1
[de Vries]. Il pourrait donc dans certaines des études in vitro y avoir un phénomeéne de
sélection de sous-clone qui pourrait induire des variations de résultats a partir d’'une méme
lignée cellulaire.

Le niveau d’expression de LRP1 peut aussi dépendre du matériel étudié : cellule, tissu frais
congelé, immunohistochimie sur coupe tissulaire fixée au formol et incluse dans la paraffine.
Certaines études ont montré une excellente corrélation entre les niveaux d’expression
immunohistochimique et de ’ARNm de LRP1 et par dans un méme tissu [Huang, Meng],
mais des études différentes portant sur le méme type de tumeur ont parfois donné des résultats
contradictoires comme nous le verrons plus loin pour le cancer du poumon.

D’autre part, il semblerait que la voie de cancérogenese par laquelle s’est développée la
cellule puisse influencer le niveau d’expression de LRP1. En effet, dans une étude portant sur
des patients atteints de carcinomes épidermoides oropharyngés, LRP1 était surexprimé dans
les carcinomes épidermoides induits par le papillomavirus humain (HPV) et pas dans les
carcinomes ¢épidermoides non HPV-induits [Suarez]. Les traitements pourraient également

modifier I’expression de LRP1. En effet, une étude portant sur un petit nombre de patientes
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atteintes de cancer mammaire a montré une modification de 1’expression de LRP1 apres
radiothérapie par comparaison a 1’expression sur biopsie avant radiothérapie. Il s’agissait le
plus souvent d’une perte d’expression, mais dans quelques cas trés une nette augmentation de
I’expression de LRP1 était notée [Pires].

L’expression de LRP1 semble donc varier énormément en fonction des types de cancer, mais

aussi pour un méme cancer en fonction de multiples facteurs.

Dans les modéles de cancer décrits ci-dessus, quelque soit le niveau d’expression de LRP1
dans les cellules tumorales, les principales protéases impliquées dans I’invasion et la
migration médiée par LRP1 était I’'uPA et la MMP9. La voie du plasminogene a été décrite
comme la voie « directe » par laquelle LRP1 régule la signalisation cellulaire et promeut la
survie cellulaire et la migration. LRP1 est également impliquée dans la voie de signalisation
ERK1/2 médiée par uPAR qui favorise la survie, la prolifération, la migration et 1'invasion des
cellules tumorales. L’activité activatrice ou inhibitrice de LRP1 dans la signalisation médiée
par uPAR dépend de la présence de l'inhibiteur-1 de I’activateur du plasminogeéne (PAI-1) et
de I'abondance de 1'uPAR dans la membrane plasmique [Gonias 2011].

La voie du plasminogéne n’est pas la seule impliquée dans la signalisation cellulaire
dépendante de LRP1. En effet, la liaison directe des ligands de LRP1, en particuliers la
protéine chaperone Hsp90 ou le facteur de croissance midkine, peut activer directement la
signalisation cellulaire dans les cellules cancéreuses, comme cela a été observé dans les
cellules non transformées telles que les neurones et les fibroblastes interstitiels [Chen S,
Gopal]. Lorsque ERK1/2 est activé en aval de LRP1, ’expression de la MMP9 et la MMP2
augmente [Song]. Parce que ces MMP sont impliquées dans l'invasion et le processus
métastatique de cellules cancéreuses, l'activation de ERK1/2 en aval de LRP1 peut favoriser
la progression du cancer. Un autre ligand de LRP1, l'apolipoprotéine E, inhibe l'invasion de
cellules tumorales et la formation de métastases par une voie qui nécessite également LRP1

[Pencheval].
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3.2.2 Expression et role de LRPI dans les cellules du stroma tumoral

Le stroma ou microenvironnement tumoral est constitué de populations diverses de cellules
normales d’origine mésenchymateuse, incluant des fibroblastes, des cellules endothéliales,
des cellules inflammatoires (macrophages, neutrophiles, lymphocytes), des cellules souches
mésenchymateuses et des préadipocytes/adipocytes qui sont inclus dans une MEC. La nature
du microenvironnement tumoral est bien évidemment dépendante de la composition d’origine
de ’organe dans lequel se développe la tumeur (sein, colon, prostate, ...) et d’événements
dépendants de la tumeur conduisant a son altération. Ces cellules stromales vont au cours de
la progression tumorale étre recrutées ou inhibées par les cellules malignes afin de constituer
un environnement favorable a la progression tumorale puis a la colonisation de 1’individu
dans sa globalité [Buache].

Nous allons examiner ci-dessous comment I’expression de LRP1 dans les cellules du stroma
tumoral, comme les cellules inflammatoires ou les fibroblastes, peut favoriser ou inhiber la
progression tumorale.

Les monocytes et les macrophages qui infiltrent les tumeurs peuvent favoriser la progression
du cancer et les métastases en exprimant des facteurs de croissance et des protéases qui sont
exploités par les cellules malignes et en favorisant 1’angiogenése tumorale [Qian]. Une étude
a montré que LRP1 est impliqué dans ce processus [Staudt]. Dans cette étude, le recrutement
des monocytes/macrophages par des cellules tumorales pancréatiques greffées chez la souris
¢tait accru lorsque ceux-ci n’exprimaient pas LRP1. Les macrophages déficients en LRP1
exprimaient plus de chimiokines, et notamment de chimiokines connues pour amplifier
l'inflammation via I’activation de la voie NF-kB, ce qui expliquait le recrutement et la
migration accrue de ces macrophages. L'augmentation de l'infiltration tumorale par les
macrophages déficients en LRP1 s'accompagnait d'une augmentation de l'angiogenese
tumorale indépendante du VEGF reflétant trés probablement la libération d'autres protéines
pro-angiogéniques par les macrophages [Staudt]. Dans une autre étude, il a cependant été
démontré que la liasion de LRP1 a certains de ses ligands, comme a2M, dans les macrophages
stimulait la secrétion de MMP9 par ceux-ci via I’activation des voies de signalisation ERK et
NF-kB [Carceres]. Dans cette étude I’expression de LRP1 semble donc requise pour activer
les macrophages. De plus, dans un autre model tumoral, ’expression de LRP1 était
¢galement requise pour permettre le recrutement des mastocytes par des cellules de gliome de
haut grade via la voie du plasminogeéne [Roy]. Il apparait donc que, comme pour les cellules

malignes, le role de LRPI, bien qu’indéniable varie en fonction du type de cellules
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inflammatoires impliquées et certainement aussi en fonction du couple cellule
stromale/cellule tumorale impliqué. Il est cependant a noter que comme pour les cellules
malignes, les voies du plasminogene, ERK et NF-kB semblent déterminantes pour

I’acquisition du phénotype pro-inflammatoire ou pro-migratoire dépendant de LRP1.

En ce qui concerne les fibroblastes du stroma, également appelés fibroblastes associés au
cancer (CAF, Cancer associated fibroblasts), la majorité des études s’accorde sur le fait que
ceux-ci surexpriment LRP1 [Leca, Meng, Obermeyer]. Dans les cancers du sein, il a été
démontré que les cellules malignes recrutaient les fibroblastes par une voie impliquant LRP1
[Derocq, Beaujouin]. Dans les adénocarcinomes coliques, la forte expression de LRP1 par les
CAF ¢tait associée a une forte expression de uPA [Obermeyer]. Dans les adénocarcinomes
canalaires pancréatiques, LRP1 est surexprimé dans les cellules du stroma alors qu’il n’est
peu ou pas exprimé dans les cellules malignes. Cette forte expression de LRP1 associée a
I’expression de I’annexine A6 dans les CAF entraine une diminution de 1’activation de
I’apoptose, et notamment de 1’activation de la caspase 3, dans les cellules tumorales et a une
augmentation de 1’expression de SNAIL (Snail family transcriptional repressor), un facteur
de transcription qui promeut la transition épithélio-mésenchymateuse et la migration [Leca].
Dans ce modele I’expression combinée de LRP1 et Annexine A6, dont la fonction n’est pas
encore connue, dans les CAF aurait un rdle protumoral. Dans les adénocarcinomes
pulmonaires, une etude en culture cellulaire a montré un réle anti-prolifératif des fibroblastes
sur les cellules cancéreuses [Meng].

Ainsi, la surexpression de LRP1 par les fibroblastes du stroma permettrait d’une part leur
recrutement par les cellules malignes et d’autre part orienterait les cellules malignes vers un
phénotype mésenchymateux, pro-migratoire, peu proliférant caractéristique des cellules
maligne en transition épithélio-mésenchymateuse. Ce phénotype favorise I’invasion tumorale
et le développement de métastases. De ce fait, méme si peu d’études ont été réalisées sur le
role de I’expression de LRP1 par les CAF a ce jour, I’expression accrue de LRP1 par ceux-ci

semble conférer un avantage invasif aux cellules malignes qu’elles secrétent ou non LRP1.
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3.3 Régulation et modulation de I’expression de LRP1 dans les cancers

Dans les cellules malignes comme dans les cellules du stroma, 1’expression de LRP1 est
variable. Dans de nombreux types de cancers, il est observé une sous-expression de LRP1
dans les cellules malignes et une surexpression dans les fibroblastes du stroma. Cependant,
comme nous l’avons vu ci-dessus, 1’expression de LRP1 peut varier en fonction des
conditions de culture pour un méme type cellulaire ou en fonction des tissus. Dans ce sous-
chapitre nous allons donc examiner les mécanismes de régulation de 1’expression de LRP1

décrits dans les cancers.

3.3.1. Altérations génétiques du geéne LRPI dans les cancers

Le géne LRPI humain situ¢ sur le bras court du chromosome 12 en position 12ql3-14
comprend 89 exons couvrant 92 kb d'ADN génomique [Van Leuven 1994, Myklebost]. Le
promoteur du géne LRP1 est particulier car il n'a pas de boite TATA. De plus, contrairement a
d’autres génes impliqués dans le métabolisme lipidique, comme le LDLR, LRPI ne contient
pas de séquence de liaison aux éléments régulateurs de stérol (SRE) [Kiitt]. Des séquences
similaires ont depuis été mises en évidence en dehors de la région promotrice du géne LRP/

[Llorente-Cortes].

Hors cancer, la substitution K1245R dans le géne LRPI a été observée a I’état homozygote
dans des familles atteintes de Kératose pilaire atrophiante suggérant que cette substitution
soit a I’origine de la maladie [Klar]. C’est actuellement la seule maladie qui serait liée a une
mutation du géne LRP1. Des polymorphismes du géne LRP! ont été mis en évidence chez des
patients atteints de trouble du meétabolisme lipidique [Van Leuven 2001]. D’autres
polymorphismes de signification indéterminée ont également été décrits.

Bien qu'aucune mutation du gene LRP/ liée a l'initiation ou a la progression du cancer n’ai été
trouvée a ce jour, une ¢tude a montré que le polymorphisme C766T dans le géne LRPI est
associ¢ a un risque accru de développement du cancer du sein [Benes]. De plus, on ne sait pas
si la présence de mutation affecte I’expression de LRPI.

Une amplification du géne LRPI a été rapportée dans les gliomes de haut grade, connus pour
leur surexpression de LRP1, mais pas dans les autres tumeurs primitives du systéme nerveux
central  étudiées  (méningiome, tumeur  fibreuse  solitaire/hémangiopéricytome,
méduloblastome, schwannome, ...) [Baum]. Cependant, I’impact de 1’amplification de LRP!

sur son expression génique n’a pas été¢ recherché. Dans les adénocarcinomes pulmonaires
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I’amplification du gene LRP1 n’était pas fréquente et n’était pas associée a une surexpression

de ’ARNm de LRP1 [Meng].

Récemment, un géne de fusion LRPI-SNRNP25, a ¢été identifi¢ dans I'ostéosarcome humain
[Yang J]. Le séquengage a révélé que la fusion se situait entre I’exon 8 de LRP/ et I'exon 2 de
SNRNP25 (small nuclear ribonucleoprotein U11/U12 subunit 25) situé sur le bras court du
chromosome 16. Ce gene de fusion LRPI-SNRNP25 est amplifi¢ dans les ostéosarcomes. La
transfection du transcrit de fusion LRP1-SNRNP25 dans des cellules d'ostéosarcome humain
SAOS-2 a montré que l'expression de LRP1-SNRNP25 favorise la migration et 1'invasion des
cellules SAOS-2 [Yang]. Ce gene de fusion n’est présent que dans 6 % des ostéosarcomes,
mais il semble étre spécifique des ostéosarcomes car il n’a pas été observé dans 240 autres
sarcomes (56 sarcomes pléomorphes indifférenciés, 50 liposarcomes, 24 leiomyosarcomes, 4
rhabdomyosarcomes, 21 synovialosarcomes, 13 chondrosarcomes, 8 tumeurs neuro-
ectodermiques primitives/ sarcome d’Ewing et 64 tumeurs malignes des gaines des nerfs
périphériques) [Yang]. Ce geéne de fusion pourrait donc étre utile au diagnostic moléculaire
des ostéosarcomes dans les cas difficiles ou pourrait servir de base pour une approche

thérapeutique [ Xing].

3.3.2. Altérations épigénétiques du geéne LRPI dans les cancers

Les modifications épigénétiques du géne LRP] telles que la méthylation de son promoteur ou
la modification des histones (méthylation ou acétylation) n’ont pas encore ét¢ étudiées a ce
jour. En revanche, des phénomenes de méthylation de la région promotrice ont été rapportées
pour d’autres genes de la famille LRP, notamment LRP1B [Lu, Sonoda] et LRP2 [Knutson].
La méthylation du promoteur du géne LRPIB a été observée dans 61% des adénocarcinomes
gastriques [Lu] et dans 43% des carcinomes épidermoide de I’cesophage [Sonoda]. Dans ces
cancers, la méthylation du promoteur de LRPIB était associée a une baisse de I’expression
génique de LRPIB.

Le géne LRPIB a une identité de séquence a 59% avec le gene LRPI. De plus, leur structure
est presque identique. Fonctionnellement, LRP1B est différent de LRP1 et est connu comme
un suppresseur de tumeur [Emonard]. De part leur homologie et leurs baisse d’expression
fréquente dans les cancers, il est logique de penser que peut-étre la baisse d’expression de
LRP1 dans certains cancers peut étre liée a un phénomene épigénétique tel que la méthylation

du promoteur de LRPI.
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3.3.3. Régulation de LRPI par les microARN dans les cancers

Les microARN (miARN) sont de petits ARN non codants qui jouent un réle important dans la
régulation de l'expression génique post-transcription dans divers cancers humains. Les
miARN sont impliqués dans la tumorigenése, la régulation des métastases, l'invasion, la
prolifération cellulaire et 1'apoptose [Esquela-Kerscher].

LRP-1 est prédit comme pouvant étre la cible de 43 miARN dans les bases de données
actuelles (miRDB). Parmis ces miARN, les principaux candidats sont miR-205, la famille des
miR-200 et miR-103 (TargetScan.org). Cependant, a ce jour, un seul miARN impliqué dans la
régulation de I’expression de LRP1 a été décrit : miR-205 [Song]. Dans des lignées de
glioblastome et d'adénocarcinome pulmonaire qui surexprimaient LRP1, miR-205 diminuait
I’expression de LRP1 ainsi que le potentiel invasif de ces cellules [Song]. miR-205 se lie a sa
séquence complémentaire située dans la région 3' non traduites de ’ARNm de LRPI1, et
régule ainsi I'expression de LRP1 en inhibant sa traduction [Song].

Une autre étude a montré que miR-205 est exprimé par les fibroblastes dermiques sains qui
n’expriment pas LRP1 et n’est pas exprimé par les cellules malignes de dermatofibrosarcome
qui elles, sur-expriment LRP1 [Kajihara]. Dans cette étude, 1’inhibition de miR-205 dans les
fibroblastes dermique a entrainé une augmentation de l'expression de LRP1, confirmant ainsi
le role de régulateur de miR-205 vis a vis de 1’expression de LRP1.

Inversement, dans les macrophages, il a ét¢ mis en évidence un miARN régulé par LRP1 :
miR-155 [Montuano]. L’expression de ce miARN, essentielle au maintien de la réponse

inflammatoire, est inhibée par LRP1 [Montuano].

3.3.4. Shedding de LRPI dans les cancers

Une forme soluble de LRP1 (sLRP) circulant dans le plasma humain a été¢ décrite il y a une
vingtaine d’année [Quinn 1997]. La caractérisation du sLRP a montré qu’il était composé de
la chaine a du récepteur liée de fagon non covalente a une partie de sa chaine f d’un poids
moléculaire de 55 kDa, indiquant que LRP1 peut subir le relargage de son ectodomaine apres
clivage de sa chaine B a proximité de la membrane plasmique. Les métalloprotéases ont été
les premiéres enzymes impliquées dans le clivage (shedding) de LRP1 décrites [Quinn 1999].
Actuellement, plus d’une dizaine d’enzymes impliquées dans le shedding de LRP1 ont été
décrites. Il s’agit de protéines transmembranaires telles que les MT-MMP (Membrane-Type
Matrix MetalloProteinase) et les ADAM (A Disintegrin and metalloproteinase domain-

containing protein) et BACE (Beta-secretase-1) mais ¢également tPA [Emonard].
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Le shedding de LRP1 peut avoir différentes conséquences. D’une part, la diminution de la
présence du récepteur a la surface cellulaire qui va provoquer en conséquence une diminution
de DI’endocytose de ses ligands préférentiels. C’est par exemple le cas des protéases
matricielles dont la quantit¢é au niveau péricellulaire augmente de fagon importante en
I’absence d’endocytose dépendante de LRPI, ce qui aboutit a une augmentation de la
protéolyse matricielle [Selvais 2009]. D’autre part, le SLRP pourrait étre capable de séquestrer
ses ligands empéchant leur liaison a leur récepteur(s) membranaire(s) spécifique(s). Enfin, le
shedding de I’ectodomaine de LRP1 peut induire dans un second temps la protéolyse de la
partie intracellulaire restante de LRP1: LRP-ICD (LRP-intracellular domain) par une vy-
sécrétase [May 2002]. Cette portion intracellulaire contient a1 fois les motifs d’endocytose et
de signalisation. Il a notamment ét¢ montré que LRP-ICD pouvait interagir avec le facteur de
régulation de I’interféron y entralnant son exportation du noyau vers le cytoplasme et sa
dégradation par le protéasome. Ainsi, LRP-ICD pourrait influencer 1’expression de
I’interféron y [Zurhove].

Ce phénomene de shedding pourrait tout de méme étre régulé. En effet il a été montré que la
liaison de la pro-cathepsine-D a LRP1 inhibait la libération du LRP-ICD notamment en
empéchant le premier clivage protéolytique de I’ectodomaine du récepteur [ Derocq].

L’impact de la régulation de I’expression de LRP1 par ce phénomen de shedding n’a pas

encore ¢été étudié en pathologie cancéreuse.
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3.4 Impact pronostique de LRP1 dans les cancers

Comme nous venons de le voir dans la section précédente, LRP1 est souvent sous-exprimé
dans de nombreux types de cancers, suggérant un role anti-tumoral de LRP1. Cependant,
dans certains autres types de cancers et notamment les gliomes, LRP1 est surexprimé ce qui
suggere au contraire un role oncogénique de LRP1. Le role de LRP1 a été principalement
étudié in vitro sur différents types de lignées cellulaires et in vitro chez la souris. Peu d’études
ont évaluées son expression dans des cohortes de patients. Dans la majorité de ces études, la
faible expression de LRP1 dans les tumeurs était associée a des stades tumoraux plus avancés
comme dans les mélanomes [de Vries] ou les tumeurs de Wilms [Desrosiers], & une moindre
différentiation avec un score de Gleason plus €lévé dans les adénocarcinomes prostatiques
[Gilardoni] ou a un mauvais pronostic global comme dans les adénocarcinomes pulmonaires
[Meng] ou les carcinomes hépatocellulaires [Huang]. Dans d’autres types de cancers, la
surexpression de LRP1 était au contraire associée a des ¢léments de mauvais pronostic (stade
avancé, haut grade histologique), comme dans les cancers du sein [Catasus 1, Pires], de
I’endomet e [Catasus 2], et de la prostate [McGarvey]. L’impact de la surexpression de LRP1
sur la survie n’a pas été évalué ou s’est révelé non concluant dans ces études.

Dans une cohorte de 439 adénocarcinomes pulmonaires, la sous-expression de I’ARNm de
LRP1 était associée a une moins bonne survie indépendamment de I’age, du sexe et du stade
tumoral, comme représenté dans la figure 18 ci-dessous extraite de 1’article de Meng et al.

[Meng].
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Figure 18 : Valeur pronostique de I’expression de P’ARNm dans les adénocarcinomes
pulmonaires [Meng].

Courbe de survie de Kaplan Meier montrant 1’impact positif de I’expression de I’ARNm de
LRP1 sur la survie globale.
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Dans cette étude, I’expression de LRP1 n’avait pas de valeur pronostique dans les carcinomes

¢pidermoides pulmonaires [Meng].

Les données observées sur leur cohorte ont été confirmées dans cette méme étude au niveau
génique et protéique dans une cohorte indépendante de patients atteints d’adénocarcinomes

pulmonaires, comme montré dans la figure 19 ci-dessous issue du méme article.
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Figure 19 : Valeur pronostique de I’expression de ’ARNm et de la proteine LRP1 dans
les adénocarcinomes pulmonaires [Meng].

Courbe de survie de Kaplan Meier confirmant 1’impact positif de I’expression de ’ARNm de
LRP1 sur la survie globale dans une cohorte indépendante (A). Ces données sont confirmées
au niveau protéique (B).

Dans I’étude de Meng et al., les études immunohistochimiques réalisées dans 2 cohortes
indépendantes ont montré qu’alors que LRP1 est fréquemment sous-exprimé dans les cellules
tumorales, il était fréquemment surexprimé dans les fibroblastes du stroma. Des études
menées sur des fibroblastes embryonnaires de souris ont montrées que cette surexpression de
LRP1 dans les fibroblastes était associée a une diminution de la prolifération de 3 lignées
différentes de cellules de cancer du poumon (H460, H2347, et HCC4006) en co-culture.
L’adjonction de RAP, la protéine chaperone de LRP1 qui inhibe son activité in vitro,
confirmait I’'implication de LRP1. En effet, la prolifération des cellules tumorales en co-
culture n’était plus inhibée aprés adjonction de RAP [Meng]. Il semblerait donc que cette
surexpression de LRP1 dans les fibroblastes du stroma a pour rdle de controler la prolifération

des cellules tumorales.
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Dans une cohorte de 327 carcinomes hépatocellulaires, il a également été¢ observé une perte
d’expression immunohistochimique dans les cellules cancéreuses dans pres de la moitié des
cas et une plus faible expression dans les cellules cancéreuses comparé aux cellules du stroma
et aux cellules saines adjacentes [Huang]. Dans cette étude, comme pour les adénocarcinomes
pulmonaires, LRP1 était un facteur independant de mauvais pronostic pour la survie globale
et sans progression, comme illustré dans la figure ci-dessous issue de cette étude. Leurs
données ont été validées dans une cohorte indépendante. De plus dans cette étude, il a été
observé une corrélation négative entre 1’expression de LRP1 et de la MMP9 dans les cellules
cancéreuses. Le groupe avec sous-expression de LRP1 et surexpression de la MMP9 (groupe
IT de la partie C et D de la figure 20 ci-dessous) avait le plus mauvais pronostic et le risque de

récidive le plus élevé.
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Figure 20 : Valeur pronostique de LRP1 dans les carcinomes hépatocellulaires [Huang].
La signification pronostique a été évaluée par les analyses Kaplan-Meier et log-rank. Les
patients avec carcinome hépatocellulaire (CHC) exprimant faiblement LRP1 (LRP1"°Y)
avaient une survie globale (A) et sans récidive (B) plus courte. Les patients atteints de CHC
avec LRP1'°Y/MMP9"e" avaient le moins bon pronostic parmi les quatre sous-groupes (C et
D). Groupe 1 LRP1"g"/MMP9"e! (n = 56), groupe II LRP1'°%/MMP®"&h (n = 108), groupe III
LRP1"e"/MMP9'¥ (n = 103), Groupe IV LRP1°"/ MMP9"¥ (n = 60).
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Les études cliniques réalisées chez des patients atteints de deux types de carcinomes
différents : adénocarcinome pulmonaire et carcinome hépatocellulaire, s’accordent donc sur la
valeur pronostique péjorative de la sous-expression/perte d’expression de LRP1 dans les
cellules tumorales. Cette diminution d’expression dans les cellules cancéreuse peut étre
facilement recherchée en immunohistochimie en pratique courante. Si I’intérét pronostic de
LRP1 dans ces tumeurs se confirme, il pourrait, aprés définition de seuils précis, devenir un

biomarqueur utile pour la stratification du pronostic et donc pour la décision thérapeutique.

Dans une étude portant sur la détermination d’une signature d’expression génétique multi-
cancers, LRPI et d’autres génes (ESRI, PRKACA, JUN et SMAD?2) étaient au centre de
I’algorithme de connexion de 41 biomarqueurs de prédiction pronostique pour 11 types de
cancer différents (vessie, cOlon, sein, glioblastome, ORL, carcinome a cellules rénales a
cellules claires du rein, leucémie myéloide aigue, adénocarcinome pulmonaire, carcinome
¢pidermoide pulmonaire, carcinome séreux ovarien, carcinome endométrioide utérin)
[Martinez]. Cette signature génique était capable de discriminer les groupes de bon et mauvais
pronostic dans 11 types de cancers différents. La valeur pronostique isolée de LRP1 évaluée
par le Hazard Ratio était variable d’un type de cancer a I’autre, mais sans données précises
dans I’article. Les résultats de cette étude sont présentés dans la figure 21 ci-dessous extraite

de ’article.
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Figure 21 : Présentation du panel de biomarqueurs multi-réseau d’association clinique
(multi-NCA) identifié dans I’étude de Martinez-Lesdema E et al. [Martinez].

Le panel A montre les genes et le réseau identifié. La plupart des génes étaient connectés par
PRKACA, ESR1, LRP1, SMAD2 et JUN. Le panel B montre la valeur prédictive pour la
survie du biomarqueur multi-NCA (fractionnement de l'indice pronostique par la médiane)
dans les différents types de cancer. Le panel C représente 1'expression différentielle codée par
couleur des genes entre les groupes a risque. Un rouge plus foncé indique une plus grande
différence significative. Les échelles sont exprimée en -Logio du p du test t. Seules les valeurs
p <0,01 sont mises en surbrillance. Un violet plus foncé indique un Hazard Ratio plus
significatif dans le modele Cox. Les échelles sont exprimée en -Logio de la valeur Z de p.
Seules les valeurs p <0,05 sont mises en surbrillance.
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3.5 Thérapeutiques anti-cancéreuses utilisant ou ciblant LRP1

Actuellement, aucune stratégie thérapeutique ciblant directement LRP1 n’a été développée.
Seules des stratégies thérapeutiques utilisant LRP1 comme un récepteur cargo pour
transporter des agents de chimiothérapie au travers de la barriére hémato-encéphalique (BHE)
ont ét¢ développées. En effet, il a été démontré que LRPI est capable de médier une
transcytose bidirectionnelle au travers de la BHE de la protéine béta-amyloide dont
I’accumulation dans le tissu encéphalique est impliqué dans la maladie d’Alzheimer
[Pflanzner].

Cette capacité de LRP1 a médier le transport de molécules au travers de la BHE est donc un
outil précieux et attendu pour délivrer des agents de chimiothérapies auxquels la BHE était
jusqu’alors imperméable. Selon ce principe, une molécule nommée ANG1005 ou GRN1005 a
¢té¢ développée. ANG1005 se compose de trois molécules de paclitaxel conjuguées par des
liaisons ester a un peptide de 19 aminoacides 1’Angiopep-2. Ce nouvel agent chimique
traverse la BHE via une transcytose médiée par LRP1 [Bertrand] comme présenté dans la
figure 22 ci-dessous. Ce peptide Angiopep-2 qui est dérivé du domaine de Kunitz, un ligand
connu de LRP1, présente une importante capacité de transcytose au travers de la BHE in vitro
[Demeule]. Cette stratégie a montré son efficacité in vivo [Regina].

ANG1005/GRN1005 a été testée en phase I chez des patients atteints de gliomes de grade II a
IV évolutifs sous traitement [Drappatz] et chez des patients souffrant de métastatses
cérébrales de différents types de cancers (ORL, mélanome, sein, poumon,...) [Kurzrock]. Ces
é¢tudes ont donné des résultats prometteurs avec une bonne tolérance et une réponse
thérapeutique (stabilit¢é ou une diminution des lésions) chez 1/3 a la moitié des patients

[Drappatz, Kurzrock].
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Figure 22 : Principe d’action combinée de la molécule GRN1005 et de LRP1 [Drappatz].
A. Transcytose a travers la barriére hématoencéphalique. B. Absorbtion de GRN1005 dans
une cellules tumorale par un mécanisme d’endocytose.

Des études de phase II sont actuellement en cours chez des patients atteints de métastases
cérébrales de cancer du sein (ClinicalTrial ID NCT02048059 et NCT01480583) et de cancer
du poumon non a petites cellules (ClinicalTrials ID NCT01497665). Dans la cohorte de

patients atteints de métastases cérébrales (n=16), 10 ont montré une réponse thérapeutique
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selon les criteres RECIST 1.1 (diminution de la taille des 1ésions en imagerie) [Eisenhauer].
Plus de la moiti¢ des patients avaient des effets secondaires. Le plus fréquent était la
neutropénie fébrile chez 3/16 patients.

La molécule a été¢ récemment modifiée en conjugant ANG1005 a un peptide de pénétration
intracellulaire nommé TAT. Ce complexe ANG-TAT améliore la perméabilité intratumorale
[Li 2016]. Une autre étude a utilisé le systeme Angiopep2-LRP1 pour délivrer des nanotubes
de carbone chimiquement fonctionalisés dans le cerveau des souris [Kafa]. Ces 2 mode¢les

récents utilisant le couple Angiopep2-LRP1 n’ont pas encore été testés cliniquement.
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4. LRP1 et cancers du colon

Le role de LRP1 dans les cancers du colon a été tres peu étudié. Seules 3 études ont évaluées
son expression dans des échantillons d’adénocarcinome colique et de muqueuse colique saine
[Toquet, Obermeyer, Sakamoto]. Les études immunohistochimiques ont montrées que dans
les muqueuses coliques saines, LRP1 était exprimé par les cellules épithéliales dans tous les
cas (n=25). Une expression de LRP1 dans les cellules de la lamina propria a aussi été notée,
notamment dans les myofibroblastes (co-expression LRP1/actine musculaire lisse) [Toquet].

Dans les adénocarcinomes, 2 études immunohistochimiques ont évalué¢ 1’expression de LRP1.
Dans ces 2 études, un profil d’expression de LRP1 similaire a été¢ décrit, a savoir une forte
expression de LRP1 dans les cellules du stroma et une faible expression dans les cellules
adénocarcinomateuses [Obermeyer, Toquet]. En revanche, la description de 1’expression et
des proportions de cas exprimant ou n’exprimant pas LRP1 dans les cellules tumorales etaient
différents d’une étude a I’autre. Dans une étude, LRP1 était exprimé dans 7/25 cas (28%)
comparés a la muqueuse saine appariée et une perte compléte d’expression était observée dans
4 cas (16%) [Toquet]. Dans une autre ¢tude, seuls 6/50 cas (12%) montraient une expression
diffuse de LRP1 dans les cellules tumorales. Dans cette étude, il a été noté que dans 11/50 cas
(22%), DI’expression de LRP1 était inhomogeéne avec une expression présente au front

d’invasion et absente au centre de la tumeur [Obermeyer].

Concernant I’expression génique de LRP1, seules 2 études ont décrit son profil d’expression
dans les tissus coliques tumoraux [Obermeyer, Sakamoto]. Un faible nombre de cas ont été
examinés dans ces €tudes et le choix des tissus tumoraux (pourcentage de cellules tumorales
et de nécrose) ainsi que leur qualité n’étaient pas détaillés. Dans 1’'une de ces 2 études, le
niveau d’expression de ’ARNm de LRP1 était sous le seuil de détection dans 8/10 cas
[Obermeyer]. Dans la seconde étude, ’expression de LRP1 ¢était diminuée dans les
¢chantillons tumoraux comparés aux échantillons sains dans 2/20 cas seulement. Une
surexpression était observée dans 12/20 cas et une expression équivalente dans 6/20 cas

[Sakamoto].
Ces ¢tudes, ont évaluées des associations d’expression entre LRP1 et certains de ces ligands.

Il a été observé une association statistique entre la forte expression de LRP1 et I’expression de

uPA [Obermeyer], de Midkine (un facteur de croissance) et de RAP [Sakamoto]. Une co-

106



expression de LRP1 et de la Calréticuline (une chaperone impliquée dans le métabolisme
calcique) a été décrite dans les muqueuses coliques saines [Toquet]. Ainsi dans les muqueuses
coliques saines comme dans les adénocarcinomes, LRP1 interagit avec de nombreux ligands.
La forte expression de LRP1, peu fréquente dans le adénocarcinomes coliques, serait associée
avec une expression accrue de facteurs de croissance et de protéase extracellulaire. Le role pro
ou anti-tumoral de LRP1 dans les cancers du colon semble donc difficile a établir. D’un c6té
LRP1 est trés fréquement sous-exprimé dans les cancers par rapport aux muqueuses saines.
La perte d’expression semble donc €tre un avantage pour la cellule tumorale et LRP1 serait
donc plus un anti-oncogeéne. D’un autre coté, la forte expression de LRP1 dans les cellules
tumorales est associée a une forte expression de facteurs de croissances et de protéases, ce qui
confére un avantage pour la croissance, la survie et la migration de la cellule tumorale et donc
conférerai a LRP1 un rdle d’oncogene. Cependant, trés peu de ligands de LRP1 ont été
¢tudiés, de plus isolément, sans tenir compte des complexes moléculaires associés, comme le
complexe entre uPA et son inhibiteur PA-I. Les conséquences cellulaires de 1’expression/la

sous-expression de LRP1 dans les cancers colorectaux restent donc a définir.

L’association entre 1’expression de LRP1 dans les adénocarcinomes et des caractéristiques
cliniques ont été recherchées dans 2 études. Dans 1’'une d’elle, il a été observé que la perte
d’expression immunohistochimique de LRP1 survenait dans des adénocarcinomes de stades
plus avancés (stades III versus stade I et II de I’'UICC) [Obermeyer]. Dans 1’autre, aucune
association avec des caractéristiques cliniques ou morphologiques n’a été observée [Toquet].
Seulement les caractéristiques en question, en dehors du sous-type mucineux
d’adénocarcinome, n’étaient pas décrites. Le profil moléculaire des adénocarcinomes n’¢était
pas décrit dans ces 2 études. La valeur pronostique de LRP1 n’a a ce jour jamais été évaluée

dans les cancers colorectaux.
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But du travail

Comme nous venons de le présenter ci-dessus, LRP1 est un récepteur multifonctionnel qui
occupe un role central dans les rapports entre la cellule et son micro-environnement et dans de
nombreuses voies de signalisation. De part ces multiples fonctions, LRP1 joue un role
important dans la progression du cancer. En raison de sa multifonctionnalité, son réle n’est
pas toujours évident a appréhender et il varie d’un type de cancer a I’autre.

Dans plusieurs types de carcinomes non gynécologiques, 1’expression de LRP1 diminue dans
les cellules tumorales et augmente dans les cellules du stroma. Cette variation d’expression
différentielle entre le stroma et les cellules malignes semble favoriser la dissémination du
cancer. Le role pronostic de la baisse d’expression de LRP1 a été¢ avéré dans les
adénocarcinomes pulmonaires et les carcinomes hépatocellulaires. Dans le cancer du colon,
I’expression de LRP1 étudiée sur un petit nombre de cas semble ¢galement étre diminuée
dans les cellules tumorales et augmentée dans les cellules du stroma. Les associations
cliniques et la valeur pronostique de ces modifications d’expression de LRP1 dans les cancers
du colon n’ont jamais été étudiées. De plus, les mécanismes impliqués dans la régulation de

I’expression de LRP1 dans les cancers du colon ne sont a ce jour pas connus.

Le but de ce travail est de décrire I’expression de LRP1 dans les tissus coliques sains et
adénocarcinomateux dans une cohorte de patients et de déterminer les parametres clinico-

pathologiques et moléculaires associ€s a cette expression ainsi que sa valeur pronostique.

La premiere partie de ce travail (manuscrits 1 et 2) consiste en une validation méthodologique
de certaines techniques qui seront utilisées dans la partie principale du travail.

La seconde partie (manuscrit 3) est 1’é¢tude de ’expression de LRP1 dans les cancers coliques
ainsi que D’évaluation des paramétres clinico-pathologiques et moléculaires associés a
I’expression de LRP1 et la détermination de sa valeur pronostique. Dans ce travail nous
¢tudierons également certains mécanismes impliqués dans la régulation de I’expression de

LRP1 dans les cancers du c6lon.
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Seconde partie :

Resultats




Manuscrit 1

BRAFV600E Gene Mutation in Colonic Adenocarcinomas.
Immunohistochemical Detection Using Tissue Microarray and
Clinicopathologic Characteristics: An 86 Case Series.

Boulagnon C, Dudez O, Beaudoux O, Dalstein V, Kianmanesh R, Bouché O, Diebold MD.
Appl Immunohistochem Mol Morphol. 2016;24(2):88-96.
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Contexte scientifique

La recherche de mutation du géne BRAF est réalisée en pratique courante dans plusieurs
indications dont la principale est diagnostique dans les cas de cancer colorectal (CCR)
microsatellite instable (MSI). Dans cette situation, la mutation BRAFV600E permet de
distinguer les CCR sporadiques (MSI BRAF mutés) des CCR potentiellement héréditaires
entrant dans le cadre du syndrome de Lynch. La mutation BRAFV600E est présente dans 40 a
60% des CCR MSI sporadique et n’est pas retrouvée dans les CCR liés au syndrome de
Lynch [Boissiere-Michot, Domingo, Roth]. Le fait d’avoir un statut BRAF muté exclu donc le
sydrome de Lynch. En revanche si BRAF n’est pas muté, le CCR peut étre sporadique ou
héréditaire. Dans ce cas des analyses complémentaires peuvent étre réalisées comme la
recherche du phénotype hyperméthylateur (CIMP) ou la recherche de méthylation du
promoteur du géne MLHI. Cependant, ces analyses de méthylations ne sont demandées qu’en
seconde intention car (1) toutes les plateforme de biologie moléculaire frangaise ne disposent
pas de la technique, (2) cette technique nécessite idéalement des prélévement frais congelés
pour limiter le nombre de faux négatifs (10% environ) sur prélévement paraffinés [Boissiére-
Michot, Roth, Tournier]. Ces contraintes limitent donc sa recherche en pratique courante.

L’intérét de la recherche de mutation BRAFV600E pour la prédiction de la réponse aux
thérapies ciblées anti-EGFR est actuellement controversé [Dietel, Garcia-Alfonso, Rowland].
Cependant, plusieurs essais thérapeutiques ciblant cette protéine mutée ou visant
spécifiquement les CCR BRAF mutés sont en cours [Jones]. La recherche de mutation BRAF
peut donc étre réalisée en vue de I’inclusion de patient en protocoles thérapeutiques. De plus
dans les CCR métastatiques, la présence d’une mutation BRAF est un facteur indépendant de

mauvais pronostic [Chen KH, Shen].

Plusieurs techniques de biologie moléculaire sont disponibles pour déterminer le statut
BRAFV600E. Récemment, un immunomarquage spécifique de la proteine BRAFV600E
mutée a été développé. Cet anticorps utilis€é en immunohistochimie semble performant pour
screener le statut BRAFV600E dans les CCR [Boissiere-Michot, Roth].

Dans le cadre de notre travail nous avons évalué la faisabilit¢ et la performance de cet
immunomarquage sur des échantillons de CCR inclus dans des blocs de paraffine multi-

tissulaires : les Tissue MicroArray (TMA).
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Principaux résultats

L’immunomarquage (IHC) anti-BRAFV600E utilisant 1’anticorps BRAFV600E clone VEI a
¢été étudié sur 86 cas d’adénocarcinome coliques dont le profil moléculaire de BRAF, KRAS,

MSI ainsi que les caractéristiques cliniques et pathologiques était connus.

Vingt et un patients (24%) avaient des tumeurs BRAFV600E mutées et 65 avaient des
tumeurs BRAF sauvage (76%). L’IHC a classé 22 cas comme positifs, 60 négatifs et 4 ont été
considérés comme douteux en raison d'un marquage équivoque. Parmi les cas sans marquage
équivoque, 7 cas présentaient un marquage inhomogene avec dans 3 cas une variation
importante d'intensité entre les spots avec des zones négatives et positives. Aprés IHC sur la
coupe tissulaire complete des 4 cas équivoques et des 7 cas avec marquage hétérogene un
classement définitif a été obtenu pour 8 de ces 11 cas. L hétérogénéité de marquage persistait

dans 1/7 cas et la coloration équivoque dans 2/4 cas.

La comparaison entre I’'IHC sur TMA seul et les résultats de PCR en temps réel TagMan ont
montré une concordance parfaite pour tous les cas BRAFV600E négatifs et pour 20/22 cas
positifs. La sensibilité et la spécificité étaient respectivement de 95,2% et 92,3%. Le score
kappa entre IHC et PCR en temps réel était de 0,92 (excellent). Les cas faussement positifs
présentaient soit une hétérogénéité de marquage tumoral soit un marquage artéfactuel du
mucus dans une composante a cellule en bague a chaton. L’THC utilisant la section enti¢re des
cas avec marquage hétérogene ou équivoque a amélioré la sensibilité et la spécificité a 100%
et 95,4% respectivement.

L'accord inter-observateur était excellent: score kappa 0,83 [0,81-0,84].

Les CCR BRAF mutés étaient significativement plus fréquent chez la femme, chez des
patients plus agés, dans les cancers de localisation droite. Les adénocarcinomes mutés
BRAFV600E présentaient des caractéristiques histologiques distinctes a savoir une moins
bonne différenciation, une composante mucineuse ou festonnée plus fréquente et un stroma

plus souvent inflammatoire.
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Conclusion

L'immunomarquage spécifique de la mutation BRAFV600E peut étre utilisé sur TMA dans le
cadre de la recherche médicale pour évaluer simultanément et a moindre colit le statut
BRAFV600E de nombreux CCR. Pour les cas avec immunomarquage équivoque ou
hétérogene d’un spot a I’autre, une confrontation sur coupe tissulaire compléte est nécessaire.
A l'avenir, des techniques de référence moléculaire telles que le séquencgage pourraient étre
réservées aux cas douteux persistants. Les adénocarcinomes coliques BRAFV600E mutés ont
des caractéristiques cliniques et histopathologiques distinctes avec une morphologie festonnée
fréquente. La connaissance de ces caractéristiques pathologiques peut aider le pathologiste a

sélectionner les CCR pour tester la mutation BRAF.
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RESEARCH ARTICLE

BRAF'®%°F Gene Mutation in Colonic Adenocarcinomas.

Immunohistochemical Detection Using Tissue Microarray

and Clinicopathologic Characteristics: An 86 Case Series
Camille Boulagnon, MD,*t Oriane Dudez, BSc,* Olivia Beaudoux, MD, }§

Véronique Dalstein, Pharm.D, PhD,§|| Reza Kianmanesh, MD, PhD, Y
Olivier Bouche, MD, PhD# and Marie-Daniele Diebold MD*f

Abstract: The detection of BRAFY®™® mutation in colorectal
cancer has several clinical applications: enabling the discrim-
ination between sporadic and Lynch syndrome-related color-
cctal carcinoma, and providing warning of a poorer prognosis.
Few immunohistochemical studies using whole-tissue tumor
section staining have recently been performed on colorectal
cancer. The aim of this study was to evaluate the detection of
BRAFY*F mutation by immunohistochemistry (IHC) on tissue
microarray (TMA). IHC was performed with the BRAFYS™E.
specific antibody using TMA on a retrospective series of 86
colonic adenocarcinomas with known BRAFV*F status. THC
using BRAFV*“"“_specific antibody allowed to detect 20/21
BRAF“"F mutated colonic adenocarcinomas and 60/65 BRAF
wild-type cases. The staining was equivocal because of equivocal
staining in 4 cases and heterogeneity in 3 cases. When compared
with TagMan real-ime PCR, the sensitivity and specificity were
95.2% and 92.3%, respectively. Comparison with the whole
section immunostaining improved sensitivity to 100% and spe-
cificity to 95.4%. Furthermore, in this study we found that
BRAFY"F mutated colonic adenocarcinoma were significantly
more frequent in women, older patients, and right-sided.
Moreover, morphologic features significantly associated with
BRAFVSE mutation were: serrated adenocarcinoma subtype,
adenocarcinomas with a mucinous component, high histologic
grade, pushing margins, stromal inflammation. BRAFY*™E.
specific antibody can be used on TMA to screen BRAF-mutated
colorectal carcinomas. Cases with equivocal or heterogenous
staining must be compared with whole section staining. More-
over, BRAFY™F mutated colonic carcinomas have distinet
clinical and histopathologic features.
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RAF gene is commonly mutated in a variety of cancers.
The BRAF gene codes for the serine/threonine kinase
BRAF protein, which is an activator of the mitogen-acti-
vated protein kinase pathway. The mitogen-activated pro-
tein kinase pathway is a key regulatory pathway for cell
growth, proliferation, and apoptosis. More than 95% of
BRAF-mutated cases carry the V600E point mutation,
which results in constitutive tyrosine kinase activity. This
mutation is present in approximately 15% of all colorectal
carcinomas (CRC) and is closely associated with CpG is-
land methylator phenotype (CIMP-high) and high-level
DNA microsatellite instability (MSI-H) phenotype because
of hMLH] gene silencing by hypermethylation of its pro-
moter.! * BRAF mutations are virtually absent in MSI-H
hereditary CRC; on the contrary, the prevalence of BRAF
mutations is estimated to be significantly higher with a
frequency of up to 60% in sporadic MSI-H colorectal
cancer.'? Accordingly, the implementation of BRAF mu-
tation analysis in Lynch syndrome diagnosis has been
suggested for the exclusion of pduems from germline mis-
match repair gene mutation analysis.'' CRC with BRAF
mutation seems to have a peculiar morphology with ser-
rated or mucinous pattern more frequently found than in
BRAF wild-type CRC. BRAF mutation is an early event in
the serrated pathway and has been proved to be an in-
dependent marker of poor prognosis, whatever the MSI/
microsatellite stable (MSS) status.!2 17
Several methods have been used to detect BRAF mu-
tation in CRC: sequencing, real-time PCR, pyrosequencing,
melting curve analysis, TagMan allelic discrimination...
Each method has its own sensitivity, specificity, cost, and
turnaround time.'®!® Recently, the detection of the V600E
mutation with immunohistochemistry (IHC) using the
BRAFY"°F mutatlon—spec:ﬁc antibody, clone VEI has been
shown to be feasible in different types of cancer 1ncludm§
colorectal cancer and precursor lesions.'® 2 BRAF'*™
mutation-specific antibody does not cross react with other
types of BRAF-mutated proteins.'®?! Results vary among
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BRAF"*%° Immunohistochemistry
in Colonic Adenocarcinomas

the 6 recently pubhshed studies using VEI antibody as
BRAFY™E marker in CRC.!"* In half of them (3/6) the
correlation between IHC and molecular techniques was
perfect.2!2224 THC was performed on whole tumoral tissue
sections in all but one studies'? and the immunostaining was
mentioned as almost always uniform in all cases.

Therefore, it seemed interesting to test this im-
munostaining on tissue microarray (TMA) that allows
analyses of multiple tumors on the same slide sparing
money and time. Thus TMA technology is an interesting
tool for retrospective studies requiring screening
BRAFY*"F mutational status in large number of cases.

The aim of our study was to assess the feasibility
and performanoe of BRAF'*™  mutation diagnosis by
IHC on TMA in a retrospective series of sporadxc colonic
cancers previously genotyped for BRAF'°F, KRAS
mutation, and MSI status.

In parallel, the clinical and pathologic character-
istics of BRAFY*™F mutated tumors were compared with
those of BRAFY'™F wild-type tumors.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Eighty-six colonic ddenocarcmoma cases with pre-
vious established BRAF'*"* mutation status diagnosed
between 2006 and 2012 were retrieved from the Pathology
Department of the Academic Hosgxtal of Reims (France).
Determination of the BRAF'*™ mutation status had
been prescribed because either of MSI (with loss of
hMLH]1 and/or PMS2 immunohistochemical expression),
to discriminate sporadic MSI from Lynch syndrome or
before introducing anti-EGFR therapy in advanced
stages of CRC. Patients with Lynch syndrome CRC were
excluded from the current study. All cases underwent
surgical treatment in the Digestive Surgery Department of
the Academic Hospital of Reims. Clinical data were ob-
tained from the patient records.

Histology

All colonic adenocarcinomas were classified and
subtyped accordmg to The World Health Organization
(WHO) criteria outlined in 2010! and staged according to
the International Union Against Cancer 2009 guidelines.?
Histologic tumor dxﬁ'erennatlon was assed according to
the WHO criteria,! All slides were retrieved from the
archives of the Department of Pathology of the Academic
Hospital of Reims and were reviewed and classified by
2 pathologists (C.B. and M.D.-D.). For each case, 3 to 15
samples were available with a mean of 6 samples per
tumor. Different growth patterns were assessed and sem-
iquantified in all cases including mucinous, serrated, solid,
micropapillary, tubulopapillary, cribriform, comedo, and
signet-ring cell types. Adenocarcinomas with >50% of
mucinous component were classified as mucinous carci-
nomas and adenocarcinomas with >50% of signet-ring
cell component as signet-ring cell type adenocarcinoma
according to the WHO criteria. Furthermore, histologic
characteristics of serrated adenocarcinomas according to

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Tuppurainen et al* were: serrated architecture, abundant
eosinophilic cytoplasm, well-preserved nuclear polarity,
discernible nuclei with nuclear envelope condensation, and
necrosis < 10% were also searched. Adenocarcinomas
showing these architectural and cytologic characteristics
even focal (=10%), were classified as serrated ad-
enocarcinoma. Adenocarcinomas without specific subtype
pattern were classified as Not Otherwise Specified. The
inflammatory component of the stroma was qualitatively
evaluated. The type of tumor margins: pushing or in-
filtrative and the presence and histologic type of polyp
remnants adjacent to the carcinoma were also assessed.

TMA Construction

For each tumor a total of 6 cores of 2mm of dia-
meter were obtained from the same original paraffin-
embedded tumor block. Three cores were punched in the
center part and 3 cores at the invasive front of the tumor
to investigate whether there was a staining change de-
pending on punch localization. Then, the cores were
precisely arrayed into a recipient paraffin block using
Tissue Arrayer MiniCore 3 (Excilone, Elancourt, France).
The cores were spaced 3mm apart and in each recipient
TMA block 56 cores were inserted: 6 cores of 9 distinct
studied cases, 1 negative control and 1 positive control.

IHC

IHC was performed on 4-um-thick TMA sections
using: anti-BRAF"*F (mouse monoclonal, clone VEI,
1:50; Abcys Eurobio, Courtaboeuf, France) following the
manufacturer instruction; anti-hMLHl (clone G168-15,
1:25; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ); anti-hMSH2
(clone FEIl1, 1:100; Invitrogen, Paisley, UK); anti-
hMSHS6 (clone 44, 1:250; BD Biosciences); and anti-
PMS2 (clone EPR3647, RTU; Ventana Medical System,
Tucson, AZ) antibodies.

Immunostaining was performed with the BenchMark
XT automated slide stainer (Ventana Medical System). For
VE!l immunolabelling, after deparaffinization, the TMA
section was incubated with the Cell Conditioner 1 (EDTA,
pH 8.4) for 64 minutes, followed by preprimary peroxidase
inhibition and incubation with 1:50 diluted VEI antibody
at 37°C for 32 minutes. Then, the staining reaction was
performed by using the ultraView Universal DAB v3 Kit.
The counterstain and postcounterstain comprised hema-
toxylin and bluing reagent.

Three observers (C.B., M.-D.D., 0.D.) from the
same laboratory evaluated the immunostaining. The first
observer (C.B.) was considered to be trained for VEI
interpretation, the second observer (M.-D.D.) is an expert
in digestive pathology but was not trained for VEI in-
terpretation, and the third observer was a pathology
resident who was a beginner in IHC interpretation. At the
time of the immunostaining interpretation, the patholo-
gists were blinded to other pathologists’ diagnoses and
molecular biology results. For each tumor, results corre-
sponded to the global analysis of all available cores.
Staining was scored as positive, negative, equivocal, or
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not available as previously described.2’” Immunostaining

of adenocarcinoma cells was considered:.

e Positive when the staining was cytoplasmic, diffuse
with moderate to intense staining;

e Negative when there was no or faint cytoplasmic
staining;

e Equivocal when the staining was weak or intermediate
or heterogeneous positive and negative areas in the
same core or across the cores;

e Not available in cases of absence of tumoral cell in the
TMA core (Fig. 1).

In case of discrepancy between VEI immunosta
ining and TagMan results the immunostaining was
performed a second time on the TMA and on the whole
tumoral tissue section of the formalin-fixed, paraffin-
embedded (FFPE) donor block. BRAF'*™F TagMan
real-time PCR was also performed a second time. When
discrepancy persisted with a VE1+ /BRAF wild-type
situation, the BRAF gene was analyzed by Sanger
sequencing.

Molecular Analysis

Tumor DNA was extracted from FFPE tissues after
macrodissection of the highest adenocarcinomatous cell
density areas. Each sample analyzed contained at least
30% of tumor cells. DNA was extracted on Maxwell 16
Instruments automaton with Maxwell 16 FFPE Tissue
LEV DNA Purification Kit (all products from Promega
Corporation, Madison, WI).

BRAFY®™F mutation detection was assessed by al-
lelic discrimination using TagMan probes as previously
described.?® In brief, real-time PCR was performed in a
final reaction volume of 20 uL containing 10 puL of Tag-
Man Universal PCR Master Mix, 4.5 uL of nuclease-free
water, 500nmol/L primer and probe mix, and 5uL of
DNA solution. PCR was performed in MicroAmp optical
96-well plates with optical adhesive covers. Amplification
and detection were performed with an ABI prism 7500
sequence detection system (all products from Applied

Biosystems, Foster City, CA) using the following ther-
mocycling conditions: 95°C/10 minutes and then (92°C/
155, 60°C/1 min) for 40 cycles and analyzed with the 7500
version 2.0.1 software program.

KRAS gene mutation on codons 12 and 13 was
searched by pyrosequencing analysis using the Pyromark
Q96 kit ((giagen GmbH, Hilden, Germany) as previously
described.”®

The MSI status was determined by multiplex PCR
analysis of 5 mononucleotide markers (BAT25, BAT26,
MONO27, NR21, NR24) and 2 pentanucleotide markers
(PentaC and Penta D) using the MSI Analysis System kit,
version 1.2 (Promega Corporation) as previously de-
scribed. ™

Statistical Analysis

Interobserver agreement was evaluated by the x
statistics. The sensitivity was calculated as true positives/
(true positive + false negative) and the specificity as true
negatives/(true negative + false positive). Age was com-
pared between groups using the Mann-Whitney/Wilcoxon
test. Categorical variables were compared by Fisher
exact test. P values <(0.05 were considered statistically
significant. Statistical analyses were performed using Epi
Info statistical software version 3.5.4 (Center for Disease
Control and Prevention, Atlanta, GA).

RESULTS

Immunostaining With VE1 BRAFV6°F Mutation
Specific Antibody on TMA Results

Among the 516 adenocarcinoma cores, 468 (91%)
were available for IHC interpretation and at least 3 TMA
cores available for IHC interpretation in all the cases.
The median duration of FFPE block storage was 4 years
(1 to 7y).

Twenty-two cases were considered positive, 60
negative and 4 were considered equivocal because of
equivocal staining. The immunostaining pattern: negative,

FIGURE 1. Different intensities and patterns of staining with BRAF mutation-specific VE1 antibody and scale of IHC interpretation
(insets: x 2.5 and x 20): (A). unequivocal positive staining; (B) weak staining, considered negative; (C) intermediate equivocal

staining, considered equivocal. | <
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FIGURE 2. Example of heterogeneous staining across cores of the same tumor block (case #24), magnification: x 2.5 and x 20
insets: (A) faint staining in a cribriform area of the tumor, scored negative. B, Moderate staining in a tubulopapillar area of the

same tumor, considered positive. "<

equivocal, or positive was diffuse and homogeneous
in 79 cases. In the 7 heterogeneous cases 3 had significant
staining intensity variation across cores from the same
tumor block with negative and positive areas (Fig. 2).
Two of these 3 cases were considered positive because
positive areas predominated (4/6 cores in each case). The
third case was considered negative because of the
predominance of negativity (5/6 cores). In these cases,
the staining pattern remained unchanged after multiple
runs of IHC on TMA and donor blocks. In the 4
remaining heterogeneous cases a slightly lower intensity
was observed on invasion front cores, which was ignored.

Nonspecific immunolabeling of adenocarcinoma
cell nuclei or stromal cells was observed in 4 and 11 cases,
respectively.

The 4 equivocal and 3 heterogeneous cases were
compared with the whole tumoral tissue section im-
munostaining. After comparison, 3 cases remained doubt-
ful because of a persistent heterogeneity in one of the 3
heterogeneous cases and because of persistent equivocal
staining in 2 of the 4 equivocal cases. The persistent hete-
rogeneous case was a mucinous adenocarcinoma. In this
case, heterogeneity was partly related to a specific intra-
cellular mucin immunolabelling. The median duration of
storage of these equivocal case corresponding blocks was
not different from the others. There was no difference of
staining intensity levels between the TMA blocks. The
heterogeneous or weak stained cases were distributed into
different TMA blocks (Table 1).

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

The interobserver agreement was excellent: kscore
0.83 (0.81 to 0.84). The between observer discrepancies
were due to equivocal cases that were more frequent for
the 2 untrained observers. There was no positive/negative

discrepancy.

Comparison of IHC and TagMan Results

Comparison between IHC using TMA only and
TaqMan real-time PCR results showed a perfect con-
cordance for all VEl-negative and for 20/22 VE1-positive
cases. The sensitivity and specificity were 95.2% and
92.3%, respectively. The x score between IHC and
TagMan real-time PCR was 0.92 (excellent).The IHC
TMA slide of the IHC + /TagMan — cases were assessed a
second time to understand discrepant results. These
2 cases were first considered positive despite significant
staining heterogeneity because the vast majority of
tumoral cells (> 80%) showed an unequivocal moderate
staining. IHC on whole section was considered negative in
one of these 2 cases and equivocal because of important
staining heterogeneity in the second case.

Comparison between IHC using the whole section
and TagMan real-time PCR results improved the sensi-
tivity and specificity to 100% and 95.4%, respectively.
It has to be mentioned that all persistent equivocal cases
corresponded to BRAF wild-type tumors.

Molecular results of the equivocal cases remained
unchanged after the second TagMan PCR analysis and
BRAF gene sequencing.
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TABLE 1. Details of BRAF"5%® Immunohistochemistry Staining Pattern in the Heterogeneous and Equivocal Cases

Years of Blocks IHC TMA IHC Whole Section = TagMan Real-Time

Cases TMA Storage Score TMA [HC Pattern Score PCR Sequencing

3 3 7 Negative Heterogeneous faint staining Negative wt

22 14 5 Positive Heterogeneous moderate Negative wt
staining

24 8 5 Positive Heterogeneous moderate Doubtful wt wt
staining (heterogenous)

45 10 4 Doubtful Equivocal staining Negative wt

55 2 3 Doubtful Equivocal staining Positive V600E

64 9 2 Doubtful Equivocal staining Doubtful {equivocal) wt wt

86 8 I Doubtful Equivocal staining Doubtful {equivocal) wt wt

THC indi histechemistry; TMA, tissue microarray; wit, wild-type.

Detailed resuits of the equivocal IHC cases are
given in Table 1 and IHC/molecular results are given
in Table 2.

Patient and Pathologic Characteristics

The 86 cases involved 47 men and 39 women with a
mean age of 69 years (43 to 92y). The tumor localization
was proximal in 47 cases and distal in 39 cases.

Patient Characteristics and BRAF"*"’% Mutation

Twenty-one patients (24%) had BRAF"*"F mutant
tumors and 65 had BRAF wild-type tumors (76%).
Fourteen of the 21 BRAF'*"F mutated cancers occurred
in female patients. The proportion of female patient in
this group was significantly higher than in the BRAF
wild-type group (14/21, 68% vs. 25/65, 38%: P = 0.02).

Patients with BRAF'*"F mutated cancer were older
than patients with BRAF wild-type tumor (mean age 75
vs. 67y, P = 0.005).

Clinical follow-up was available in 74/86 patients.
Advanced stages and metastases emergence during fol-
low-up were more frequent in the BRAFV*™F wild-type
group. Detailed clinicopathologic characteristics are
summarized in Table 3.

Tumor Characteristics and BRAF"*"’F Mutation

Colonic adenocarcmoma was more frequently right-
sided in the BRAF'*"F mutated group (19/21 vs. 28/65;
P < 0.001) and more frequently left-sided in the BRAF
wild-type group (37/65 vs. 3/21).

Most of the tumors (50 cases) corresponded to well
to moderately differentiated Not Otherwise Specified ad-
enocarcinomas that were BRAFY*"F mutated in 4 cases

(3 MSS/1 MSI-H) and BRAF'“F wild-type in the 46
remaining cases (34 KRAS mutated/MSS and 12 KRAS
wild-type/MSS).

Among the histologic subtypes of adenocarcinomas
11 cases corresponded to serrated adenocarcinomas, 11
cases were mucinous carcinomas, 2 were comedo-type
adenocarcinomas and 1 was a signet-ring cell adeno-
carcinoma.

BRAFY*E mutated adenocarcinomas showed dis-
tinct histologic characteristics (Fig. 3).

The serrated adenocarcinoma subtype was sig-
nificantly more frequent in the BRAF"*"°F mutated group
(P = 0.02). It has to be underlined that the serrated pat-
tern was alwz%o s focal.

BRAFY™ .mutated adenocarcinomas were more
frequently poorly differentiated (P = 0.01). A mucinous
component (< 50% of tumor surface) was most frequently
encountered in BRAF'F mutated adenocarcinomas but
mucinous adenocarcmoma was not significantly more fre-
quent in BRAFV*°F mutated group.

The signet-ring cell type and the 2 comedo-type
adenocarcinomas were MSS/BRAF wild-type.

Stromal inflammation was more frequently encoun-
tered (P = 0.01) in BRAF'*F mutated adenocarcinomas.
The inflammatory infiltrate was most often rich in
neuu'ophlls A predommant lymphocytic infiltrate was
observed in 3 BRAF'*"F mutated adenocarcinomas.

Molecular Characteristics and BRAF"*"’F Mutation
Status )
In the BRAFY*’F mutated group (n = 21):
e 16 cases (76%) were MSI-H with IHC loss of MLHI
and PMS2 expression and
e 5 were MSS.

TABLE 2. Comparison of BRAFY6?°t Immunohistochemistry Using TMA and Whole Tissue Section and BRAF¥4°f TagMan PCR

Results
TMA + TMA — TMA Doubtful WhS + WhS - WhS Doubtful
BRAFY*™ " mutated (n = 21) 20 0 1 21 0 0
Equivocal
BRAFY™* wild-type (n = 63) 2 60 3 0 62 3
heterogenous Equivocal 2 equivocal/]l heterogeneous

TMA indicates tissuc microarray; WhS, whele section.
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TABLE 3. Comparison of Clinicopathologic, Histologic, and Molecular Features Between BRAF'°%F Wwild-

Type and Mutated Colonic Adenocarcinomas

BRAF wt (n = 65) BRAF"*™" (n = 21) P

Sex (M/F) 40/25 7/14 0.02¢
Mean age at cancer diagnosis (y) 67 (43-92) 75 (60-86) 0.005t
Tumor location (right/left) 28/37 19/3 < 0.001*
Stage

I 3 2 0.0081

I 16 9

I 19 3

v 27 2
Vascular invasion 35 10 NS*
Perineural invasion 28 9 NS*
Metastasis emergence during follow-up 34 (57 available) 4 (17 available) 0.009*
Histologic grade (low/high) 53/12 11/10 0.01*
Mucinous adenocarcinoma 7 4 NS*
Serrated adenocarcinoma 5 6 0.02¢
Remnants polyps

Conventional adenoma 20 5 NS*

Serrated adenoma 4 0
Tumor margin (pushing/infiltrative) 27/38 14/7 0.008*
Stromal inflammation > 10% of tumor surface 15 11 0.01*
Necrosis > 10% of tumor surface 7 5 NS§*
Mucinous component > 10% of tumor surface 22 14 0.008*
THC loss of PMS2 and MLH]1 expression 4 16 < 0.001*
MSI-H 4 16 < 0.001*
KRAS mutated 44 0 < 0.001*

*Fisher exact test.
tMann-Whitney test.
NS indicates not significant (P > 0.05).

In the BRAFY*™F wild-type group (n = 65):
43 cases (66%) were MSS/KRAS mutated;
18 (28%) were MSS/KRAS wild-type;
1 was MSI-H with IHC loss of MLH] and PMS2
expression/ KRAS mutated; and
e 3 were MSI-H with IHC loss of MLHI1 and PMS2

expression/KRAS wild-type.

The proportion of MSI-H tumors in the BRAF"'°F

mutated group was significantly higher than in the BRAF
wild-type group (P < 0.001)

DISCUSSION

Detection of BRAF'™°* mutation in CRC usin
VEI IHC has been recently reported in 6 studies.!® 2
Different reagents, immunostaining protocols, and scor-
ing systems were used. IHC was performed on whole
tumoral sections in all but one of these studies. In our
study using TMA, IHC was equivocal because of weak
staining in 4 cases. Comparison with the whole section
immunostaining allowed to restore 2 of these 4 unin-
terpretable cases. The 2 remaining equivocal cases were
found to be BRAFY*"E wild-type with TagMan allelic
discrimination and Sanger sequencing techniques.

No weak staining was observed in the studies using
the mouse monoclonal hybridoma supernatant.2%2! In
contrast, a weak staining was noticed in 3 of the 4 studies
using the purified commercially available mouse mono-
clonal antibody (19/264, 12/52, and 2/14 cases, re-
spectively) and was responsible of 3 faise-negative cases in
the second one.'%>%4
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In our study a staining heterogeneity across cores
was significant in 3 cases only making their classification
difficult and leading to false-positive IHC results in 2
cases. These 2 false-positive cases had 4/6 cores positivity.
In other words, in these case only 60% of tumoral surface
were stained with zonal distribution. This staining pattern
persisted on whole section in only 1 case which showed a
specific mucin staining (gobiet cell). In the 6 previous
studies the immunostaining was considered homogeneous
in almost all cases. Capper et al®® observed a loss of
staining in electrocoagulated, necrotic, and prenecrotic
areas of BRAF ™ mutated CRC. In the study usin%
TMA, no heterogeneity across 2 cores was reported.'
Two signet-ring cell adenocarcinomas among 68 CRC
cases showed heterogenous positive pattern due to a
specific mucin staining. These cases were considered
negative. A slight unexplained heterogeneity was reported
in 2 other studies in 11/49 and 4/14 positive cases,
respectively,?22* and in one of them a proportion of at
least 70% of nonquivocal staining of tumoral cells was
considered positive.* Thus, if the 70% staining positivity
cut-off had been applied in our series, no false-positive
case would have been found. However, this cut-off of
positivity may generate false negativity or positivity
by using TMA techniques or small biopsies samples
because sampling could select the negative or weak
stained areas.

In our study 6 cores were used: 3 in the center part
of the tumor and 3 at the invasive front. There was only a
slight staining difference between center part and invasive
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FIGURE 3. Morphologic characteristics of colonic adenocarcinomas according to BRAF6%%F mutation status. A and B, Two cases
of BRAF'5°**-mutated adenocarcinoma classified as serrated adenocarcinomas, HPS stain (A: x 10, B: x 40). C and D, Two cases of
BRAFV6®E wild-type adenocarcinomas, HPS stain, magnification: x 20. C, Cribriform pattern; (D) tubulous pattern with loss of

nuclear polarity in both cases.

front of the tumor which did not change results. Hetero-
geneity across cores was problematic in only 2 cases
among 86 (2.3%). Sensitivity and specificity results would
not have changed if only replicates had been used. Thus in
retrospective studies using BRAF VEI antibody, <6
cores may be sampled. A comprehensive study de-
termined that for most studies at least 4 TMA cores are
recommended.’!

In our study when IHC using TMA results was
compared with TagMan real-time PCR, the k score was
0.92 (excellent), and the rates of sensitivity and specificity
were 95.2% and 92.3%, respectively. Comparison of the 4
equivocal and 3 heterogenous cases with immunostaining
on the whole section improved IHC/TagMan con-
cordance allowed to correct IHC results in 4/7 cases.
Thus, sensitivity and specificity reached 100% and 95.4%,
respectively. In 3 of the 6 previous studies, sensitivity and
specificity were perfect.2!222% One study found only 1
discrepant result VEI+ /BRAF wild-type of 91 cases.?’
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Numerous weak-stained cases were responsible of poor
sensitivity and specificity (71% and 74%, respectively)
but the specificity increased to 100% if weak staininﬁ
cases were considered negative in one other study.
Likewise in our study, if equivocal and heterogenous
TMA cases had been considered negative a perfect con-
cordance between immunostaining in 2 steps and mole-
cular biology could have been obtained.

BRAF'*™E mutation detection by IHC using VEI
antibody was studied on TMA in other types of tumor.
Applied to melanomas, 1 study of VEI IHC using TMA
technique with 3 punched cores noticed 7.2% of equivo-
cal staining, leading to exclusion of these cases and al-
lowing a perfect concordance between IHC and molecular
techniques.'® Another study of the same group, reported
1 eguivocal and | heterogenous staining case of 67 cas-
es.2’ The heterogeneous case was BRAF'“F mutated
and showed in and among cores staining heterogeneity. In
1 study of VEI IHC using TMA technique on serious
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ovarian tumors with 6 punched cores the immunostaining
was homogeneous across the different cores of the same
case, but 3 of the 23 BRAF'*°F mutated cases had an in-
core heterogeneous staining pattern.*? The reason of such
heterogeneity was unknown.

In our study, the interobserver agreement was ex-
cellent with a x score of 0.83. Discrepancies were due to
equivocal cases more frequent for the 2 untrained ob-
servers. There was no positive/negative discrepancy. In 2 of
the previously mentioned studies of VEI immunostaining
in CRC 2 to 3 observers analyzed the immunostaining with
perfect interobserver concordance.22* The experience of
VEI] immunostaining interpretation of the observers was
not precised. One study of VEI IHC using TMA technique
performed on melanomas compared IHC results between 7
different observers from 3 different countries with different
training experiences of VE] immunostaining interpretation.
The interobserver agreement was excellent with a x score of
0.81.27 Once again, discrepancies were due to the highest
proportion of equivocal cases ranked by the pathologists
untrained to VEI immunolabelling interpretation.

The exact place of BRAFY*F mutation detection by
IHC in CRC is currently not defined. Given the fast turn-
around time and lower cost, Colomba et al'® encouraged
the use of IHC as the initial method for BRAF"**F mu-
tation screening in melanoma with molecular techniques
reserved for cases with uninterpretable or negative IHC
findings. IHC provides a good option for detecting muta-
tional status in cases not amenable to molecular testing
because of a too low quantity or proportion of tumor
cells.'*2"* The limit of IHC is the detection of the V600E
mutation exclusively.!$202! However, the other types of
BRAF mutation are rare in CRC.2!

In our study, BRAFV*E mutated colonic adeno-
carcinomas had peculiar clinicopathologic characteristics.
BRAFY*F mutation was significantly more frequent in
women, in older patients, and tumors were more often
localized in the right colon (P < 0.05) as observed
in previous studies using either molecular test or VEI
antibody IHC.* 6.202!

Morphologic features associated with BRA
mutation were: serrated adenocarcinoma subtype, pres-
ence of a mucinous component > 10% of tumor surface,
high histologic grade, pushing margins, and stromal
inflammation (P < 0.05). This associated BRAF "%
mutation morphologic characteristics had been high-
lighted in previous studies.* 6202

A recent experimental study in mice showed the key
role of BRAF'*F mutation in serrated pathway to CRC. All
mice with overexpression of the V637 mutant BRAF protein,
ortholog of the human V600E mutant BRAF protein de-
veloped intestinal and colonic dysplasia with a pattern re-
sembling the neoplastic serrated lesion architecture in all mice
which progressed to invasive carcinoma in 12% of cases.”

In conclusion, BRAFY*°E mutation-specific anti-
body VEI can be used on TMA in retrospective series to
screen BRAF-mutated CRC with a minimum of 4 cores
for an optimal sensitivity and specificity. In our study
unequivocal positive or negative stainings correlated

NGOOE
/2
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almost perfectly to BRAF'*F molecular status. Cases with
equivocal or heterogeneous staining benefited from com-
parison with the whole section immunolabeling, which im-
proved sensitivity and specificity. In the future, molecular
reference techniques, such as sequencing, should be reserved
for the persisting equivocal cases.
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Contexte scientifique

En dépit des progrés dans le dépistage, le diagnostic et le traitement, le cancer colorectal
(CCR) est le troisieme cancer en terme de fréquence et le quatrieme cancer le plus mortel
[Bosman 2014, Globocan 2012]. Actuellement, la classification TNM est la seule
classification utilisée pour décider du traitement des patients et évaluer ces traitements dans
des groupes de patients homogenes. Cependant, cette classification est trés mauvaise pour la
prédiction pronostique des patients avec un CCR de stade intermédiaire (II et III) [Cancer.org,
SEER]. D’autres indicateurs pronostiques sont donc nécessaires pour guider le traitement de
fagon optimale. Parmi les altérations moléculaires décrites dans les CCR, l'instabilit¢ des
microsatellites (MSI) est le seul marqueur moléculaire pronostique qui est utilisé pour

moduler la décision thérapeutique [TNCD1].

Les analyses d'expression génique différentielle entre la tumeur et le tissu normal ont
contribu¢ a une meilleure compréhension de 1'interaction entre les génes surexprimés ou sous-
exprimés et les voies affectées dans la cancérogenese colorectale. Ces analyses ont abouti a
une foule de données d'expression d'ARN accessibles a tous sur des plateformes publiques
utilisées pour identifier des signatures d’expression génique prédictives d’une réponse aux
traitements ou d’un meilleur/moins bon pronostic ou d’un risque acrru de récidive [Dalerba].
Pour ces études utilisant I’ARN extrait des tissus frais congelés, il est important que I’ARN
soit d’excellente qualité afin de ne pas fausser les résultats. En effet, ’ARN est rapidement
dégradé dans les tissus. L'utilisation d'un ARN dégradé conduit a des résultats de
quantification incorrects et peu reproductibles [Simeon-Dubach]. La qualité de I’ARN peut
étre évaluée par des indicateurs d'intégrité de 'ARN tels que l'index de qualit¢ de I'ARN
(RQI) [Denisov]. Ces indicateurs de qualit¢é permettent une meilleure sélection des
¢chantillons tissulaires pour les analyses d’expression génique. L'identification des parametres
qui pourraient influencer la qualité de I'ARN semble essentielle pour améliorer les procédures

garantissant la meilleure qualité d'ARN de ces biospecimens.

Dans les cancers colorectaux, peu d’études ont évaluées la qualité de I’ARN des échantillons
tissulaires sains et tumoraux. De plus, les parameétres qui pourraient influencer la qualité des
ARN des tissus coliques ne sont pas connus. L'objectif de cette étude était de rechercher
parmi les facteurs cliniques, histopathologiques et moléculaires ceux qui pourraient

influencent la qualité de I'ARN des tissus de coliques sains et adénocarcinomateux apparié€s.
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Principaux résultats

Le RQI a été évalué sur 241 échantillons frais congelés d’adénocarcinomes coliques et 115
muqueuses coliques saines appariées issus de notre Tumorotheéque.
La qualit¢ de ’ARN évaluée par le RQI était significativement meilleure dans les tissus

adénocarcinomateux comparées aux tissus sains.

Dans les tissus coliques sains, parmi les parametres étudiés : age, sexe, site anatomique, type
de chirurgie, approche chirurgicale, durée de l'ischémie froide, poids de 1'échantillon, durée de
stockage, aucun n’avais d’influence sur la qualit¢ de I’ARN. L'examen histologique a
confirmé que tous les échantillons étaient de la muqueuse colique normale sans contamination

par du tissu adénocarcinomateux.

Dans les tissus adénocarcinomateux, la qualité de I’ARN était significativement meilleure
dans les adénocarcinomes du colon gauche que dans les adénocarcinomes du cblon droit, en
cas de chirurgie ouverte par rapport a la chirugie laparoscopique et en I’absence de survenue
de complication post-opératoire comme un lachage anatomotique. De plus, les échantillons
avec un ratio cellules malignes / cellules stromales élevé avaient des ARN de meilleure
qualité, quelle que soit le type de cellules stromales. Les autres parameétres étudiés,
notamment la durée d’ischémie froide, ainsi que I’expression immunohistochimique de
marqueurs d’ischémie (HIF-1 o) ou d’apoptose (caspase 3 clivée), n’avaient pas d’influence
sur la qualité de I’ARN des échantillons d’adénocarcinomes coliques.

Le contrdle histologique a révélé que 4 échantillons (1,7%) n'étaient pas adénocarcinomateux
mais correspondaient a des reliquats adénomateux et que 15 échantillons (6,2%) étaient
presque enticrement contaminés par du tissus sain. Ainsi, 7,9% des échantillons n'étaient pas
appropriés pour les analyses moléculaires en raison d’un défaut d'échantillonnage. Si I’on se
conforme aux criteres exigés par The Cancer Genome Atlas (TGCA) (>60% des cellules
malignes et >20% de nécrose), dans notre cohorte, seulement 59/241 cas (24,4%) pouvaient

étre considérés comme histologiquement appropriés pour les analyses moléculaires [TCGA].

Nous avons ensuite validé la capacité¢ du RQI a évaluer la qualité de I’ARNm en confrontant
les résultats de RQI avec le ratio 5°/3° de ’ARNm. Nous avons de plus confirmé que la
qualité de I’ARN influencgait les résultats de PCR quantitative des geénes de ménages qui
permettent la normalisation des résultats d’expression génique. De ce fait la qualit¢ de I’ARN

influence les résultats de quantification d’expression génique.
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Conclusion

La qualit¢ de I'ARN des adénocarcinomes coliques semble étre influencée par certains
parametres cliniques et chirurgicaux, contrairement aux tissus coliques normaux sans que 1’on
puisse en expliquer la raison. Ces parameétres ne sont pas controlables par les pathologistes qui
prélevent les échantillons destinés aux biobanques.

Le controle microscopique des échantillons tumoraux avant analyse moléculaire est
indispensable afin, d’une part de s’assurer que le tissue analysé est bien tumoral, et d’autre
part qu’il contient suffisamment de cellules tumorale pour réellement refléter I’expression

génique des cellules tumorales.
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Abstract

Medical research projects become increasingly dependent on biobanked tissue of high
quality because the reliability of gene expression is affected by the quality of extracted
RNA. Hence, the present study aimed to determine if clinical, surgical, histological, and
molecular parameters influence RNA quality of normal and tumoral frozen colonic tissues.
RNA Quality Index (RQI) was evaluated on 241 adenocarcinomas and 115 matched normal
frozen colon tissues collected between October 2006 and December 2012. RQI results
were compared to patients’ age and sex, tumor site, kind of surgery, anastomosis failure,
adenocarcinoma type and grade, tumor cell percentage, necrosis extent, HIF-1a and
cleaved caspase-3 immunohistochemistry, and BRAF, KRAS and microsatellites status.
The RQI was significantly higher in colon cancer tissue than in matched normal tissue. RQI
from left-sided colonic cancers was significantly higher than RQI from right-sided cancers.
The RNA quality was not affected by ischemia and storage duration. According to histologi-
cal control, 7.9% of the samples were unsatisfactory because of inadequate sampling. Bio-
banked tumoral tissues with RQI >5 had lower malignant cells to stromal cells ratio than
samples with RQI <5 (p <0.05). Cellularity, necrosis extent and mucinous component did
notinfluence RQI results. Cleaved caspase-3 and HIF-1a immunolabelling were not corre-
lated to RQI. BRAF, KRAS and microsatellites molecular status did not influence RNA qual-
ity. Multivariate analysis revealed that the tumor location, the surgical approach
(laparoscopy versus open colectomy) and the occurrence of anastomotic leakage were the
only parameters influencing significantly RQI results of tumor samples. We failed to identify
parameter influencing RQI of normal colon samples. These data suggest that RNA quality
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of colonic adenocarcinoma biospecimens is determined by clinical and surgical parameters.
More attention should be paid during the biobanking procedure of right-sided colon cancer
or laparoscopic colectomy specimen. Histological quality control remains essential to con-
trol sampling accuracy.

Introduction

Despite advances in screening, diagnosis, and treatment, colorectal cancer (CRC) is the third
most common cancer and the fourth-leading cause of cancer death worldwide [1,2]. Pathologi-
cal staging is the only prognostic classification used in clinical practice to select patients for
adjuvant chemotherapy [3]. However, the histoclinical parameters apprehend only poorly the
heterogeneity of disease and are insufficient for recurrence and prognostic prediction in an
individual patient [4]. Genetic and genomic analyses of colorectal adenocarcinomas uncovered
a number of germline and somatic keys mutations that drive tumorigenesis at a molecular level
along the tumor progression [5-7]. Among the molecular markers that have been extensively
investigated for CRC characterization and prognosis, microsatellite instability (MSI) is the only
marker that was reproducibly found to be a significant prognostic factor in CRC [8,9]. Molecu-
lar research on CRC aims to identify markers involved in tumor progression, leading to a better
understanding of the carcinogenesis process, discovering new prognostic markers and novel
therapeutic targets. The gene expression profiling analysis with microarray technology shows
great potential in cancer research and medical oncology, mapping simultaneously the expres-
sion of thousands of genes in a single tumor sample and giving a measurement of articulated
genes expression patterns [10,11]. This type of study requires high quality biospecimens. Thus,
fresh-frozen tissue is the favored biospecimen because it produces a high yield and high quality
of nucleic acids compared to formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue biospecimen in
which nucleic acids are fragmented [12,13]. Moreover validated protocols for genomic and
expression profiles studies on FFPE material are not yet available [14,15].

A human tissue Biobank is a biorepository that accepts, processes, stores and distributes
biospecimens. It associates data for use in research and clinical care [16]. Biobanks can provide
researchers a reliable and organised source of human tissue for RNA-based analysis. RNA
integrity is of utmost importance when applications involve RNA quantification for gene
expression studies such as RT-PCR and cDNA microarray. RNA is highly susceptible to degra-
dation, thus careful and standardized handling procedure to preserve RNA quality of the bios-
pecimens is needed in tissue bank [17,18]. RNA integrity indicators such as the RNA quality
index (RQI) are commonly used in Biobanks as an objective and reproducible RNA quality
control [17,19]. The RQI score is similar to another widely used RNA quality indicator: the
RNA Integrity Number (RIN) [20-22]. The RQI and RIN are numerical representation of elec-
trophoretic measurements of the whole RNA integrity. These numerical scales are comprised
between the most degraded RNA score: 1 and the most intact RNA score: 10. In several studies,
RNA with a RQI/RIN <5 were considered as not reliable for further analyses, whereas gene
expression analysis needs imperatively RNA with a RQI/RIN >7 [18,22]. Using degraded RNA
leads to incorrect and hardly reproducible quantification results, both in microarray experi-
ments and real-time PCR. Lack of reproducibility in various studies raises concern about varia-
tion in quality of tissues used for such studies [23,24].

In recent years, considerable attention was given to the influence of preanalytic effects on
biospecimen quality. The preanalytical phase summarizes all procedures at various stages—
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from tissue sampling to gene expression analysis-that may potentially affect the quality of the
sample hence the experimental results and their reproducibility [23,25-28]. As a consequence
it is now recommended that researchers using biospecimens ensure that key preanalytical vari-
ables (BRISQ Tier 1 items) from the Biospecimen Reporting for Improved Study Quality
(BRISQ) guidelines are available [23,27]. Knowledge of these key variables can improve repro-
ducibility and homogeneity of studies using biospecimens. However, the real impact of some
parameters on RNA quality such as: the kind of surgery, cold ischemia duration, storage tem-
perature and duration, is actually unknown or controversial.

Histological control of stored tissue is also a crucial step prior to embarking on time-con-
suming, labor-intensive, and costly projects. Approximately 10% of the frozen samples are
unsuitable for a molecular analysis mainly because of tissue sampling inadequacy (no tumor or
insufficient quantity of malignant cells) [29]. According to the literature, the most important
parameters controlled by the histological analyses are tumor cells amount and necrosis extent
[28,29]. However, the relationship between histological parameters such as tumor type, malig-
nant/stromal cells percentage, type of stromal cells, necrosis extent and the RNA quality
remains unknown. Moreover, immunohistochemical markers canditates to be related to RNA
quality are not yet studied.

According to the literature, RNA integrity from gastrointestinal tract tissues and particularly
colonic tissue is of significantly lower quality compared to other organs [17,26]. Therefore
identification of parameters that could influence RNA quality seems essential to improve pro-
cedures ensuring the best RNA quality of such biospecimens.

The aim of this study was to search among clinical, histopathological, and molecular factors
those influencing RNA quality of adenocarcinomatous and matched normal colon tissues.

Materials and Methods
Population studied

The study was conducted on tumoral and non tumoral colonic tissues sampled on colectomies
received at the Pathology Department of Reims University Hospital (France) for histological
diagnosis from October 2006 to December 2012 and stored in the Tumorothéque de Cham-
pagne Ardenne Biobank. The patients had not been treated with chemotherapy or radiotherapy
before surgery. The study was performed in accordance with the ethical standards laid down in
the Declaration of Helsinki. Written patients’ consent for biobanking and biospecimen use was
obtained in all cases. Approval had been obtained from the Tissue Bank Management Board
(Autorization number DC-2008-374) for the study.

Clinical data and preanalytical variables including age at surgery, sex, tumor site, cold ische-
mia time, and KRAS, BRAF, MSI molecular status were obtained from the Tumorothéque de
Champagne Ardenne Biobank database and the patients” medical records. Tissue cold ischemia
time referred to the time from tissue excision to snap-freezing [27].

A total of 241 colonic adenocarcinoma tissue samples and 115 matched normal colonic
mucosa samples were available for the study. The patients were 106 females (44%) and 135
males (56%). The mean age at time of resection was 70 years 11 and median 71 years [43-90
years]. The adenocarcinoma was located in the right colon in 104 cases and in the left colon in
137 cases. Population data are summarized in Table 1.

Tissue Banking Process. At the time of the surgical resection, the specimens were trans-
ported at room temperature to the Pathology Department, where time of arrival was recorded.
Colonic tumor tissue samples (TT) and matched normal colon tissues (NT) were collected as
quickly as possible. A sample was excised from the tumor with a scalpel blade and then divided
into two halves: one for biobanking and one for formalin fixation and mirror histological
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Table 1. Clinical, pathological and molecular available data.
Variables n n (%) or mean $SD
Sex 241
female 106 (44.0)
male 135 (56.0)
Age (years) 241 701 +11.2
Location 241
right 104 (43.2)
left 137 (56.8)
Kind of surgery 239
Right hemicolectomy 104 (43.5)
Transverse colectomy 10(4.2)
Left colectomy 35 (14.6)
Sigmoidectomy 29 (12.2)
High anterior resection 55 (23)
Total colectomy 6(2.5)
Surgical approach 222
Laparoscopic colectomy 10 (4.5%)
Open colectomy 212 (95.5%)
Anastomotic leakage 240
Yes 16 (6.7%)
No 224 {93.3%)
Surgery duration (minutes) 16 132.5 £82.01
Ischemia duration (minutes) 181 70.2 £50.9
Tumor grade 237
1 20 (8.4)
201 (84.8)
3 16 (6.8)
MSI status 141
MSS 119 (84.40)
MSI 22 (15.60)
BRAF 94
wt 79 (84.0)
mutated 15 (16.0)
KRAS 90
wt 53 (58.9)
mutated 37 (41.1)

MSI: Microsatellite instable, MSS: Microsatellite stable, wt: wild type.
The tumor grade was established according to the WHO (1) independently to MSI status (1 = well;
2 = moderately; 3 = poorly).

doi:10.1371/oumnal pone.0154326.4001

control [30-32]. The same process was realized on normal colonic mucosa distant from the
tumor. Immediately after removal, tumor and normal tissue samples were stored in labeled
cryovials, snap-freezed in liquid nitrogen, and then transferred to an ultra low-temperature
refrigerator (-80°C) for storage. The tumor and normal tissue mirror control specimens were
formalin fixed and paraffin-embedded (FFPE) and then underwent routine histopathological
processing. Corresponding slides and paraffin blocks were stored at room temperature.
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Histopathology

Hematoxylin-phloxine-saffron (HPS) slides were performed on 4-pum-thick tissue sections of
all the NT and TT FFPE mirror blocks. Histological evaluations were performed by two pathol-
ogists (T.G. and C.B-R.) blinded to the RQI results. In case of discrepancies a consensus diag-
nosis was reached. The adenocarcinoma subtypes, and grade were evaluated according to The
World Health Organization (WHO) criteria [1]. The following criteria were evaluated on TT
samples: the ratio of malignant to stromal cells, the cellularity, the necrosis extent, the presence
and percentage of ulceration, the presence and percentage of mucinous component and the
contamination by normal residual tissue. Among the stromal component, the percentages of
stromal inflammatory cells, endothelial cells and fibroblasts were separately assessed. The per-
centages were calculated as the ratio of each stromal cell type to all stromal cells.

The TT cellularity was a semi-quantitative evaluation of the global cellular density of the
whole sample: malignant and non-malignant cells, scored as follow: 0 = low, 1 = moderate and
2: high. Examples are given in Fig 1.

Immunohistochemistry

We aimed to evaluate if immunohistochemical expression of apoptosis or ischemia markers
(cleaved caspase 3 and HIF- 1o respectively) were correlated to RNA quality. Thus, these markers
could be used on mirror samples as a quality control. Immunostaining was performed on 4-pm-
thick sections with anti-Cleaved Caspase-3 (rabbit polyclonal, 1:600 Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), and anti-Human HIF-1a (mouse monoclonal, clone 54/HIF-1q, 1:100 BD
biosciences, San Jose, CA, USA) primary antibodies on the BenchMark XT (Ventana Medical Sys-
tem, Tucson, AZ, USA) automated staining instrument. Briefly, after deparaffinization, the tissue
sections were incubated with the Cell Conditioner 1 (EDTA, pH 8.4) for 64 min, followed by pre-
primary peroxidase inhibition and incubation with the primary antibody at 37° for 32 min. Then,
the staining reaction was performed by using the ultraView Universal DAB v3 Kit (Ventana Medi-
cal System). The counterstain and post-counterstain comprised Haematoxylin and bluing reagent.

Cleaved caspase 3 and HIF-1o. immunohistochemistry were assessed separately by determi-
nation of the percentages of positive tumor cells and stromal cells. The percentages of stromal
or tumor cells were calculated as the number of positive stromal or tumor cell divided by the
number of total stromal or tumor cells respectively.

RNA extraction

The frozen sample was weighted just before RNA extraction process. RNA extraction and puri-
fication was performed on the whole frozen tissue sample after 24 to 48 hours homogenization
and lysis. The Maxwell ® 16 LEV simply RNA tissue kit (Promega, Madison, USA), a para-
magnetic bead-based RNA purification, with enzymatic DNA elimination, was used according
to the manufacturer’s instructions on the Promega'’s robotics platform: the Maxwell® 16
Research Instrument (Promega). RNA was eluted in a volume of 50 pL. The concentration of
total RNA (ng/ pL) was determined by using a Picodrop uL spectrophotometer (Picodrop,
Hinxton, United Kingdom).

Determination of RNA quality

RNA quality index (RQI) was determined using the Experion ™ automated electrophoresis sys-
tem (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), a microfluidics-based system electrophoresis,
according to the manufacturer protocol. The RQI software algorithm allows for the classifica-
tion of total RNA, based on a numbering system from 1 to 10 (1 being the most degraded and
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Fig 1. lllustration of the cellularity score, (Hematein-Phloxin-Saffron, x10). A-B. Cellularity score 0 in two adenocarcinomas with low cell density. C-D:
Cellularity score 1 in two adenocarcinomas with moderate cell density. E-F: Cellularity score 2 in two adenocarcinomas with high cell density.

doi:10.1374/journal pone.0154326.900+

10 being the most intact). The RQI calculations take into account 3 electrophoregram regions:
the 288, the 18 and the pre-18S regions [20]. The RQI results are similar to the RNA Integrity
Number results, another microfluidics-based system electrophoresis that analyses RNA integ-
rity [20,21].

RQI values were classified as “of sufficient quality” (RQI >5) or as “inadequate for further
analyses” (RQI<5) according to the literature [17,19,30,31].

5'3' mRNA ratio integrity assay

The principle of this gPCR-based assay is based on the fact that anchored oligo-dT primed
reverse transcription proceeds from the 3’ poly-A tail to the 5’ start, being interrupted if mRNA
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is fragmented due to degradation. Two qPCR assays targeting either the 3’ end or the 5’ start of 2
commonly used housekeeping genes: TATA-Binding Protein (TBP) and Beta-2-microglobulin
(B2M) were evaluated. Total RNA (250 ng) was reverse-transcribed using VERSO cDNA kit
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions
using oligodT primers. Primers were designed according to human sequences encoding for TBP
and B2M. The sequences of the pairs of primers used were: 3'TBP (5-CAGCGTGACTGTGA
GTTGCT-3' and 5-AACTGTGGTTCATGGGGAAA-3’), 5’TBP (5-CGGCTGTTTAA
CTTCGCTTC-3 and 5'-CTGAATAGGCTGTGGGGTCA-3), 3B2M (5-TGCTTAGAA
TTTGGGGGAAA-3' and 5-CCAGATTAACCACAACCATGC-3'), 5B2M (5-TATCCA
GCGTACTCCAAAGA-3 and 5-GACAAGTCTGAATGCTCCAC-3). 5" and 3’ Ct values were
determined and the difference in Ct value between both assays was calculated and defined as the
53" dCt ratio. The 53’ dCt is inversely correlated to RNA quality. All primers were synthesized
by Eurogentec (Eurogenetec, Liége, Belgium). Real-time PCR was performed using an Absolute
SYBR Green Rox mix (Thermo Fisher Scientific), on a CFX 96 real time PCR detection system
(Bio-Rad). PCR conditions were 15 min at 95°C, followed by 40 cycles each consisting of 15 s at
95°C (denaturation) and 1 min at 60°C (annealing/extension). The specificity of PCR amplifica-
tion was checked using a heat dissociation curve from 65°C to 95°C following the final cycle. The
cycle threshold (Ct) values were recorded with Bio-Rad CFX Manager™ 3.0 software (Bio-Rad).

Molecular analysis

Tumor DNA was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissues after
macrodissection of a preselected area with the highest adenocarcinomatous cells density.
Each sample analyzed contained at least 30% of tumor cells. DNA was extracted on Max-
well® 16 Instruments automaton after tumor macrodissection with Maxwell ® 16 FFPE
Tissue LEV DNA Purification Kit (all products from Promega Corporation, Madison,
USA).

BRAF'™" mutation detection was assessed by allelic discrimination using TagMan probes
as previously described [32]. KRAS gene mutations on codons 12 and 13 were searched by pyr-
osequencing analysis using the Pyromark Q96 kit (Quiagen GmbH, Hilden, Germany) as pre-
viously described [32]. The MSI status was determined by Multiplex PCR analysis of 5
mononucleotitic markers (BAT25, BAT26, MONO27, NR21, NR24) and 2 pentanucleotidic
markers (PentaC and Penta D) using the MSI Analysis System kit, Version 1.2 (Promega Cor-
poration, Madison, USA) as previously described [32].

Statistical Analysis

Non tumoral and tumoral colon tissues RQI were compared by paired T-test. Quantitative var-
iables were compared between RQI >5 and RQI<5 groups using the Student test. Indeed,
RNA with RQI<5 were considered as not reliable for further analyses such as microarray anal-
yses and qQRT-PCR of long amplicons (>>200bp) whereas RNA with a RQI at least >5 is suitable
for such analyses [17,19,30,31]. Qualitative variables were compared by Fisher’s exact test or
Khi-2 test, as appropriate. We used a linear regression technique for cycle threshold evaluation
compared to RQI values. Multivariable analysis by logistic regression with backward elimina-
tion steps was performed including all variables that had a p value <0.20 by univariate analysis.
Statistical analyses were performed with SAS version 8.2 (SAS institute Inc, Cary, North Cali-
fornia). For all tests, p< 0.05 were considered to be statistically significant.
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Results
Comparison between non tumoral and tumoral colon tissue RQI

The RQI was successfully determined in all the 241 TT samples and 115 NT samples. The RNA
was considered as “of sufficient quality” (RQI >5) in 56 of the 115 NT samples (48.7%) and
188 of the 241 TT samples (78%). The mean RQI of the NT tissue sample was 4.8 +2 and
median 4.25 [1.9-8.8]. The RQI was significantly higher (p <0.0001) in TT samples with a
mean of 6.5 +1.9 and median of 7.3 [1.9-10]. RQI values were 1.7 higher in TT than in paired
NT samples.

Parameters influencing RQI of non tumoral colon tissues

There was no significant difference with the clinical parameters: age, sex and anatomical site
between the RQI <5 and >5 groups. The kind of surgery, the surgical approach, the cold ische-
mia duration, the sample weight, and the storage duration were not statistically different
between the two groups. Surgery duration was available in only 9 cases. Spearman’s correlation
coefficient p between RQI values and surgery duration was 0.36 (weak). Histological examina-
tion confirmed that all samples were normal colonic mucosa without any contamination by
adenoma or adenocarcinoma tissue. There was no statistically significant difference of cleaved
caspase 3 and HIF- 1o immunohistochemical expression between the 2 groups. These results
are summarized in Table 2,

Parameters influencing RQI of tumoral colon tissues

Results of clinical, histological and molecular parameters association with RQI are summarized
in Table 3.

Table 2. Parameters associated with RNA quality in non tumoral colonic tissue.

n RQI < 5n (%) or mean £SD RQI > 5n (%) or mean $SD p-value
Sex n (%) 115
female 25/59 (42.4) 28/56 (50) 0.41%
male 34/59 (57.6) 28/56 (50)
Age mean (years) 115 68.519.8 68.1 212 081t
Location n (%) 115
Right 29/59 (49.2) 22/56 (39.3) 0.29%
left 30/59 (50.8) 34/56 (60.7)
Surgical approach 106
Laparoscopic colectomy 2/3 (3.6) 1/3 (2)

Open colectomy 53/103 (96.4) 50/103 (98) 0.62 %
Anastomotic leakage (Yes/Total) 114 7/59 (11.9) 3/55 (5.4) 0.32
Cold ischemia duration (minutes) 89 67.8 £53.9 60 £48.1 0.48 t
Storage duration (years) 115 6.2+1.9 69118 0.06
NT weight mean (grams) 113 0.16 £0.08 0.17 £0.07 0.63 1
NT caspase mean (%) 113 0.5 1 0.6 1.5 0731
NT HIF-1a mean (%) 113 216 348 0.34 1
NT: normal tissue, RQI: RNA Quality Index, SD: Standard Deviation
$: Khi2 test
t: T-test

J: Fisher's exact test.

doi:10.1371/journal pone. 015432610062
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Table 3. Parameters associated with RNA quality in tumoral tissue.

n RQI < 5n (%) or mean tSD RQI > 5n (%) or mean £SD p-value
Sex 241 0.14%
female 28/53 (52.8) 78/188 (41.5)
male 25/53 (47.2) 110/188 (58.5)
Age (years) 241 70.749.9 70 £11.6 0.68 t
Location 241 001%+*
right 31/53 (58.5) 73/188 (38.8)
left 22/53 (41.5) 115/188 (61.2)
Surgical approach 222 0.01f*
Laparoscopic colectomy 6(12) 4(23)
Open colectomy 44 (88) 168 (97.7)
Anastomotic leakage (Yes/Total) 240 6/53 (11.3) 10/187 (5.3) 013 [
Cold ischemia duration (minutes) 181 59.9244.4 736 1525 012¢
Storage duration (years) 241 58119 59118 0.76 1
Sample weight (grams) 216 0.1820.12 0.19 £0.07 053 1
Type 237 023%
Non mucinous adenocarcinoma 42/52 (80.8) 162/185 (87.6)
Mucinous adenocarcinoma 10/52 (19.2) 23/185 (12.4)
Mucinous component percentage 233 724208 6.3 +20.1 077t
Grade 237 0.09 [
1 3/52 (5.8) 17/185 (9.2)
2 42/52 (80.8) 159/185 (85.9)
3 7/52 (13.4) 9/185 (4.9)
Ulceration 237 0.06 §
absent 50/52 (96) 161/185 (87)
present 2/52 (4) 24/185 (13)
Ulceration percentage 233 32182 3.518.1 077t
Cellularity 237 02%
0 16/52 (30.8) 38/185 (20.6)
1 21/52 (40.4) 104/185 (56.2)
2 15/52 (28.8) 43/185 (23.2)
Malignant/stromal cells (%) 237 442 /55.8 35.5/64.5 002t *
Necrosis (%) 237 51139 3619 044
Caspase (%) 235
Tumor cells 4.7 +41 3.6+3.5 0.07 t
Stromal cells 02105 0.1+0.6 0711t
TT HIF-1 a (%) 235
Tumor cells 8.5+12.3 9.8+13.9 0551
Stromal cells 79174 4697 020t
Msl 141 0.78 [
MSS 25/30 (83.3) 94/111 (84.7)
MSI 5/30 (16.7) 17111 (15.8)
BRAF 94 033 [
wt 17/22 (77.3) 62/72 (86.1)
mutated 5/22 (27.7) 10/72 (13.9)
KRAS 90 049%
wt 11/21 (52.4) 42/69 (60.9)
(Continued)
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Table 3. (Continued)

n RQI < 5n (%) or mean tSD RQI > 5n (%) or mean £SD p-value
mutated 10/21 (47.6) 27/69 (39.1)

: Kni2 test

1: T-test

| Fisher's exact test

SD: Standard Deviation, TT: tumoral tissue, wt: wild type

* Significant p-value.

Cellularity was evaluated semi-quantitatively for NT and TT as follow: 0 = low; 1 = moderate; 2 = high. The tumor grade was established according to the
WHO (1) independently to MSI status (1 = well; 2 = moderately; 3 = poorly).

doi:10.1371/journal pone.0154326.1003

Clinical and surgical parameters. There was no significant difference with the clinical
parameters: age and sex between the RQI <5 and >5 groups. RQI values were significantly
(p = 0.05) higher in left-sided colon adenocarcinomas (mean 6.7 +1.8; median 7.3 [1.9-10])
than in right-sided colon adenocarcinomas (mean 6.2 +2; median 7 [1.9-9.2]). Significantly
more left-sided TT samples had a RQI >5 (115/137, 83.9%) than right-sided TT (73/104,
70.2%) (p = 0.01). The surgical approach but not the type of surgery influenced RQL The RQI
results were lower in laparoscopic colectomy specimens than in open colectomy specimens.
Moreover, RQI results were lower in case of anastomotic leakage. Surgery duration was avail-
able in only 16 cases. Spearman’s correlation coefficient p between RQI values and surgery
duration was 0.27 (weak),

Multivariate analyses using all the potential influencing variables with p<0.20, revealed that
3 clinical/surgical parameters significantly influence RQI results: the tumor location, the surgi-
cal approach (open versus laparoscopic colectomy) and the occurrence of anastomosis leakage.
Results of the multivariate analyses are summarized in Table 4,

Preanalytical parameters. The mean cold ischemia time was 70.2 +50.9 minutes and median
60 minutes [5-325]. The cold ischemia time was not statistically different between the RQI <5
(59.9 minutes +44.4) and RQI >5 groups (73.6 minutes +52.5). As in normal tissue, neither the
sample weight, nor the storage duration was statistically different between the two groups.

Histological and molecular parameters. Adenocarcinoma not otherwise specified was
the most common adenocarcinoma type (n = 206), followed by mucinous adenocarcinoma
(n = 25), serrated adenocarcinoma (n = 5), and micropapillary adenocarcinoma (n = 1).

RQI results were not influenced by adenocarcinoma subtype or by the presence or percentage
of a mucinous component. There was no statistically significant difference between RQI <5 and
>5 groups for tumor grade, cellularity, ulceration and necrosis. Malignant to stromal cells ratio
had an influence on RQI value. Indeed, samples with RQI >5 had a superior stromal cell

Table 4. Parameters associated with RNA quality in tumoral tissue on multivariate analysis.

Variables Odds ratio (95% CI)
TT cellularity 1 vs. 0 0.83 (0.20-3.45)
TT cellularity 2 vs. 0 0.24 (0.05-1.07)
Tumor location left vs. right 7.90 (2.41-25.87) *
Open versus laparoscopic colectomy 16.73 (2.78-100.69)*
Anastomotic leakage 0.03 (0.005-0.24)*

TT: tumoral tissue, NT: normal tissue, Cl: Confidence Intervalle.
* statistically significant.

doi:10.1371/journal pone. 0154326 1004
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proportion (mean of +8.7%; p <0.05). However, RQI was not influenced by the percentage of stro-
mal inflammatory cells (p = 0.95), endothelial cells (p = 0.41) and fibroblasts (p = 0.86). There was
no statistically significant difference in MSI, BRAF and KRAS status between the two RQI groups.

Histological control revealed that 4 samples (1.7%) were not adenocarcinomatous but ade-
nomatous remnants. In 15 cases (6.2%), non-tumoral colonic tissue involved almost the entire
sample with less than 5% of tumoral tissue. Thus, at least 7.9% of the samples were not appro-
priate for molecular analyses because of tissue sampling inadequacy. The percentage of malig-
nant cells was >60% in 66 cases (27.3%). Among these cases, necrosis involved >20% of the
sample surface in 7 cases. In total, only 59 cases among 241 (24.4%) were considered histologi-
cally appropriate for molecular analyses after histological control according to the Cancer
Genome Atlas criteria (TGCA) [33].

Immunohistochemical expression of HIF-1o and cleaved caspase 3 in stromal and tumor
cells did not reveal significant difference between the RQI <5 and >5 groups.

5’3’ ratio mRNA integrity assay and RQI values. To demonstrate the accuracy of RQ,
12 RNA samples with various RQI between 2.4 and 9.3 were subjected to 5'3’ ratio mRNA
integrity assay and qPCR analysed for TBP and B2M genes. We found a clear increase in the
5’3" dCt ratio correlated with the RNA integrity comparatively to the high quality RNA sam-
ples. These results are presented in Fig 2 and in S1 Fig. Moreover, we calculated 3'/5’ ratio
using the mean 3’ relative expression value in optimal-quality samples (a 1 ratio indicated a
non degraded RNA). For RNA with RQI>5 we found a mean 2.89 3'/5’ ratio for B2M and 1.36
for TBP. These ratios were 5.01 and 3.18 for RNA with RQI<5 for B2M and TBP respectively.
They were in accordance with the quality criteria proposed by Die et al [34]. Indeed values
near or below the limit of 2.73 for a 1100pb distance between 5’ and 3’ amplicons (1482pb for
TBP in our experiments) and 1,36 for 700pb (813pb for B2M in our experiments) characterise
cDNA as reliable for gene expression studies.

Discussion

Clinical studies and medical research projects become more and more dependent on human
tissue of high quality collected in Biobanks [35]. Knowledge of parameters influencing the

54

-
>
oo
3

RQI

Fig 2. 3'5' dCt ratio of 2 housekeeping genes versus RNA RQI values. 3'5' dCt RT-qPCR ratio of TBP
(black) and B2M (gray) housekeeping gene measured in adenocarcinomatous samples. The ratio is
inversely correlated to the RNA integrity assessed by the RQI.

doi:10.1371/journal.pone.0154326.6002
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RNA integrity of colonic biospecimens is a necessary prerequisite to improve the quality of
biospecimens and, by extension, the molecular results. In the present study we evaluated the
influence of different clinical, histological, and molecular parameters on the RQI results.

RNA degradation depends on tissue type [17]. Frozen samples from the gastrointestinal
tract, especially pancreatic, gastric and colorectal samples, have lower RNA quality when com-
pared to samples from other organ sites such as breast, tonsil, kidney, prostate, etc. [17,26].
Within the colonic samples, we found, as in previous studies, that RNA quality was higher in
tumor tissues than in normal mucosa whatever the localization [36,37]. In our study, the loca-
tion of the tumor was the 1 of the 3 parameters that significantly influenced RQI values on
multivariate analysis. The influence of the location of colonic adenocarcinoma on RNA quality
had not been described before. The difference in enzymatic environment and colonic bacteria
flora between right and left colon might partly explain these results [38]. Previously, it was
shown that the RNA from human and rat mucosal tissue of the proximal small intestine
degrades much faster than the RNA of distal small intestine, caecum or colon with rectum
[38]. This suggests a possible impact of enzymatic and bacterial environment on RNA quality
within the intestinal tract. However, in our study RQI from right and left normal colonic
mucosa were not statistically different. Thus, this right/left RQI difference is specific to the
tumor. It is well known that right colonic adenocarcinomas have distinct molecular character-
istics with more frequent microsatellite instability and BRAF mutation compared to left colonic
adenocarcinomas [1]. In our study, BRAF and MSI status did not significantly influence RQI
results. Thus, the right/left RQI difference in tumor tissue is not related to these genotypes.

In addition to the tumor location, in our study the type of surgical approach and the occur-
rence of post-surgery complications such as anastomosis leakage significantly influenced RQI
results of tumor samples only on multivariate analysis. In our study, RNA quality of the tumor
samples was lower when a laparoscopic colectomy was performed or when an anastomotic
leakage occurred. We are the first to describe such relation between RNA quality and surgical
approach or suture failure.

In one previous study, the RNA transcript of several genes decreased in case of laparoscopic
colectomy compared to open colectomy [39]. In other studies, mRNA expression of some pro-
tease such as metalloproteinase 2 and 9 and urokinase-type plasminogen activator increased in
colon carcinoma cell lines when submitted to CO, concentration corresponding to laparoscopy
conditions [40,41]. This increase of protease transcription related to high CO; concentration
cannot explain the decrease of RNA quality in tumor tissue. However, the CO, pneumoperito-
neum induces changes in gene expression of colonic tumor cells.

Anastomotic leakage is a rare but very severe complication of colon cancer surgery. Male
patients, elderly patients, patients with comorbidity, patients with previous abdominal surgery,
with pre-operative or intra-operative septic condition, with post-operative blood transfusion
and patients who underwent right hemicolectomy are at higher risk of anastomosis leakage
after colectomy [42-44]. The reason for the lower quality of tumor RNA in case of post-surgery
anastomotic leakage remains unexplained but could be related to patients’ medical condition
and to tumor location.

Despite rigorous tissue banking process, only 82.2% of frozen colonic tumoral samples had
a RQI >5, and 57.3% had a RQI >7, whereas 94% had a RIN >7 in one previous study [36].
This difference might partly be explained by some preanalytical factors such as warm ischemia,
surgical procedure, transport procedure, tissue manipulation, sampling or RNA extraction pro-
cedure. In our study, the sample weight had no impact on RQL To our knowledge, this param-
eter had not been evaluated before.

As in previous studies [19,24,36,45], we found that storage duration of colonic biospecimens
did not impact on RNA quality.
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Our results showed that RNA quality was not significantly affected by cold ischemia time.
These results are consistent with previous results on colonic biospecimens. In one study RNA
integrity did not show decrease with cold ischemia for up to 4 hours [36]. Another study on
fresh normal colon tissue left at room temperature, or kept on ice, or in saline or in RNAlater
during 0.5, 1, 3, 6 and 16 h showed that RNA integrity remained stable under all conditions
tested for up to 6-16 h [18]. Similar results were found on other organs such as pancreas [24]
or tonsil [18]. In contrast, several other studies reported a progressive deterioration in RNA
integrity on colonic tumor samples with increasing cold ischemia time up to 2h [46,47].

Although RNA degradation measurement is an objective evaluation of RNA quality, the
direct effect of RNA degradation on gene expression levels must also be considered. In fact, the
variations of housekeeping genes Ct with RQI are problematic because the accuracy of the
results obtained by quantitative RT-PCR strongly depends on accurate transcript normaliza-
tion using stably expressed housekeeping genes [48]. In our study, we observed that 5°3'dCt
ratios of 2 commonly used housekeeping genes (TBP and B2M) were inversely proportional to
RQI and 3'/5’ ratios indicated that oligodT priming cDNA are suitable for gene studies if RNA
RQI is over 5. Thus, for RT-qPCR studies using colon cancer tissues, samples with high quality
RNA (RQI >5) should preferably be used. Gene expression profiling studies on colorectal can-
cer showed that mRNA expression changes with handling time [36, 49] or RNA quality [31]
concerned only few mRNA and would not be expected to play a major role in gene expression-
based tumor stratification [37]. The genes that show the strongest effect due to RNA degrada-
tion were those with short mRNA and probe position near the 5’ end. It was concluded that
degraded RNA from tumor samples could be still used to perform gene expression analyses
[31]. Moreover, the impact of variation in RNA quality on estimate of gene expression levels
can be corrected [50).

Histomorphological control of the biobanked specimens is crucial to ensure that the biospe-
cimens were properly sampled. In our study, almost 8% of the tumoral biospecimens did not
concern tumor tissue but the surrounding adenomatous or normal tissues. Similar results were
found in previous studies where 10% to 25% of the frozen samples were unsuitable for a molec-
ular analysis because of tissue sampling inadequacy [29,46].

Histological evaluation of the biospecimens also aims to estimate the malignant cell percent-
age. The suitable threshold of malignant cells percentage for gene expression analyses on
colonic samples is actually unknown. However, in most studies and particularly in TGCA stud-
ies samples with more than 60% of neoplastic cells were used to ensure that the gene expression
results reflect the tumor cell results and not the stromal cells results [11,28,34,36,46,51,52]. In
our study, only 27.3% of the cases had neoplastic cells content >60% and thus considered as
appropriate for molecular analyses according to the literature [12]. In other studies, 64.3 to
90% of the samples fulfilled this criterion [31,46,52]. This significant difference between studies
may be explained by the lack of reproducibility of cell percentage estimation between patholo-
gists [53]. The ratio of malignant cells nuclei to all other nuclei in the tissue is the only criterion
that should be assessed for tumor cells percentage estimation [12]. Centralizing histological
analysis may help to reduce the variability in malignant cell percentage and other histological
criteria evaluation [28].

Regarding the influence of tumor cell percentage on RNA quality, we found better RQI in
samples with lower malignant/stromal cell ratio. These results could be explained by the role of
stromal cells to maintain a kind of homeostasis to prevent RNA degradation.

Another histological parameter usually evaluated on biospecimens is the necrosis extent.
The maximal necrosis extend threshold is 20% in TGCA studies [12,28,33]. However, in our
study as in other studies necrosis extent had no significant influence on RNA quality [12].
Because the necrosis extent estimation is not yet standardized and had no demonstrated impact
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on RNA quality, its importance on biospecimens quality evaluation should be reconsidered.
Moreover the type of necrosis (coagulative or inflammatory) seems to be more important to
specify [12].

In our study, the adenocarcinoma subtype, the cellularity and the presence of a mucinous
component did not significantly influence RNA quality. In the study of Kap et al. a low cellular-
ity of tumor sample was correlated with lower RIN results [19]. However, as necrosis extent
evaluation, this morphological criterion is not well defined and is difficult to evaluate
reproducibly.

Morphological control can be performed by 3 different techniques: 1/ on frozen tissue itself,
2/ on imprint cytology slide and 3/ on mirror slide. These 3 techniques have their own advan-
tages and disadvantages [29]. The mirror image control consists in sampling a tissue close to
the frozen sample and to perform a conventional histological analysis. This technique gives a
very good morphological aspect of the tissue allowing immunohistochemical studies; however
it analyses the tissue next to the frozen sample and not the frozen tissue itself. The correlation
of frozen tissue/mirror tissue histology has been reported to be excellent [54,55].

We were the first to evaluate the relationship between ischemia and apoptosis marker (HIF-
lo.and cleaved caspase 3 respectively) immunohistochemical expression and RNA integrity.
Our results showed no statistical difference in HIF-1o and cleaved caspase 3 immunohisto-
chemical expression between RQI <5 and >5 groups. Thus, these 2 immunolabelling cannot
be used as RNA quality indicator on mirror samples. In previous studies, variation of HIF-1 o
gene expression and immunoreactive score with ischemia duration was controversial [49,56].
This lack of expected association between HIF-1a immunoreactive score and ischemia time
could be explained by oncogene activation of HIF-1a in cancer [56,57].

In conclusion, we found that RNA quality is lower in normal colonic tissue compared to
malignant colonic tissue, whatever the location. In colonic tumor samples only, RNA quality is
influenced by some clinical and surgical parameters such as tumor location, type of surgical
approach and the occurrence of suture failure. Further investigations are needed to explain
these observations.

In our study, RNA quality has no relationship with preanalytical, morphological or molecu-
lar parameters.

For the meantime, these results suggest that tumor sampling and interpretation of molecu-
lar results should be performed more carefully for tumor tissue from laparoscopic colectomy
specimens and right-sided tumors.

Supporting Information

S1 Fig. 3’ and 5’B2M housekeeping gene amplification compared to RQL 3’ and 5’B2M
housekeeping gene amplification by PCR in exponential phase (21 cycles) using 3’ and 5’B2M
primers respectively after oligodT primed reverse transcription (top panel) and quantification
by densitometry of the 3’5’ ratio (%3’5) according to the RQI of RNA (lower panel). RNA with
a 9.1 RQI was used as positive control. mRNA integrity is definitively correlated to RQI level,
and RQI<S5 is not suitable for RT-qPCR analysis.

(TIFF)
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S1 Fig. 3’ and 5’B2M housekeeping gene amplification compared to RQI.

3’ and 5'B2M housekeeping gene amplification by PCR in exponential phase (21 cycles) using 3’ and
5'B2M primers respectively after oligodT primed reverse transcription (top panel) and quantification by
densitometry of the 3’5’ ratio (%3’5’) according to the RQI of RNA (lower panel). RNA with a 9.1 RQl
was used as positive control. mRNA integrity is definitively correlated to RQl level, and RQI<5 is not
suitable for RT-gPCR analysis.
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Contexte scientifique

Le cancer colorectal (CCR) est un probleme de santé publique majeur en France et dans le
monde. Le CCR est le troisieme cancer le plus fréquent et le quatriéme cancer pour la
mortalité. La classification TNM est la seule classification utilisée pour décider du traitement
des patients et évaluer ces traitements dans des groupes de patients homogenes. Cependant, a
stade égal, tous les patients n’ont pas le méme pronostic. Actuellement, les CCR ont
relativement peu de biomarqueurs pronostiques et prédictifs. Les marqueurs moléculaires
utilisés en pratique courante sont l'instabilité des microsatellites (MSI), le statut RAS et la
mutation BRAFV600E. Le statut mutationnel RAS est utilis¢é pour guider les décisions
thérapeutiques chez les patients atteints de CCR métastatiques. L’instabilit¢ des
microsatellites et le statut mutationnel BRAF sont des indicateurs pronostiques utiles a la
décision thérapeutique. Cependant, ces parameétres sont encore insuffisants pour la prédiction
pronostique au niveau individuel. Par conséquent, d’autres biomarqueurs qui permettent de
mieux stratifier les groupes de pronostic des patients pour améliorer les stratégies

thérapeutiques sont nécessaires.

LRP1 (low density lipoprotein-receptor related protein I), est un récepteur d’endocytose
membranaire ubiquitaire multifonctionnel qui appartient a la famille des récepteurs LDL. Ce
récepteur est impliqué dans la régulation de la protéolyse matricielle et dans la modulation de
certaines voies de signalisation. De nombreuses études ont suggérées que LRP1 avait un role
important dans la régulation de la croissance et de la progression tumorale. Cependant, le role
de LRP1 varie d'un type de tumeur a l'autre. Son role dans les cancers a majoritairement été
étudi€ in vitro ou in vivo. Peu d’études cliniques ont évalué son réle pronostique dans des
cohortes de patients mais ont tout de méme permis de confirmer son rdle pronostique,
notamment dans les cancers du poumon ou du foie. L’expression de LRP1 a treés peu été
étudiée dans les cancers du cdlon et uniquement sur de trés petites séries de cas. L’impact
clinique et pronostique de I’expression de LRP1 dans les cancers coliques et son association a
un profil moléculaire ou morphologique particulier n’a pas encore été étudi¢ a ce jour. De
plus, les mécanismes génétiques et épigénétiques impliqués dans la régulation de 1’expression
de LRP1 dans les cancers du c6lon ne sont a ce jour pas connus.

Le but de ce travail est de décrire I’expression de LRP1 dans les tissus coliques sains et
adénocarcinomateux dans une cohorte de patient et de déterminer les parametres clinico-

pathologiques et moléculaires associ€s a cette expression ainsi que sa valeur pronostique.
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Principaux résultats

L'é¢tude de I’expression de 'ARNm et immunohistochimique de LRP1 déterminée dans des
¢chantillons d'adénocarcinome et de muqueuse colique appariés, ainsi que dans les cellules
stromales et tumorales obtenues aprés microdissection laser a montré que LRP1 était sous
exprimé dans les cellules d'adénocarcinome colique par rapport a la muqueuse saine et par
rapport aux cellules stromales. Le score d’expresssion immunohistochimique de LRP1 dans
les cellules tumorales était corrélé a 1’expression de ’ARNm de LRPI1 dans les cellules
tumorales obtenues apreés microdissection mais pas a I’expression de I’ARNm dans les

¢chantillons tumoraux complets non microdisséqués.

Dans les adénocarcinomes coliques de notre cohorte (#=307) et de la cohorte du TCGA
(n=212), la faible expression immunohistochimique dans les cellules malignes et la faible
expression de ’ARNm de LRP1 dans les échantillons tumoraux étaient fortement associées a
une localisation colique droite, la présence d’une mutation BRAFV600E et au phénotype
hyperméthylateur (CIMP-H). Des associations moins fortes (analyse univariée seulement) ont
¢été observées entre la faible expression immunohistochimique dans les cellules malignes et la
faible expression de ’ARNm de LRP1 dans les échantillons tumoraux et la présence d’une
instabilité¢ des microsatellite (MSI-H) et la perte d’expression du marqueur de différenciation
intestinale CDX2.

Dans notre cohorte, la faible expression immunohistochimique de LRP1 dans les cellules
tumorales était prédictive d’une survie globale réduite, particuliérement en cas de CCR
métastatique. L’utilisation de la thérapie ciblée anti-VEGF (bevacizumab) chez les patients en
stade métastatique n’apportait pas de bénéfice en terme de survie en cas de faible expression

immunohistochimique de LRP1 dans les cellules tumorales.

La présence d’une mutation dans le géne LRPI observée dans 6% des cas de la cohorte du
TCGA ¢tait associée a une diminution de I’expression de I’ARNm de LRP1. Les mutations de
LRPI était plus fréquente dans les cancers MSI-H, BRAF mutés et CIMP-H. Dans cette
cohorte, comme dans la noétre, le niveau de méthylation du gene LRPI1 était trés faible et
n’était pas corrélé aux niveaux d’expression de ’ARNm de LRP1. Dans notre cohorte, le
niveau de méthylation globale du génome évalué par le pourcentage de méthylation de LINEI
n’était pas non plus corrélé au niveau d’expression de ’ARNm de LRP1.

L’expression du micro-ARN miR-205 tendait a stimuler I’expression de ’ARNm de LRP1.
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Conclusion

LRP1 est sous exprimé dans les cellules malignes comparé aux cellules du stroma tumoral et
aux cellules coliques saines. Cette baisse d’expression est associée a un profil clinico-
pathologique et moléculaire particulier du cancer et a un un mauvais pronostic
particuliérement en cas de cancer au stade métastatique.

La baisse d’expression de LRP1 est en partie expliquée par la présence de mutation du geéne
LRP] survenant plus fréquemment dans le sous-type hypermuté de cancer colique.

Les modifications €épigénétiques comme la méthylation et la régulation par le micro-ARN

n’influencent pas I’expression de LRP1 de fagon significative.
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Abstract

LRP1 (low-density lipoprotein receptor—related protein 1), a multifunctional endocytic
receptor, has recently been identified as a hub within a biomarker network for multi-cancer
clinical outcome prediction. As its role in colon cancer has not yet been characterized, we
here investigate the relationship between LRP1 and outcome.

Materials and Methods: LRPI mRNA expression was determined in colon adenocarcinoma
and paired colon mucosa samples, as well as in stromal and tumor cells obtained after laser
capture microdissection. Clinical potential was further investigated by immunohistochemistry
in a population-based colon cancer series (n = 307). LRPI methylation, mutation and miR-
205 expression were evaluated and compared with LRP1 expression levels.

Results: LRPI mRNA levels were significantly lower in colon adenocarcinoma cells
compared with colon mucosa and stromal cells. Low LRP1 immunohistochemical expression
in adenocarcinomas was associated with higher age, right-sided tumor, loss of CDX2
expression, Annexin A10 expression, CIMP-H, MSI-H and BRAFV600E mutation. Low
LRP1 expression correlated with poor clinical outcome, especially in stage IV patients. While
LRP1 expression was downregulated by LRPI mutation and low miR-205 expression, LRP1
promoter was never methylated.

Conclusion: Loss of LRP1 expression is associated with worse colon cancer outcomes.
Mechanistically, LRPI mutation and miRNA regulation modulate LRP1 expression.
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer diagnosed worldwide in men and
the second in women. Despite advances in screening, diagnosis and management of the
disease, it remains the fourth cancer in terms of mortality. Metastatic disease ultimately
occurs in approximately 50-70% of patients presenting colorectal cancer [1-3]. UICC staging
is the only prognostic classification used in clinical practice to select patients for adjuvant
chemotherapy [4]. Currently, CRC has relatively few established biomarkers to predict patient
outcome. Molecular markers include microsatellite instability (MSI), RAS and BRAF
mutation. R4S and BRAF mutation status are used to guide therapeutic decisions in metastatic
CRC patients. CRC with RAS or BRAF mutations are unlikely to respond to anti-epidermal
growth factor receptor (EGFR) antibody therapy [5-7]. Patients with nonhereditary MSI
tumors have better prognosis than those with microsatellite stable (MSS) tumors [1,2,8-10],
and MSI is currently implemented in clinical guidelines as a prognostic biomarker, especially
in stage II CRC patients [11]. However, these histomolecular parameters hardly apprehend the
disease heterogeneity and are insufficient for recurrence and prognostic prediction in an
individual patient. Therefore, robust biomarkers that can stratify patient prognosis groups and
improve treatment strategies are urgently needed.

The low-density lipoprotein receptor (LDLR)-related protein-1 (LRP1), a member of LDLR
family, is a large multifunctional endocytic cell surface receptor, which is ubiquitously
expressed [12,13]. This large transmembrane receptor recognizes numerous ligands, therefore
regulating a wide range of biological functions. It both acts as a signaling and clearance
receptor. The biological activity of LRP1 was initially characterized as a clearance receptor
for chylomicron remnants and complexes of a,-macroglobulin with proteinases [14].
Subsequent work has revealed that this receptor regulates the cell ability to respond to growth
factors, to interact with extracellular matrix, as well as to respond to perturbations that occur
within the microenvironment [15-18]. Numerous studies have suggested a role for LRP1 in
regulation of tumor growth and progression. LRP1 has recently been identified as a hub
within a biomarker network for multi-cancer clinical outcome prediction [19]. However, the
role of LRP1 varies from one tumor type to another. Indeed, several studies have reported that
low expression of LRP1 was closely related to advanced tumor stages and poor survival in
several solid tumors, such as hepatocellular carcinoma [20], lung adenocarcinoma [21]
melanoma [22] and Wilms tumors [23]. On the contrary, high LRP1 expression was related to
advanced tumor stages in endometrial carcinoma [24], breast cancer [25] and prostate
carcinomas [26]. Using in vitro models, it has been demonstrated that LRP1 neutralization
could abrogate cell motility in both tumor and non-tumor cells, and this despite an increase in
pericellular proteolytic activities of several extracellular proteases such as MMP2 (Matrix
Metalloproteinase 2), MMP9 and uPA (urokinase Plasminogen Activator) [20,27]. On the
other hand, LRP1 silencing prevents spread of glioblastoma cells [28]. Therefore, LRP1
influence on tumor cell migration and invasion likely depends on the tumor cell type and the
specific extracellular proteins involved in these processes [29].

In CRC, little is known about LRP1 and its putative function. Previous studies on few colon
adenocarcinomas samples showed a frequent loss of LRP1 immunohistochemical expression
in adenocarcinomatous cells [30,31]. To further expand our knowledge on the relevance of
considering LRP1 expression in colon cancer, we analyzed LRP1 expression level and
distribution in a series of 307 colon cancers with follow-up data. We then determined whether
LRP1 expression is linked to clinical characteristics and outcomes while analyzing the role of
miRNA expression, LRPI mutation and methylation in LRP1 expression profile.
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Results

Patients and clinicopathological features

In total, 307 patients were included in our study. The population comprised 174 (57%) men
and 133 (43%) women, whose mean age was 71 years (= 11 years). Tumors were right-sided
in 136 cases (44%) and left-sided in 171 cases (56%). Follow-up data were available for all
except 12 patients. The mean follow-up time was 43 months (£ 32 months).
Clinicopathological features of the cohort are detailed in Table 1.

LRP1 is lower expressed in adenocarcinomas cells compared with normal colon
mucosa and stromal cells

LRPI mRNA expression analyses by quantitative real-time reverse transcriptase polymerase
chain reaction (QRT-PCR) on 192 adenocarcinoma samples and 105 colon samples with RQI
values >5 showed a 4.8-fold decrease in LRP1 expression within tumor samples when
compared with normal colon samples (Figure 1A and B). LRP1 was overexpressed when
compared with paired normal colon samples in only 9/85 adenocarcinoma cases (10,6% ; data
not shown).

To distinguish LRP1 mRNA expression of malignant and stromal cells, LCM were performed
on available fresh frozen samples of 32 colon adenocarcinomas. LCM analyses revealed that
LRPI mRNA expression was 5.1-fold lower in adenocarcinoma cells than in stromal cells
(Figure 1C and D).

To describe LRP1 distribution in colon tissues, immunohistochemical (IHC) analyses were
performed on paired normal colon mucosa samples (n=117) and colon adenocarcinomas
(n=307). In colon mucosa, epithelial cells expressed LRP1 in 86% cases (101/117). In the
majority (85/101) of these cases, LRP1 expression was limited to surface epithelium (Figure
1E). Some fibroblasts of the lamina propria expressed LRP1 (Figure 1F). In adenocarcinoma,
LRP1 was expressed in malignant cells in 244/307 (79%) of the cases. The mean IHC tumor
score was 6.22 £ 3.62. In these adenocarcinoma samples, stromal fibroblasts expressed LRP1
in all cases (Figures 1G-J). The mean IHC stroma score was 10.82 + 2.44. LRP1 was never
found expressed in stromal lymphocytes (Figure 1I). Immunohistochemical expression of
LRP1 was inversely correlated in malignant and stromal cells (p=0.0003; R?>=0.04). We didn’t
find a difference of IHC scores between the center and the invasive front of the
adenocarcinomas for both tumor and stromal cells.

Tumor IHC scores were not correlated with LRP/ mRNA expression levels of whole
adenocarcinoma samples (p = 0.10; R? = 0.02) (Figure 1K) but were correlated with LRP]
mRNA expression in tumor cells obtained after LCM (p = 0.003; R?>= 0.28) (Figure 1L).
Furthermore, IHC analyses performed on 14 conventional adenomas (8 low-grade, 6 high-
grade) revealed that LRP1 IHC score was significantly higher in adenomas cells when
compared with adenocarcinomas cells (data not shown), and this whatever the grade.
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Adenocarcinomas with low LRP1 immunohistochemical expression have a
distinct clinicopathological and molecular phenotype

Relationship between clinico-pathological and molecular parameters with LRP1
immunohistochemical score in malignant and stromal cells were evaluated in our cohort. As
detailed in Table 2, colon adenocarcinomas with low tumor IHC score were associated on
univariate analyses with female gender, higher age, right location, high differentiation grade,
mucinous type, Annexin Al0 expression, loss of CDX2 expression, MSI-H status,
BRAFV600E mutation, absence of KRAS mutation and CIMP-H. On multivariate analyses
low LRP1 IHC score in tumor cells was associated with right location (p=0.0004), MSI-H
(»=0.01) and BRAFV600E mutation (p=0.009). Moreover IHC results on tumor cells were
confirmed at the mRNA level by qRT-PCR for age (»p=0.01), BRAFV600E mutation (p=0.05)
and CIMP-H phenotype (p<0.001) (Figure 2 A-C).

Furthermore, low LRP1 stromal IHC score was associated on univariate analyses with
younger age, UICC stage and mucinous type as detailed in Table 3. On multivariate analysis,
low LRP1 stromal IHC score was associated with younger age only.

Thus, LRP1 THC score on tumor cells was associated with peculiar clinicopathological and
molecular characteristics. Despite an inverse correlation between tumor and stromal cells IHC
scores, these peculiar characteristics were not found in stromal cells.

To confirm our results in an independent patients cohort, associations between LRPI/ mRNA
expression levels and available clinical and molecular characteristics were studied in the
TCGA cohort (n=212) [41]. As in our cohort, in the TCGA cohort LRPI mRNA expression
levels were significantly lower in cases with right tumor location (p=0.0003), MSI-H
(p<0.0001), BRAF mutation (p=0.0015) CIMP-H (p<0.0001) and low CDX2 expression
(p<0.0001) (Figure 2D-H). In this cohort, LRP1 mRNA expression levels were not associated
with patients’ gender, AnnexinA 10 (ANXA10) expression and KRAS mutation.

In conclusion, low LRP1 expression is strongly associated with right tumor location, MSI-H,
BRAF mutation and CIMP-H. These characteristics are those of the serrated subtype of colon
adenocarcinoma. However, LRP1 expression levels were found correlated with expression of
the serrated pathway marker, AnnexinA10, in our cohort only and exclusively on univariate
analysis.

Low LRP1 immunohistochemical expression in tumor cells correlates with poor
overall survival

We subsequently analyzed the relation between LRP1 expression and prognosis. As detailed
in table 4, univariate analysis in our cohort revealed that age, metastatic status, histological
grade, vascular invasion, perineural invasion and CDX2 expression were predictors of overall
survival (OS). Low LRPI IHC score in tumor cells (score < 4) was predictor of poor OS
(p=0.003) (Figure 3A and Table 4). Multivariate analyses practically confirmed the value of
LRP1 IHC score in tumor cells as a prognosis indicator of OS (p=0.09).

Metastatic status, vascular invasion and KRAS mutation were the only independent predictors
of event free survival (EFS) in our cohort (Table 4, Figure 3B).

In our cohort, LRPI mRNA expression levels were not correlated with OS and EFS (Table 4).

Stage specific analyses revealed that LRP1 expression was not a survival predictor of both OS
and EFS in UICC stage II and III patients (data not shown). Furthermore, as detailed in table
5, in metastatic patients (stage IV, n=76), low LRP1 IHC score in malignant cells was an
independent predictor of poor OS on univariate (p=0.004, Figure 3C) and multivariate
(p=0.03) analyses.
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Low LRP1 IHC score in malignant cells was predictor of progression free survival (PFS) on
univariate analyses only (Table 5, Figure 3D).

Among stage IV patients from our cohort with available information on medical treatment, 48
received 5 Fluorouracil based chemotherapies (LV5FU2, 9; FOLFOX, 14; FOLFIRI, 24;
FOLFIXIRI, 1). The most frequently used targeted therapy was the Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) inhibitor bevacizumab (37/76), followed by the (Epidermal Growth
Factor Receptor) EGFR inhibitors cetuximab (10/76) and panitumumab (7/76). In patients
treated with bevacizumab (n=37), low LRP1 IHC score in tumor cells was associated with
shorter OS (Figure 3E). However, low LRP1 IHC tumor score was not predictor for
progression free survival (PFS) in these patients (Figure 3F).

To confirm our results, we performed survival analyses in the SieberSmith cohort (n=286)
from the R2 database [42, 43]. Unexpectedly, in this cohort high LRP/ mRNA expression was
a poor prognostic predicator for EFS (p=0.0006) in the entire cohort (Figure 4A). Stage
specific analyses in this cohort revealed that LRP1 was an indicator of EFS in stage III
patients only (Figure 4B-D). In this patients group (n=75), high LRP1 expression was
associated with shorter EFS (p=0.006). OS data were not available for this patient cohort.

Despite LRP1 IHC and mRNA survival analyses apparent conflicting results, LRP1
expression was found to be a strong prognosis indicator. IHC analyses allowed to distinguish
LRP1 expression between malignant and stromal cells. In our cohort, LRP1 ITHC score in
malignant cells was a strong prognosis indicator for OS especially in stage IV patients,
whereas LRP1 IHC score in stromal cells was an indicator of PFS in stage IV patients only.

Analyses of LRP1 expression regulation by mutation, methylation and micro-
RNA

In order to explain the decrease of LRP1 expression in malignant cells, we analyzed genetic
and epigenetic modifications that could be involved in LRPI expression regulation. First,
mutation analysis of the TCGA cohort dataset [41] revealed LRPI gene mutation was rare
(6%; 12/212) without hotspot mutation site (Figure 5A). Then, LRPI mutation was strongly
associated with female gender (p<0.0001), right tumor location (p=0.04), MSI-H (p<0.0001)
and CIMP-H status (p=0.0006) (Figure 5B). Besides, LRP! mRNA expression was lower
expressed in the LRP] mutated group compared with LRP wild type group (p=0.003) (Figure
5C). Hence, although infrequent, LRP/ mutations could influence LRP/ mRNA expression.

Due to the low rate of LRPI mutation, other phenomenon, such as epigenetic modifications
may probably have been involved in LRPI expression regulation. To explore LRPI gene
epigenetic modifications we analyzed both intronic and promoter methylation on available
fresh frozen samples of 64 adenocarcinomas and 39 normal colon mucosa. Surprisingly, in all
these samples LRP1 promoter or intronic methylation levels were very low. Moreover, LRP1
mRNA expression levels and LRP1 IHC score in tumor cells were neither correlated with
LRP1 intronic or promoter levels nor with global methylation evaluated by LINEI
methylation levels (Figure 5D-F).

Available LRP1 methylation analyses from the TCGA cohort (n=212) [41] confirm the low
level of LRPI gene methylation (Figure 5G). In this cohort, no correlation between LRP]
mRNA expression and LRPI methylation levels were found (p=0.08).

Thus, LRPI methylation seems to be not involved in LRPI expression regulation.
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To evaluate miRNA role, two of the most important miRNA implicated in LRPI expression
regulation, miR-205 and miR-338-5p, were assessed on available fresh frozen samples of 49
adenocarcinomas and 29 paired normal colon mucosa. In these samples, miR-205 and miR-
338-5p were significantly higher expressed in adenocarcinomas than in normal colon (Figure
6A and B). Moreover, linear regression analyses revealed that miR-205 tended to stimulate
LRPI1 mRNA expression (p=0.06; R?=0.10) (Figure 6C) but was not correlated with LRP1
IHC score in tumor cells (Figure 6D). However, there was no correlation between LRPI
mRNA level or IHC score in tumor cells and miR-338-5p expression (Figure 6E and F).

Discussion

LRP1 has been attributed a role in cancer. Such multifunctional endocytic receptor has both
endocytic and signaling activities. LRP1 expression levels are often dysregulated in cancer,
but LRP1 role varies from one tumor type to another. In CRC, however the role and impact of
LRPI expression were unknown.

In this report, we made several important and previously unrecognized discoveries regarding
the role of LRP1 in colon cancer. First, qRT-PCR, LCM and IHC analyses revealed that
LRP1 was significantly lower expressed in adenocarcinoma cells than in normal mucosa and
stromal cells. Second, analyses in two independent patient cohorts revealed that low
expression of LRP1 correlated with right tumor location and peculiar molecular profile. Third,
low LRP1 THC score in tumor cells was associated with poor OS in non-metastatic colon
cancer patients, and was an important prognostic and predictive factor in metastatic patients.
Finally, we found that LRP1 expression could be partly regulated by LRP mutation and miR-
205 expression.

In our cohort of patients, LRP1 was lower expressed, both at mRNA and protein levels, in
adenocarcinomas compared with normal colon mucosa and in malignant cells compared with
stromal cells. In colon mucosa, we observed that LRP1 expression was restricted to surface
epithelium which is the most differentiated part of the epithelium. As previously described,
some cells of the lamina propria, especially myofibroblasts [30, 31], expressed LRP1. In
adenocarcinomas, IHC and LCM analyses highlighted the differential expression of LRP1
between tumor and stromal cells. This loss of LRP1 expression in tumor cells and strong
expression in stromal fibroblast was previously described in small cohort of CCR [30,31] and
in other types of cancer such as pancreatic ductal adenocarcinoma [44] and lung
adenocarcinoma [21]. These previous studies showed that this differential expression between
tumor and stromal cells seems to play a role in tumor aggressivity. In pancreatic carcinomas,
high stromal expression of LRP1 was correlated with a decreased activation of caspase 3 in
tumor cells and increased level of SNAIL, a transcription factor promoting epithelial—
mesenchymal transition and migration [44]. In CRC, high stromal expression of LRP1 was
correlated with high u-PA expression in stromal cells [30]. In hepatocellular carcinoma and
Wills tumor cells, the diminished expression of LRP1 in tumor cells correlated with increased
levels of MMP9 probably due to the LRP1 mediated endocytosis loss [20, 23]. Thus, the
differential expression of LRP1 between tumor and stromal cells might confer survival and
spreading benefits for tumor cell in some tumor types including CRC.

The loss of LRP1 expression in tumor cells is partly explained by the mutation of LRP gene.
Indeed, we observed a loss of LRP1 immunohistochemical expression in 21% of the cases in
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our cohort and mutation LRPI gene occurred in 6% of the TCGA cohort cases only. These
LRPI mutated cases shared the same clinical and molecular profile as those with low LRP1
IHC score in tumor cells and low LRP1 mRNA expression: right location, MSI-H and CIMP-
H. This molecular pattern corresponds to the hypermutated type of the TCGA molecular type
of CRC [41]. Hypermutated-CRC had a higher mutation rate than non-hypermutated CRC
[41], this being mainly due to mismatch repair system deficiency related to MLHI
methylation. Thus, in this molecular subgroup of CRC, loss of LRP1 expression can be
favored by LRPI gene mutation. Furthermore, hypermutated-CRC are also known as having
frequent gene hypermethylation. Due to the abundance of CpG islands in LRPI gene
promoter and frequent hypermethylation of LRPIB, another member of the LRP family, in
various cancer types [45,46], it could be possible that LRPI gene methylation might regulate
its expression. However, in our cohort as in the TCGA cohort, the methylation level of both
intronic and promoter region of LRPI was very low, suggesting that epigenetic regulation by
methylation was not involved in the regulation of LRP1 expression.

We therefore investigated the role of microRNAs (miRNAs) regulation on LRP1 expression.
Previous studies on vascular smooth muscle cells, glioma and lung carcinoma cells showed
that expression of LRP1 was negatively regulated by a miR-205 [37, 38]. This reduced
expression of LRP1 by miR-205 led to decreased tumor cell migration [37]. In colon cancer,
miR-205 expression findings are conflicting. In one study [47], miR-205 was highly
expressed in colon cancer than in paired normal colon. Another study found inverse results
[48]. These studies also found conflicting results regarding the role of miR-205 in cell
proliferation regulation [47,48]. Moreover, contrary to previous studies, we found that miR-
205 tended to regulate LRP1 expression positively. Thus, miR-205 seems to regulate LRP1
expression in colon cancer but its precise role needs to be clarified.

In colon cancer, the low expression of LRP1 in tumor cells was strongly associated with right
tumor location, poor differentiation, BRAF mutation, MSI-H and CIMP-H status in our cohort
and in an independent CRC cohort. These molecular findings correspond to the hypermutated
subtype of the TCGA classification [41] and the MSI-immune subtype according to the
Consensus Molecular Subtype consortium [49]. These subtypes were found in several studies
to be associated with serrated pathway and to have a poor prognosis, particularly after relapse
[49-52]. In our cohort, low LRP1 IHC score in tumor cells was associated with poor OS
particularly in metastatic (stage IV) patients. Inverse results were found in the SieberSmith
cohort, in which LRP1 expression was assessed by qRT-PCR. In this cohort, low LRPI
mRNA expression was related to better EFS. However, mRNA expression reflects combined
stromal and tumor cells expression. Nonetheless, our LCM analyses showed first that LRP1
was overexpressed in stromal cells when compared with tumor cells and second that LRP1
mRNA expression in tumor cells obtained by LCM were correlated to LRP1 IHC score on
tumor cells. Thus, LRP1 mRNA expression levels on whole tumor samples could reflect
stromal cell expression more than tumor cell expression. Thus, LRP/ mRNA expression
results of the SieberSmith cohort cannot be completely superimposed to our IHC findings. In
addition, the IHC score on tumor cells can be easily and routinely performed on formalin-
fixed and paraffin embedded CRC tissue contrary to mRNA analyses, which requires high
quality fresh frozen tissue. Thus, from a practical point of view, LRP1 IHC score assessed in
malignant cells seems to be more informative for clinical outcome than global mRNA
expression.

To date, the biologic agents that have been proven as having clinical benefits in metastatic

CRC mainly target VEGF and EGFR. In particular, bevacizumab targeting VEGF and
cetuximab or panitumumab targeting EGFR have demonstrated significant survival benefits in
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combination with cytotoxic chemotherapy in the first-line, second-line, or salvage setting.
However, recent retrospective analyses have shown that KRAS or NRAS mutations were
negative predictive markers for anti-EGFR therapy [53]. The mechanisms of action of anti-
VEGEF are too diversified, and apart from tumor location, no predictive factor has yet been
validated [54,55]. The role of KRAS or NRAS mutation for bevacizumab therapy efficiency
prediction has not been defined yet [56]. In our study, in metastatic patients low LRP1 THC
score in tumor cells was an indicator of poor OS and PFS. Low LRP1 IHC score in tumor
cells was also predictor of shorter OS in patients treated with bevacizumab. Thus, LRP1
immunolabelling might be a potential biomarker for bevacizumab efficiency in metastatic
colon cancer patients. However, these results in metastatic patients are limited by the small
number of metastatic patients treated with bevacizumab in our cohort (n=37) and the lack of
NRAS status data. Nevertheless, due to our promising results, the potential predictive role of
LRP1 IHC for bevacizumab benefit in metastatic CRC patient needs to be studied in larger
and prospective cohorts.

In summary, in this study we showed that low LRP1 IHC expression in malignant colon
adenocarcinoma cells is a strong prognosis predicator, especially in metastatic patients, in
which it predicts a shorter OS in patients treated by anti-VEGF therapies. The lower
expression of LRP1 in malignant cells is partly explained by LRPI gene mutation through the
hypermutator type of CRC. Furthermore, microRNA, and particularly miR-205 seem to be
partly involved in LRP1 expression regulation in colon adenocarcinoma.
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Materials and Methods

Patients

The study was conducted on adult patients who underwent surgery for sporadic colon cancer
in the Digestive Surgery Department of the Academic Hospital of Reims between September
2006 and December 2012. Patients with rectal cancer were excluded. All patients had given
their consent for biospecimen use. The study was performed in accordance with the ethical
standards laid down in the Declaration of Helsinki. Written patients’ consent for biospecimen
use was obtained in all cases. Approval for the study was previously obtained from the local
Institutional Review Board and the Tissue Bank Management Board. Study design was
published on clinicaltrials.gov web site in May 2016 (#NCT02788669).

Clinical data including age at the time of surgery, sex, performance status, surgical
circumstances (tumour perforation, occlusion), tumor localization, synchronous or
metachronous metastases, tumor recurrence, treatment, death and pathological and molecular
data including adenocarcinoma type, grade and pTNM stage were collected. Mismatched
repair (MMR) status of tumors was performed by immunohistochemistry with anti MLH1,
PMS2, MSH2 and MSH6 proteins on tissue micro arrays, completed when necessary by
microsatellite instability analysis, as already reported [32]. Mutations within exon 2 of KRAS
and of the codon 600 of BRAF were detected as previously described [32]. Follow-up data
were obtained from oncologist or attending physicians.

Pathology

All colon adenocarcinomas were classified and subtyped according to The World Health
Organization criteria [1] and staged according to the International Union Against Cancer 2009
guidelines [4]. All slides were retrieved from the archives of the Department of Pathology of
the Academic Hospital of Reims and were reviewed and classified by two pathologists (CB-R
and MDD). Tumor budding was assessed on Hematoxylin-Eosin-Saffron slides as previously
described [33].

Immunohistochemistry

All tissue samples were analyzed via tissue microarrays. For each tumor, 3 cores were
punched in the central part and 3 cores at the invasive front of the tumor from the same
original formalin-fixed paraffin-embedded tumor block. The cores were precisely arrayed into
a recipient paraffin block using the MiniCore Tissue Arrayer (Excilone, Elancourt, France).
Sections of 4-um thickness were cut and mounted on SuperFrost Plus Gold adhesive slides
(Thermofisher Scientific, Waltham, MA, USA). Immunohistochemistry using anti-LRP-1 a-
chain (1/1000, mouse, clone 8G1, Merck, Darmstadt, Germany), and control isotype mouse
IgGs (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), was performed using Novolink Polymer
Detection System (Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) after heat-induced epitope retrieval
in citrate pH 6 buffer (95°C, 40 min) and overnight antibody incubation at 4°C.

Staining intensity (SI) was graded by two pathologists (CB-R, AMB) as 0 (negative), 1
(weak), 2 (moderate) and 3 (strong). The percentage of positive cells (PPC), was graded as
follows: 0 (< 5%), 1 (5-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) and 4 (76-100%). In case of
discrepancies a consensus diagnosis was reached. Then, an immunostaining score was
generated independently for malignant and stromal cells of each case by multiplying SI and
PPC. The median score was used to distinguish low (0-4) and high (6-12) LRP1 expression
levels for adenocarcinomatous cells.
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Additionnaly, imunohistochemistry for the intestinal differentiation marker CDX2 [34] (RTU,
rabbit monoclonal, clone EPR2764Y, Zytomed System, Berlin, Germany) and the marker of
serrated subtype of adenocarcinoma Annexin A10 [35] (1/400, rabbit polyclonal, Novus
Biologicals, Littleton, CO, USA) were performed with the BenchMark XT automated slide
stainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Antibody retrieval was performed
with Cell Conditioner 1 (EDTA, pH 8.4) incubation for 64 minutes, followed by preprimary
peroxidase inhibition, and incubation with the corresponding antibody at 37°C for 32 minutes.
UltraView Universal DAB v3 Kit (Ventana Medical Systems) was used for staining reaction.
For all immunohistochemistry, the counterstain used was hematoxylin. Staining was rated
binarly as either positive or negative for these 2 markers by the same pathologists. All tumors
in which the tumor cells completely lacked immunostaining were scored as negative. Cases
were rated as positive when the tumor cells were unequivocally stained in the nucleus.

LRP1 mRNA analyses

mRNA analyses were performed on fresh frozen colon adenocarcinoma and normal colon
tissues sampled on colectomies received at the Pathology Department of Reims University
Hospital (France) and stored in the Champagne Ardenne Biobank as previously described
[36]. Total RNAs were isolated and purified with Maxwell® 16 LEV simply RNA tissue kit
(Promega, Madison, USA) according to the manufacturer’s instructions on the Promega‘s
robotics platform Maxwell® 16 Research Instrument (Promega, Madison, USA). The
concentration of total RNA (ng/uL) was determined by a Picodrop uL spectrophotometer
(Picodrop, Hinxton, United Kingdom).

RNA quality index (RQI) was determined using the Experion ™ automated electrophoresis
system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) according to the manufacturer protocol. Only
RNA with RQI values >5 were used for futher analyses.

RNA were reverse-transcribed using VERSO c¢DNA kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions using random hexamer primers. Real-
time PCR was performed using an Absolute SYBR Green Rox mix (Thermo Fisher
Scientific), on a CFX 96 real time PCR detection system (Bio-Rad). RS/8 and RPL32 were
used for LRPI expression normalization. The sequences of the pairs of primers used were:
LRPI (5 — AGA AGT AGC AGG ACC AGA GGG -3’ and 3’ — TCA GTA CCC AGG CAG TTA
TGC - 5%), RSI18 (5°- GCA GAA TCC ACG CCA GTA CAA -3’ and 3° — GCC AGT GGT CTT
GGT GTG CT - 5’) and RPL32 (5> — CAT TGG TTA TGG AAG CAA CAA A -3 and 3° - TTC
TTG GAG GAA ACA TTG TGA G - 5°). All primers were synthesized by Eurogentec
(Eurogentec, Liege, Belgium). PCR conditions were set as 15 min at 95°C, followed by 40
cycles each consisting of 15 s at 95°C (denaturation) and 1 min at 60°C (annealing/extension).
The specificity of PCR amplification was checked using a heat dissociation curve from 65°C
to 95°C following the final cycle. The cycle threshold (Ct) values were recorded with Bio-
Rad CFX Manager" 3.0 software (Bio-Rad).
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Laser capture microdissection

Fresh frozen colon adenocarcinoma specimens were cut into 12 pum serial sections and
mounted on PALM membrane slides (Zeiss, Oberkochen, Germany). The slides were
immediately stained with cresyl violet from the LCM staining kit (Thermo Fischer Scientific)
and laser capture microdissection (LCM) was performed immediately thereafter.
Adenocarcinomatous and stromal areas were selected during the LCM procedure by a
pathologist (CB-R). Laser capture microdissection was performed with the PALM
MicroBeam instrument (Zeiss). At least 5 mm? of tumor tissue or stromal tissue were
collected from each sample. This required from nine to twelve 12 um sections.

RNAs from tumor and stromal microdissected tissues were isolated and purified with the
RNeasy micro kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. RNA concentrations were measured using NanoDrop system (Thermo Fisher
Scientific). RT-PCR analyses were performed as detailed above.

miRNA analyses

miRNA were extracted from fresh frozen colon adenocarcinoma and normal colon tissues
using miRNeasy mini kit (Qiagen) according to manufacturer’s instruction. RNA
concentrations were measured using a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific). cDNA was synthesized using miScript II RT Kit (Qiagen) in accordance with the
manufacturer’s instructions.

Expression of miR-205 and miR-338-5p was determined by real time PCR using an Absolute
SYBR Green Rox mix (Thermo Fisher Scientific), on a CFX 96 real time PCR detection
system (Bio-Rad) and normalized using U6 small nuclear RNA. miR-205 is known to down-
regulate LRPI expression [37, 38]. miR-338-5p is not implicated in LRPI expression
regulation and was used as control as previously described [38]. All primers were purchased
as 10x miScript Primer Assay (Qiagen). PCR conditions were 15 min at 95°C, followed by 40
cycles each consisting of 15 s at 95°C (denaturation), 30 s at 55°C (annealing) and 30 s at
70°C (extension). The specificity of PCR amplification was checked using a heat dissociation
curve from 65°C to 95°C following the final cycle. The cycle threshold (Ct) values were
recorded with Bio-Rad CFX Manager " 3.0 software (Bio-Rad).

Methylation analyses

All methylation analyses were performed on DNA extracted from fresh frozen tissues with the
QIAamp DNA microkit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. Bisulfite
conversion was performed with the EZ DNA Methylation gold kit (Zymo Research, Irvine,
CA, USA) following manufacturer’s instructions.

The CpG island methylator phenotype (No CIMP, CIMP-Low and CIMP-High) was
determined by Methylation Sensitive High Resolution Melting for 5 markers (MLHI,
CDKN2A, MINTI1, MINT2, and MINT31) on the LightCycler 480 II High Resolution Melting
instrument (Roche, Pleasanton, CA, USA). All primers were synthesized by Eurogentec
(Eurogentec). No-CIMP status was defined as no methylated locus, CIMP-Low status as one
to three methylated loci, and CIMP-High status as four or five methylated loci as previously
described [39].

LINE-1 methylation analyses were performed by pyrosequencing analysis using the Pyromark
QI96MA instrument (Qiagen) as previously described [40]. The average LINE-I methylation
level was calculated as the mean of the proportions of C (%) at the 3 CpG sites analyzed and
this indicated the level of methylation of LINE-1 elements.
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LRPI methylation analyses were performed by pyrosequencing using the Pyromark Q96MA
instrument (Qiagen). Promoter and intronic region of LRPI were amplified from bisulfited
DNA wusing commercialy available primers (Hs LRP1 01 PM for intronic region,
Hs LRP1 02 PM for promoter region, Qiagen) for PCR amplification and pyrosequencing.
PCR amplifications were performed using PyroMark PCR kit (Qiagen) according to
manufacturer’s instructions. Methylated and unmethylated converted and unmethylated
unconverted controls from the EpiTect PCR Control DNA Set (Qiagen) were used for each
experiment. Each experiment was performed in duplicate.

Data mining and bioinformatic analyses

Mutation and expression data from the colorectal carcinoma dataset of the The Cancer
Genome Atlas (TCGA; https://tcga-data.nci.nih.gov) [41] were analyzed using cBioportal for
Cancer Genomics (http://cbioportal.org) web resources [42, 43].

Publicity available SieberSmith gene expression dataset was obtained from R2 microarray
analysis and visualization platform (http://r2.amc.nl), and used for survival analyses. Cut-off
value for separating high and low LRPI expression groups was determined by the online
algorithm.

Statistical and survival analyses

Data are here described using mean and standard deviation for quantitative variables and
number and percentage for qualitative variables. Factors associated with mRNA and
immunohistochemical expression of LRP1 were studied using univariate analysis (Chi2 test,
Fisher’s exact test, Student’s ¢ test, linear regression or Wilcoxon test, as appropriate) and
multivariate analysis (linear regression with stepwise selection, with an exit threshold of 0.10
and factors significant at p=0.10 included). Overall and event-free survivals were studied. The
survival curves were established by the Kaplan-Meier method. For each analysis, prognostic
factors were identified by univariate analysis using log rank tests and by multivariate analysis
using a Cox proportional hazard model. Factors significant at the 0.10 level in univariate
analysis were included in a stepwise regression multivariate analysis with entry and removal
limits set at 0.10. Statistical analyses were performed with SAS version 9.4 (SAS institute
Inc, Cary, North California). For all tests, p < 0.05 were considered to be statistically
significant.
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Figure legends

Figure 1. LRP1 expression in colon cancer cells compared to normal colon and
stromal cells.

(A) qRT-PCR expression levels of LRPI mRNA in colon adenocarcinoma fresh frozen
samples compared with normal colon mucosa fresh frozen samples. Values are shown as dCt
normalized with RLPL32 (B) Comparative quantification analysis of LRP/ mRNA expression
levels in tumor samples compared with paired normal colon mucosa samples. Values are
shown as ddCt fold induction (C) qRT-PCR expression levels of LRPI mRNA in
adenocarcinoma cells compared with stroma cells after laser capture microdissection (LCM).
Values are shown as dCt normalized with RLPL32 (D) Comparative quantification analysis of
LRPI mRNA expression levels in tumor cells compared with stroma cells after LCM. Values
are shown as ddCt fold induction.

*#%%P<0.0001, Mann Whitney test.

(E-J) Representative microphotograph of LRP1 immunohistochemistry on colon mucosa (E-
F) and colon adenocarcinoma (G-J). (E) LRP1 expression in surface epithelium (arrows) in
normal colon mucosa (x5 magnification). (F) LRP1 expression in fibroblasts of the lamina
propria (arrows) in normal colon mucosa (x10 magnification). Loss of LRP1 expression in
malignant cells of a moderately differenciated adenocarcinoma (G) and a mucinous
adenocarcinoma (H) (x20 magnification). (I) Loss of LRP1 expression in malignant cells
(asterisk) and stromal lymphocytes (arrows) of a poorly differenciated adenocarcinoma (x30
magnification). (J) LRP1 expression in malignant and stromal cells of a moderately
differenciated adenocarcinoma (x20 magnification).

(K) Linear regression analysis of LRP/ mRNA expression levels evaluated by qRT-PCR on
complete fresh frozen adenocarcinoma sample against LRP1 IHC score of tumor cells
obtained by multiplying staining intensity (0 to 3) and percentage of positive cells (0 to 4) (L)
Linear regression analysis of LRPI/ mRNA expression of tumor cells against LRP1 IHC score
of tumor cells obtained by multiplying staining intensity (0 to 3) and percentage of positive
cells (0 to 4) after LCM.

Figure 2. Correlation of LRP1 mRNA levels with clinical and molecular findings.
Left panel: LRP1 mRNA levels analyses by qRT-PCR (dCt normalized with RPL32) on fresh
frozen colon adenocarcinoma samples from our cohort compared with age (A), BRAFV600E
mutation (B) and CpG island methylator phenotype (CIMP-H) (C).

Right panel: Correlation analysis of LRPI mRNA expression levels extracted from the
colorectal cancer of the TCGA cohort by using cBioportal for Cancer Genomics
(http://cbioportal.org) web resources with sided adenocarcinomas (D), BRAF mutation (E),
CIMP status (F), MSI status (G). and CDX2 mRNA expression (H).

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001, Mann-Whitney test.

Abbreviation: H, high; L, Low; MSI, microsatellite instability; MSS, Microsatellite stability;
CIMP, CpG island methylator phenotype.
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Figure 3. Survival analysis in colon cancer patients from our cohort compared
with LRP1 immunohistochemical expression in tumor cells.

Kaplan-Meier Curves of overall survival and event or progression free-survival probability
for low (red line) and high (blue line) LRPI immunohistochemical (IHC) score in
adenocarcinoma cells whatever the tumor stage (A-B), in stage IV (metastatic) patients (C-D)
and in stage IV patients treated with bevacizumab (E-F).

IHC score were evaluated by multiplying staining intensity (0 to 3) and percentage of positive
malignant cells (0 to 4) obtained with LRP1 8G1 immunolabelling. Median IHC score was
used to separate low (score 0 to 4) and high (score 6 to 12) LRP1 IHC score. All p values
were calculated by the log-rank algorithm.

Figure 4. Event-free survival analyses in an independant cohort.

Publicity available SieberSmith gene expression dataset was obtained from R2 microarray
analysis and visualization platform (http://r2.amc.nl), and used for survival analyses. Event-
free survival Kaplan-Meier curves for LRP] mRNA expression in all stages (A), in stage II
(B) and in stage III patients (C). (D) Progression-free survival Kaplan-Meier Curves for LRP]
mRNA expression in stage IV patients. All p values were calculated by the log-rank
algorithm.

Figure S. Analysis of LRP1 expression regulation by LRPI gene mutation or
methylation.

(A) Somatic mutation data from the complete length of LRPI gene obtained from colorectal
cancer of the TCGA cohort by using cBioportal for Cancer Genomics (http://cbioportal.org)
web resources. Colored boxes present on the LRP/ gene representation correspond to exons
encoding functional domains of LRPI1. Green domain, low-density lipoprotein receptor
domains; blue, low-density lipoprotein receptor repeats; yellow, coagulation factor Xa
inhibitory site; orange, domain of unknown function; red, calcium-binding EGF domain;
violet, complement Clr-like EGF-like. (B) Graphical representation of association of LRP]
mutational status with clinical and molecular tracks and LRP1 mRNA expression. (C) LRPI
mRNA expression levels comparison between LRP/ mutated and LRPI wild type colorectal
cancer. ***P=0.003, Mann Whitney test.

Linear regression analyses between LRPI mRNA expression levels and promoter methylation
(D), intronic methylation (E), global DNA methylation levels approximated by LINE! (F) in
our cohort. (G) Correlation of LRPI mRNA expression levels and LRPI promoter
methylation in data extracted from the TCGA cohort by using cBioportal for Cancer
Genomics (http://cbioportal.org) web resources.
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Figure 6. Comparison of miR-205 and miR-338-5p expression with LRP1
expression.

Analyses of miR-205 (A) and miR-338-5p (B) expression by qRT-PCR in fresh frozen colon
cancer adenocarcinoma compared with normal colon mucosa from our cohort (*P<0.05,
**¥*%P<(0.001, Mann-Whitney test). Linear regression analysis of LRP/ mRNA expression
levels evaluated by qRT-PCR on complete fresh frozen adenocarcinoma sample against miR-
205 (C) and miR-338-5p (E) expression. Linear regression analysis of miR-205 (D) and miR-
338-5p (F) expression against LRP1 immunohistochemical (IHC) score of tumor cells. IHC
score was assessed by multiplying staining intensity (0 to 3) and percentage of positive tumor
cells (0 to 4) with LRP1 8G1 immunolabelling.
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Table 1. Clinicopathological features of the cohort

Clinical/pathological features

No. available (%)

Gender

Male 174 (57)
Female 133 (43)
Mean age [range] 71 years [41-91 years]
UICC stage

Stage I 35(11)
Stage 11 117 (38)
Stage 111 79 (26)
Stage IV 76 (25)
Tumor location

Left colon 171 (56)
Right colon 136 (44)
Occlusion

Yes 3511
No 274 (89)
Tumor perforation

Yes 20 (6)
No 289 (94)
Margin status

RO 275 (91)
R+ 27 (9)
Differentiation grade

Grade 1-2 258 (84)
Grade 3 49 (16)
KRAS status

Wild type 101 (68)
Mutant 48 (32)
BRAF status

Wild type 260 (86)
Mutant 44 (14)
Microsatellite status

MSS 266 (87)
MSI 40 (13)
CIMP status

No CIMP 22 (34)
CIMP-Low 35(59)
CIMP-High 7 (11)

171



Table 2. Clinicopathological characteristics associated with low LRP1 immunohistochemical
expression in adenocarcinomatous cells

Sex

Male

Female

Age

<71 years

> 71 years
Tumor location
Right

Left

UICC stage
Stage I

Stage 11

Stage 111

Stage IV
Vascular invasion
Yes

No

Perineural invasion
Yes

No

Budding score
High

Low
Differentiation grade
Grade 1-2
Grade 3

CDX2

Positive
Negative
Mucinous type
Yes

No

Annexin A10
Positive
Negative

KRAS status
Wild type
Mutant

BRAF status
Wild type
Mutant
Microsatellite status
MSS

MSI

CIMP status
No CIMP
CIMP-Low
CIMP-High

n

307
174
133
307
140
167
307
136
171
304
35
115
79
75
300
129
171
300
87
213
286
14
272
307
258
49
303
278
25
287
19
268
305
39
266
149
101
48
303
259
44
305
265
40
62
23
32
7

Mean
tumor score

5.64+4.01
4.03 £4.03

5.78+4.2
4.24 +3.89

3.34 +3.60
6.22 +4.02

6.2+3.53

5.07 +£4.37
476 +4.12
4.45+3.79

4.71+4.1
5.2+4.07

4.75+3.97
5.09+4.14

421+4.28
4.99 +4.08

5.44 +£4.03
2.35+3.39

5.19+3.98
2.16+4.19

2.37+3.58
5.14+£4.06

1.90 +3.31
5.41+4.01

335+3.72
5.31+£3.82

5.5+3.93
1.29 +£2.69

5.52+3.96
1.1+247

5.09 +3.94
3.75+4.54
0+0

LRP1 p univariate

0.0006 }

0.0009

<0.0001

0.20

0.30 %

0.51%

0.49 1

<0.0001 }

0.0003 }

0.004 1

<0.0001 }

0.003 1

<0.0001 }

<0.0001 }

0.02 ¥

NA : Not adopted ; n.s : not significant; § T test T Linear regression

p multivariate

n.s

0.09

0.0004

NA

NA

NA

NA

n.s

n.s

0.009

0.01

NA
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Table 3. Clinicopathological characteristics associated with LRP1 immunohistochemical
expression in stromal cells

n Mean LRP1 p univariate  p multivariate
stromal score

Sex 307 0.20% NA
Male 174  10.80+2.37
Female 133 11.14+2.22
Age 307 0.03% 0.004
<71 years 140  10.63+2.63
> 71 years 167 11.22+1.96
Tumor location 307 0.53 1 NA
Right 136  11.04+2.20
Left 171  10.88+2.39
UICC stage 304 0.02 + n.s
Stage | 35 9.94 +3.07
Stage 11 115 11.16+2.11
Stage 111 79 11.30£1.75
Stage IV 75 10.85+2.44
Vascular invasion 300 0.24 1 NA
Yes 129  11.12+2.08
No 171  10.81+2.47
Perineural invasion 300 0.61% NA
Yes 87 10.84 £2.31
No 213 10.99+2.32
Budding score 286 0.41 % NA
High 14 10.21 £3.24
Low 272 1096 +2.27
Differentiation grade 307 0.17 NA
Grade 1-2 258 10.83+2.47
Grade 3 49 11.51 £1.41
CDX2 303 0.32% NA
Positive 278  10.36+3.07
Negative 25 10.99 +£2.24
Mucinous type 287 0.003 i n.s
Yes 19 11.68 +0.94
No 268 10.87+2.38
Annexin A10 305 0.811% NA
Positive 39 11.02+2.03
Negative 266 10.93+2.36
KRAS status 149 0.11% NA
Wild type 101 11.22+2.06
Mutant 48 10.60 =2.39
BRAF status 303 0.89 1 NA
Wild type 259  10.97+2.32
Mutant 44 11.02+£2.10
Microsatellite status 305 0.81 % NA
MSS 265 10.93+2.34
MSI 40 11.02+2.18
CIMP status 62 0.36 F NA
No CIMP 23 10.61 £3.00
CIMP-Low 32 11.28£1.59
CIMP-High 7 10.00 +3.46

NA : Not adopted ; n.s : not significant; § T test T Linear regression
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Table 4. Univariate and multivariate analyses of factors associated with overall and event free survival in our entire cohort of 307 patients.

Variables Overall Survival Event Free Survival

Univariate Multivariate Univariate Multivariate

p value HR  95%CI p value | p value HR 95%Cl1 p value

Age 0.005 1.03 1.01-1.05 0.0004 0.37 N.A
Metastasis (MO vs. M+) <0.0001 2.10 1.40-3.13 <0.0001 | <0.0001 1.57 1.01-2.45 0.04
Margin status (RO vs. R+) <0.0001 1.87 1.13-3.11 0.02 <0.0001 n.s
Vascular invasion (yes vs. no) <0.0001 1.56 1.10—-2.23 0.01 <0.0001 1.89  1.17-3.02  0.008
Perineural invasion (yes vs. no) 0.002 n.s <0.0001 n.s
Differentiation grade (3 vs. 1-2) 0.003 n.s 0.003 n.s
CDX2 IHC expression (yes vs. no) 0.0005 1.59 093-2.72 0.09 0.11 N.A
KRAS mutation (yes vs. no) 0.22 N.A 0.003 1.62 1.06—-249 0.03
LRP1 IHC tumor score (low vs. high) | 0.003 1.35 095-193 0.09 0.46 N.A
LRP1 IHC stroma score (low vs. high) | 0.42 N.A 0.92 N.A
LRP1 mRNA 0.12 N.A 0.59 N.A

n.s: not significant; N.A: Not adopted; HR: Hazard ratio. Results were adjusted on T and N.




Table 5. Univariate and multivariate analyses of factors associated with overall and progression survival in 76 UICC stage IV patients.

Variables Overall Survival Progression Free Survival

Univariate Multivariate Univariate Multivariate

p value HR 95%CIl p value p value HR 95%Cl1 p value

Age 0.05 1.03 1.00-1.05 0.04 0.52 N.A
Tumor location (right vs. left) 0.01 n.s 0.01 n.s
Occlusion (yes vs. no) 0.003 1.96 1.40-3.69 0.04 0.006 n.s
Tumor perforation (yes vs. no) 0.10 223 1.02-4.86 0.04 0.07 n.s
Differentiation grade (3 vs. 1-2) 0.0002 2.18 1.07-4.17 0.03 <0.0001 345 1.73-6.88  0.0004
LRP1 IHC tumor score (high vs. low) 0.004 0.55 0.32-0.96 0.03 0.05 n.s
LRP1 IHC stroma score (high vs. low) | 0.11 N.A 0.03 2.58 1.35-494 0.004
LRP1 mRNA 0.12 N.A 0.22 N.A

n.s: not significant; N.A: Not adopted; HR: Hazard ratio. Results were adjusted on T and N
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Figure 1: LRP1 expression in colon cancer cells compared to normal colon and stromal cells.




Figure 2: Correlation of LRP1 mRNA levels with clinical and molecular findings.
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Figure 3: Survival analysis in colon cancer patients from our cohort compared with LRP1
immunohistochemical expression in tumor cells.
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Figure 4: Event-free survival analyses in an independant cohort.
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Figure 5: Analysis of LRP1 expression regulation by LRPI gene mutation or methylation.
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Figure 6: Comparison of miR-205 and miR-338-5p expression with LRP1 expression.
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Discussion et perspectives

Le cancer colorectal est comme nous 1’avons décrit ci-avant un probléme de santé publique
majeur car il s’agit d’un cancer fréquent et avec un taux de morbi-mortalité ¢lévé. Le systéme
de classification pronostique actuel, le stade TNM, utilisé pour la décision thérapeutique et
1’évaluation standardisée des traitements n’est pas un system performant car des patients de
méme stade ont des pronostiques trés différents. Peu de biomarqueurs sont actuellement
utilisés pour augmenter la précision de la prédiction pronostique ou prédire la réponse aux
traitements. Ces marqueurs sont toutefois insuffisants pour la prédiction pronostique a
I’échellon individuel. C’est pour cela que depuis de nombreuses années la recherche dans le
domaine des cancers colorectaux vise a trouver de nouveaux marqueurs pronostiques ou

théranostiques afin de mieux personnaliser la prise en charge du patient.

LRP1 est un récepteur multifonctionnel qui occupe un role central dans les rapports entre la
cellule et son micro-environnement et dans de nombreuses voies de signalisation. De part ces
multiples fonctions, LRP1 joue un réle important dans la progression du cancer. Cependant,
en raison de sa multifonctionnalité, son role n’est pas toujours évident a appréhender et il
varie d’un type de cancer a I’autre.

Dans le cancer du c6lon, I’expression de LRP1 étudiée sur un petit nombre de cas semble étre
diminuée dans les cellules tumorales et augmentée dans les cellules du stroma. Cette baisse
d’expression de LRP1 dans les cellules malignes était associée a 1’augmentation de
I’expression de la protéase uPA suggérant que la baisse d’expression de LRP1 dans les
cellules malignes favorise I’invasion tumorale [Obermeyer]. Cependant, les associations
cliniques et la valeur pronostique de cette baisse d’expression de LRP1 dans les cancers du
colon n’ont jamais été étudi¢es. De plus, les mécanismes impliqués dans la régulation de

I’expression de LRP1 dans les cancers du colon ne sont a ce jour pas connus.

Ce travail de thes s’est inscrit dans une démarche translationnelle afin de décrire I’expression
de LRP1 dans les tissus coliques sains et adénocarcinomateux dans une cohorte de patients et
de déterminer les parameétres clinico-pathologiques et moléculaires associés a cette expression

ainsi que sa valeur pronostique.
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Partie méthologique du travail de thése : synthése et perspectives

La premiere partie de ce travail (manuscrits 1 et 2) a consist¢ en une validation
méthodologique de certaines techniques qui ont été utilisées dans la partie principale du

travail.

Cette partie méthodologique a, dans un premier temps, permis de valider la détermination du
statut BRAFV600E par I’immunomarquage anti-BRAFV600E sur TMA. Ce premier temps

du travail nous a permis de caractériser le statut BRAFV600E dans notre cohorte de patients.

La deuxiéme étude méthodologique de ce travail de thése, nous a permis de montrer
I’importance du contrdle qualit¢ des échantillons de cancer colique avant analyse
d’expression génique. Ce controle permet d’une part de s’assurer que les échantillons
tumoraux coliques intéressent réellement I’adénocarcinome et d’autre part de s’assurer que
I’ARN n’est pas dégradé. Dans ce travail, nous avons également montré que les facteurs qui
influencent la qualité de I’ARN issus des tissus d’adénocarcinomes coliques sont cliniques et
chirurgicaux et ne peuvent donc pas étre contrdlés lors de la procédure de prélevement ou de
stockage de 1’échantillon tumoral. Nous n’avons pas mis en évidence de marqueurs qui
permettraient de prédire efficacement la qualité de ’ARN d’un échantillon d’adénocarcinome
colique. Il apparait donc que le controle de la qualit¢ de 1’échantillon en lui-méme est
irremplacable. Le contrdle microscopique des échantillons d’adénocarcinomes coliques frais-
congelés peut étre réalisé sur un prélev ment miroir, c’est a dire un prélévement fixé adjacent
a I’échantillon frais-congelé ou sur le prélevement congelé lui-méme au risque d’entrainer une
légére décongélation du prélévement lors du contrdle microscopique et donc une dégradation
de I’ARN. Nous réalisons actuellement un travail complémentaire sur le controle
microscopique des échantillons tumoraux coliques frais-congelés stockés dans les biobanques.
Ce travail complémentaire vise a formuler des recommandations quand au controle
microscopique des échantillons d’adénocarcinome coliques frais-congelés afin de s’assurer de
la qualité de 1’échantillon étudié et de sa représentativité tout en préservant la qualité de

I’ARN.
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Partie principale du travail de these : discussion et perspective

1. Expression de LRPI dans les tissus coliques sains et adénocarcinomateux

La seconde partie (manuscrit 3) portait sur 1’étude de ’expression de LRP1 dans les cancers
coliques ainsi que ’évaluation des paramet es clinico-pathologiques et moléculaires associés
a D’expression de LRPI1 et la détermination de sa valeur pronostique. Dans ce travail nous
avons également étudié¢ certains mécanismes impliqués dans la régulation de 1’expression de
LRP1 dans les cancers du colon.

Cette partie principale de ce travail de thes nous a permis de décrire I’expression génique et
immunohistochimique de LRP1 dans les tissus coliques sains et adénocarcinomateux dans
une cohorte de patients assez large et bien caractérisée. A cette fin, nous avons établi un score
immuno-histochimique simple qui nous a permis de quantifier I’expression de LRP1 dans les
cellules malignes et dans les cellules stromales de fagon indépendante. L’étude
immunohistochimique et 1’étude de ’expression de I’ARNm par qRT-PCR aprés micro-
dissection laser ont montré que I’expression de LRP1 était nettement diminuée dans les
cellules malignes comparées aux cellules stromales et aux cellules de la muqueuse colique
saine. Cette plus faible expression de LRP1 dans les cellules malignes coliques comparées
aux cellules stromales et de la muqueuse colique avait déja été décrite auparavant, mais
uniquement par technique immunohistochimique et dans un trés petit nombre de cas [Toquet,
Obermeyer]. Notre étude portant sur un nombre plus important de cas et utilisant plusieurs
techniques de quantification de I’expression de LRP1 (qRT-PCR avec ou sans
microdissection préalable, score immunohistochimique) a permis de montrer les limites de
I’évaluation de I’expression de ’ARNm de LRP1 sur les échantillons tumoraux complets non
microdisséqués. En effet, nous avons observé que le score d’expression immuno-
histochimique de LRP1 des cellules malignes était corrélé a I’expression de I’ARNm de LRP1
dans les cellules malignes aprés microdissection alors qu’aucune corrélation n’était observée
dans les échantillons tumoraux non microdisséqués, méthode jusqu’alors utilisée.

Notre étude de I’expression de LRP1 a permis d’autre part de préciser la distribution de LRP1
dans la muqueuse colique. Nous avons en effet observé que 1’expression de LRP1 dans les
cellules épithéliales coliques était le plus souvent limitée a 1’épithélium de surface, c’est a dire
la partie de 1’épithélium qui ne se renouvelle plus et qui est la plus différenciée. Cette
association suggere une relation entre I’expression de LRP1 et la différenciation et une

relation inverse entre 1I’expression de LRP1 et la prolifération.
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2. Expression de LRPI dans les adénocarcinomes coliques: association clinico-
pathologiques et moléculaires, et valeur pronostique

La faible expression immunohistochimique et génique de LRP1 était fortement associée dans
notre cohorte ainsi que dans une cohorte indépendante (cohorte du TCGA) a la localisation
droite du cancer, a la présence d’'une mutation BRAF et a un phénotype hyperméthylateur
(CIMP-H) de I’adénocarcinome. Une association moins forte, car présente uniquement en
analyse univariée, a été observées dans notre cohorte ainsi que dans la cohorte du TCGA entre
la faible expression de LRP1 et la présence d’une instabilité des microsatellite (MSI-H) et la
perte d’expression du marqueur de différenciation intestinale CDX2. Cette association entre la
baisse d’expression de LRPI et la perte d’expression du marqueur de différenciation
intestinale CDX2, est un argument de plus pour la relation entre 1’expression de LRP1 et la
différenciation évoquée ci-dessus. Cependant cette relation n’est pour I’instant qu’une
supposition et reste a démontrer.

Tous les éléments associés a la diminution de I’expression de LRP1 dans les cellules malignes
que nous avons évalués sont, en dehors de I’instabilité des microsatellites des indicateurs
reconnus de mauvais pronostique.

Dans ce travail de thése, nous n’avons pas évalué les effets de la perte d’expression de LRP1
sur le comportement des cellules d’adénocarcinome colique ou de la forte expression de
LRP1 dans les fibroblastes du stroma. Des études précédentes réalisées sur des patients
atteints de carcinomes hépatocellulaires [Huang], d’adénocarcinomes prostatiques [Gilardoni]
et de tumeurs de Wilms [Desrosiers], ont montré que la baisse d'expression de LRP1 dans les
cellules tumorales était corrélée a une augmentation de 1’expression de la MMP9. Cette baisse
d’expression de LRP1 dans les cellules tumorales semble donc stimuler la protéolyse
matricielle autour de la cellule tumorale et avoir un role pro-tumoral. Cette augmentation de
la protéolyse est utile aux processus d’invasion et de migration tumorale. Plusieurs études en
culture cellulaires ont confirmé ces données et ont également montré que la perte
d’expression de LRP1 était de plus associée a la surexpression d’uPA et a une activation de
certaines voies de signalisation [Amos, de Vries, Sid, Webb]. Cependant, d’autres études ont
montré que la perte d’expression de LRP1 avait des effets anti-tumoraux en inhibant la
migration cellulaire [Appert-Collin, Gopal, Le Cigne]. Les effets pro ou anti-tumoraux de
LRPI1 semblent donc dépendre du type cellulaire, des conditions étudiées et des conditions de
culture. Dans les adénocarcinomes coliques, une seule étude a évaluée la relation entre

I’expression de LRP1 et les protéases matricielle. Dans cette étude sur les cancers coliques, la
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forte expression de LRP1 par les fibroblastes du stroma était associée a une forte expression
de la protéase uPA [Obermeyer]. Cette observation associée aux données précédente de la
littérature suggere donc que 1’expression différentielle de LRP1 entre les cellules malignes et
les fibroblastes du stroma entraine une surexpression synergique d’enzymes protéolytiques ce

qui favoriserait I’invasion tumorale.

De part ces données de la littérature montrant 1’association de la faible expression de LRP1
dans les cellules malignes a des ¢léments de mauvais pronostique, nous nous attendions a ce
que la perte d’expression de LRP1 dans les cellules malignes ou sa surexpression dans les
cellules stromales soit associée a un mauvais pronostic.

Dans notre cohorte, la faible expression immunohistochimique de LRP1 dans les cellules
tumorales s’est révélée étre un marqueur pronostique péjoratif, notamment chez les patients
au stade métastatique méme traités par thérapie ciblée anti-VEGF (bevacizumab). La
surexpression immunohistochimique de LRP1 par les cellules du stroma était un indicateur

indépendant de progression tumorale chez les patients atteints de cancer colique métastatique.

Nos résultats semblent indiquer qu’un faible score (0-4) d’expression immunohistochimique
de LRPI1 dans les cellules tumorale serait un biomarqueur intéressant pour la prédiction
pronostique et thérapeutique des cancers coliques métastatiques. Cependant, ces résultats
doivent étre confirmés par d’autres études pour plusieurs raisons : le faible effectif de patients
métastatiques de notre cohorte, les renseignements incomplets concernant leurs traitements
d’une part et en raison de la discordance entre les résultats immunohistochimiques et les
analyses d’expression génique de notre cohorte et d’une cohorte indépendante d’autre part.
Cependant, ces discordances peuvent s’expliquer. En effet, I’analyse immunohistochimique
permet de distinguer I’expression de LRP1 propre aux cellules malignes de celle des cellules
stromales ce que ne permet pas une analyse de I’ARNm issue du lysat tumoral complet.
Comme nous I’avons décrit ci-dessus, les cellules stromales ont une expression de LRP1 bien
plus élevée que les cellules malignes. D’ou la surestimation possible de I’expression de LRP1
dans 1’échantillon total, représentant la somme de LRP1 exprimé par les cellules malignes et
les cellules stromales. Seule une étude en micro-dissection laser permet de distinguer
I’expression génique de ces deux composantes cellulaires de la tumeur. De ce fait les
discordances apparentes observées dans notre étude s’expliquent par le fait que c’est
I’expression de LRP1 dans les cellules malignes qui est pronostique et non pas la somme

d’expression cellules malignes + cellules stromales. La technique de microdissection laser est
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une technique longue et coliteuse qui n’est pas utilisable en routine, contrairement a
I’immunohistochimie qui est simple et rapide. C’est donc cette technique qui doit étre

privilégiée pour les études ultérieures.

3. Régulation de I’expression de LRPI dans les adénocarcinomes coliques.

Les anomalies moléculaires (MSI-H, CIMP-H, BRAF muté) associées a la diminution de
I’expression de LRP1 dans les cellules malignes caractérisent le type hypermuté de la
classification moléculaire des CCR du TCGA. Ce type moléculaire est appelé ainsi en raison
d’un taux de mutations dans de nombreux genes plus important que dans les autres sous-types
moléculaires de CCR. Effectivement, les analyses des données du TCGA nous ont permis
d’observer que les mutations du géne LRPI, bien que rares, étaient plus fréquentes chez les
patients avec des CCR MSI-H, CIMP-H ou BRAF mutés. De plus I’expression de I’ARNm de
LRP1 était plus faible en cas de mutation du gene LRPI. Les mutations du gene expliquent
donc en partie la baisse d’expression de LRP1 dans les CCR MSI-H.

En dépit d’une forte association entre la diminution de 1I’expression de LRP1 dans les cellules
malignes et le phénotype hyperméthylateur CIMP, le promoteur du géne LRPI présentait un
niveau de méthylation tres faible dans notre cohorte et dans celle du TCGA. Donc, malgré
’association entre la baisse d’expression de LRP1 et le phénotype hyperméthylateur CIMP-H,
les mécanismes ¢€pigénétiques de méthylation des génes ne sont pas directement impliqués
dans la régulation de I’expression de LRP1. Cette association s’explique de fagon indirecte
par la méthylation du promoteur du géne MLHI qui entraine un déficit du systéme de
réparation des mésappariements de I’ADN et donc ’apparition de mutations sur le géne LRP!

(Figure 23).

Les mutations du géne LRPI sont rares (6%) en comparaison de la perte d’expression
immunohistochimique de LRP1 dans les cellules tumorales (21% des cas). D’autres facteurs
doivent donc étre impliqués dans la régulation de ’expression de LRP1. Notre travail montre
que le micro-ARN miR-205 pourrait intervenir dans la régulation de I’expression de LRP1.
Cependant, de facon inattendue dans notre étude 1’expression de miR-205, qui était décrit

comme un inhibiteur de LRP1 dans les cellules de glioblastome et d’adénocarcinome
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pulmonaire [Song], semble stimuler I’expression de LRP1 dans les cancers coliques. Les

micro-ARN pourraient donc avoir un réle dans la modulation de 1’expression de LRP1.

Phénotype Méthylateur CIMP

o

Méthylation du promoteur du géne MLH1

Déficit du systéme Mismatch Repair

St
T

Instabilité microsatellitaire

) . Mutation de LRP1
Mutation de nombreux génes

Baisse d'expression de LRP1

L]
o

Défaut de clairance des protéases matricielles
Activation des voies de signalisation

-

Augmentation de la migration et de l'invasion
Mauvais pronostic

Figure 23: Présentation schématique d’un mécanisme impliqué dans la baisse
d’expression de LRP1 dans les cellules malignes et dans I’impact pronostique de cette
baisse d’expression de LRP1 dans les cancers coliques.

Ce schéma de synthese regroupant nos résultats ( ) et les données de la littérature (en
bleu) présente un mécanisme impliqué dans la baisse d’expression de LRP1 dans les cellules
cancéreuses coliques et I’impact de cette baisse d’expression.
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4. Perspectives

Ce travail a permis de préciser I’expression de LRP1 dans les tissus coliques sains et
tumoraux, de décrire les paramétres clinico-pathologiques et moléculaires associés a
I’expression de LRP1 et son impact pronostique. Il a également permis de compléter les
connaissances sur les mécanismes de régulation de I’expression de LRP1. Enfin, ce travail a
¢galement permis de formuler des recommandations méthodologiques relatives a 1’utilisation

de ’ARNm des tissus tumoraux coliques pour les analyses d’expression génique.

Afin de compléter ce travail, il faudrait, en plus de I’étude clinique dans de plus larges
cohortes proposée ci-avant, étudier dans des lignées de cellules tumorales coliques les effets
de la suppression de 1’expression de LRP1 et de la réexpression de LRP1 sur la prolifération
cellulaire, la migration et I’invasion. Ces études en cultures cellulaires pourraient permettre de
mieux évaluer les effets de certains micro-ARN sur I’expression de LRP1. Elles permettraient
aussi d’évaluer I’effet de I’expression ou de la perte d’expression de LRP1 sur I’activation de
certaines voies de signalisation ou sur I’expression de certaines protéases.

De plus, une étude en co-culture avec des fibroblastes serait intéressante pour permettre
d’évaluer I’influence de la surexpression de LRP1 dans les fibroblastes sur les cellules
tumorales ou inversement I’influence de la perte d’expression de LRP1 dans les cellules
malignes sur les fibroblastes du stroma. Ceci est d’autant plus intéressant qu’il a ét¢ montré
dans des cellules de carcinome mammaire que les cellules malignes recrutaient les

fibroblastes par une voie impliquant LRP1 [Derocq, Beaujouin].

Durant ce travail de theése nous avons essayé€ sans succes de produire des lignées primaires de
cellules cancéreuses coliques. Nous, avons ensuite évalué¢ 1’expression de LRP1 dans 7
lignées cellulaires de caractéristiques moléculaires différentes (CaCo2, HCT116, HT29,
LS174T, RKO, SW480, SW1116) afin de choisir des lignées avec des niveaux d’expression
différents de LRP1. Ces lignées présentaient bien des niveaux différents d’expression de
LRP1 (Annexe 2), mais en dehors de HT29 et CaCo2, aucune ne migrait avec la technique de
wound healing couplée ou non a la vidéomicroscopie. Cette absence de migration excluait
donc I’utilisation de ces cellules pour I’étude des effets de la perte ou la restauration de
I’expression de LRP1. La transfection de mini-domaines fonctionnels de LRP1 (domaines
CCR2 et CCR4) par electroporation dans les lignées CaCo2 et HT29 entrainait une mort

cellulaire importante ce qui ne permettait plus I’étude de la migration par la technique de
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wound healing. Nous avons dans la toute fin de cette thése commencé a mettre au point
I’étude de la migration verticale en 2D a travers un systéme transwell. Nos premiers résultats
ont montré qu’en raison d’une trés importante migration de certaines lignées cellulaire (HT29,
HCT116) ce system pourrait permettre I’étude de la migration cellulaire méme en cas de
mort cellulaire importante liée a la transfection des mini-domaines de LRP1.

En raison des trés nombreuses difficultés rencontrées lors de la mise au point de 1’étude de la
réexpression de LRP1 dans les lignées cancéreuses coliques, nous avons donc temporairement
abandonné¢ les ¢tudes en culture cellulaire. Cependant, nous avons avancé dans la
détermination d’une méthode d’étude de la migration cellulaire aprés transfection par les
mini-domaines fonctionnels de LRP1.

Les ¢études en culture cellulaire du réle de LRP1 dans des lignées cancéreuses coliques seront

poursuivies apres cette thése et font déja 1’objet d’un travail post-doctorat dans notre unité.
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Annexes

Annexe 1 : Profil d’expression génique de LRP1 dans les tissus sains.

Ci dessous une figure extraite des données de I’étude de Fagerberg et al. [Fagerberg]
présentant les niveaux d’expression de ’ARNm de LRPI dans différents tissus sains
humains.
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Annexe 2 : niveaux d’expression de ’ARNm de LRP1 dans les lignées cellulaires
d’adénocarcinome colorectaux.

Cette figure extraite de nos résultats présente les niveaux d’expression de ’ARNm de LRP1
¢valués par qRT-PCR en différence de nombre de cycles (dCT, delta Cycle Threshold) entre
LRPI et les génes de ménage RSI8 et RPL32 dans nos 7 lignées cellulaires.
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ETUDE DU RECEPTEUR D’ENDOCYTOSE LRP1 DANS LES ADENOCARCINOMES COLIQUES : CARACTERISTIQUES
CLINIQUES, PATHOLOGIQUES ET MOLECULAIRES ASSOCIEES ET VALEUR PRONOSTIQUE

LRP1 (low-density lipoprotein receptor—related protein 1), un récepteur endocytaire multifonctionnel, a récemment été
identifi¢ comme pivot d’un réseau de biomarqueurs pour la prédiction pronostique de plusieurs types de cancers. Son
role dans le cancer du célon n'a pas été caractérisé. Notre travail porte sur 1I’é¢tude de la relation entre expression de
LRP1 et cancer du colon. L'expression de 'ARNm LRP1 a été déterminée dans des échantillons d'adénocarcinome et
de muqueuses coliques appariées, ainsi que dans les cellules stromales et tumorales obtenues aprés microdissection
laser. Les associations clinicopathologiques et moléculaires ont été étudiées par immunohistochimie dans une série de
cancer colique (n = 307). La présence de méthylation ou mutation du géne LRP1 et l'expression de miR-205 ont été
évaluées et comparées aux niveaux d'expression de LRP1. L’ARNm de LRP1 est sous exprimé dans les cellules
d'adénocarcinome colique par rapport a la muqueuse colique par rapport aux cellules stromales. La faible expression
immunohistochimique de LRP1 dans les adénocarcinomes était associée a un age plus élevé, a localisation droite, une
perte d'expression de CDX2, une expression d'Annexine A10, un statut CIMP-H, MSI-H et BRAFV600E muté. Cette
faible expression était associée a un mauvais pronostic, en particulier chez les patients de stade IV. Les mutations du
gene LRP1 entrainaient une sous-expression de LRP1. L’expression était peu modifiée par miR-205. Le promoteur de
LRP1 n'était jamais méthylé. La perte d'expression de LRP1 est associée a un profil clinico-pathologique et moléculaire
particulier et 2 un un mauvais pronostic dans les cancers du colon.

Cancer colorectal, LRP1, BRAF, instabilité des microsatellites, miR-205

Study of endocytosis receptor LRP1 in colon adenocarcinomas: associated clinical,
pathological and molecular characteristics and prognosis impact

LRP1 (low-density lipoprotein receptor—related protein 1), a multifunctional endocytic receptor, has recently been
identified as a hub in a biomarker network for multi-cancer clinical outcome prediction. Its role in c6lon cancer has not
been characterized. Here, we investigate the relationship between LRP1 and colon cancer. LRP1 mRNA expression was
determined in colon adenocarcinoma and paired colon mucosa samples, and in stromal and tumoral cells obtained after
laser capture microdissection. The clinical potential was further investigated by immunohistochemistry in a population-
based colon cancer series (n =307). LRP1 methylation, mutation and miR-205 expression were evaluated and compared
to LRP1 expression levels. LRP1 mRNA levels are significantly decreased in colon adenocarcinoma cells compared to
colon mucosa and stromal cells. Low LRP1 immunohistochemical expression in adenocarcinomas was associated with
higher age, right-sided tumor, loss of CDX2 expression, Annexin A10 expression, CIMP-H, MSI-H and BRAFV600E
mutation. Low LRP1 expression correlates with poor clinical outcome, especially in stage [V patients. LRP1 expression
was downregulated by LRP1 mutation. LRP1 expression was slightly modified by miR-205 expression. LRP1 promoter
was never methylated. Loss of LRP1 expression is associated with peculiar clinocopathological and molecular
characteristics and with worse colon cancer outcomes.

Colorectal cancer, LRP1, BRAF, microsatellite instability, miR-205
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