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INTRODUCTION

Les adénocarcinome mucineux constituent un sous-type histologique
relativement fréquent représentant 5 & 15 % des cancers colorectaux, définis selon la
classification de I'OMS 2010 par la présence de plus de 50 % de mucus
extracellulaire [1]. Depuis sa description en 1923 par Perham, ce type histologique
particulier de cancer du célon est considéré comme une entité distincte et I'évolution
des techniques a permis de mieux appréhender ses caractéristiques clinico-
pathologiques et moléculaires. Les adénocarcinomes mucineux ont été considérés
comme un groupe de tumeurs assez homogéne, caractérisés par des tumeurs
apparaissant chez la femme, de siége proximal, et de phénotype MSI. Néanmoins,
notre équipe a recemment observé que ce groupe de tumeurs présentait en fait une
grande hétérogénéité génétique. Ces tumeurs sont également caractérisées par une
évolution métastatique péritonéale singuliére et une moins bonne réponse aux
chimiothérapies. Cette résistance pourrait s’expliquer par des anomalies génétiques
spécifiques et par 'abondance de mucus propre a ces tumeurs, constituant une

barriere physique aux drogues administrées.

L’émergence du cancer colorectal est considérée comme étant due a des
anomalies de la différenciation, de la prolifération et de la mort cellulaire. CDX2 est
un gene essentiel a la détermination de la différenciation intestinale tout au long de la
vie adulte [2], permettant I'acquisition du phénotype mature des cellules épithéliales
coligues. Il participe a I'acquisition du phénotype sécrétoire des cellules caliciformes
responsables de la synthese de mucus. La dysrégulation de la synthése des
mucines observée dans les adénocarcinomes mucineux pourrait donc étre en partie
influée par les anomalies du géne CDX2. Le role de CDX2 dans l'oncogenése
colique est connu. La plupart des études défendent son réle de géne suppresseur de
tumeur car son expression est perdue dans certains cancers colorectaux [3-7]. Il a
eté suggéré plus réecemment que CDX2 agirait comme un oncogéne de « survie de
lignage » dans les cancers colorectaux, par un mécanisme d’amplification ou de gain
du bras long du chromosome 13 [8]. De plus, il existe d’'importantes interactions entre
le gene CDX2 et la voie de signalisation Wnt, dont la régulation est considérée

comme le phénoméne initiateur de la plupart des cancers du célon.



Compte-tenu des liens entre le gene CDX2 et la différenciation intestinale, en
particulier la composante sécrétoire de la crypte intestinale, I'objectif de notre étude
était de décrypter les anomalies de CDX2 présentes dans les adénocarcinomes
mucineux colorectaux et d’estimer leur fréquence. Nous avons également établi les
corrélats existants entre ces anomalies et le fond génétique des adénocarcinomes

mucineux.



RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

CARACTERISATION DES ADENOCARCINOMES MUCINEUX

Généralités et définition

Les cancers colorectaux représentent le troisieme cancer le plus fréquent en
France, avec 42 150 nouveaux cas par an tous sexes confondus. Leur taux de
mortalité est élevé estimé a environ 18000 déces par an, représentant la deuxiéme

cause de mortalité par cancer chez 'homme et la troisieme cause de mortalité par

cancer chez la femme [9].

Les cancers colorectaux correspondent dans plus de 90% des cas a des
adénocarcinomes, résultant de la dégénérescence de [I'épithélium glandulaire
intestinal. Ces adénocarcinomes sont constitués a plus de 85% d’adénocarcinomes

sans autre indication (SAl) [1].

Parmi les autres sous-types histologiques, les adénocarcinomes mucineux
correspondent au deuxiéme variant le plus fréquent apres les adénocarcinomes SAl,
et leur fréquence est estimée entre 5 et 15% des cancers colorectaux. Ces
adénocarcinomes mucineux sont définis sur le plan histologique par la présence d’un
contingent mucineux occupant plus de 50% de la surface tumorale. Celui-ci se
caractérise par des plages de mucine extracellulaire contenant des structures
acineuses ou des amas de cellules tumorales, ou encore des cellules tumorales
isolées pouvant étre de type en bague a chaton [1]. Les cellules tumorales de type
en bague a chaton sont reconnaissables par la présence d'une large vacuole de
mucine intracellulaire refoulant le noyau contre la membrane cytoplasmique. Elles
sont présentes au sein des flaques de mucus des adénocarcinomes mucineux ou

forment de larges nappes cellulaires pauvres en mucus « linite-like ».
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Caractérisation clinique

Historiquement, la caractérisation clinique des adénocarcinomes mucineux a
été réalisée en comparant leurs caractéristiques a celles des adénocarcinomes non
mucineux. L’identification des adénocarcinomes mucineux était uniquement basée
sur des criteres histopathologiques [10,11]. Ces tumeurs étaient fréquemment
observées au niveau du colon proximal, et chez la femme. Les adénocarcinomes
mucineux colorectaux étaient souvent diagnostiqués a un stade de progression
tumorale avancé comparé aux adénocarcinomes SAl, et étaient associés a un moins
bon pronostic [10-14]. Certains auteurs ont également rapporté une fréquence plus
importante de ce sous-type chez des patients atteints de maladie inflammatoire
chronique de l'intestin, comme la maladie de Crohn ou la recto-colite hémorragique,
ou chez des patients avec des antécédents de radiothérapie pelvienne ou

abdominale. Cependant, la relation de cause a effet est mal comprise [10,15].

Caractérisation moléculaire et actualisation des données cliniques

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis de
reconsidérer ces tumeurs selon leurs caractéristigques moléculaires. Les
adénocarcinomes mucineux ont été ainsi considérés comme un groupe de tumeurs
assez homogene, caractérisé par une forte proportion de tumeurs instables pour les
microsatellites (17 a 41.8%).

Il a été observé également que les voies de signalisation telles que les voies
RAS/RAF/MAPK et PISK/AKT étaient plus souvent mutées dans ce sous-type

d’adénocarcinome colorectal [16].

Plus récemment, les études ont montré que les adénocarcinomes mucineux
étaient des tumeurs tout aussi hétérogénes sur le plan moléculaire que les autres
adénocarcinomes colorectaux. Dans une étude récente, notre équipe a pu montrer
gue les adénocarcinomes mucineux pouvaient étre regroupés dans plusieurs
groupes moléculaires issus de voies de carcinogénese différentes [17]. L’approche
analytique par clustering hiérarchisé a permis de mettre en évidence quatre sous-

groupes : (i) les adénocarcinomes mutés pour le gene BRAF (MSS ou MSI), (ii) les
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adénocarcinomes mucineux MSI « nuls » (C’est-a-dire sans mutation de BRAF et
KRAS), (iii) les adénocarcinomes MSS «nuls», et (iv) les adénocarcinomes
mucineux mutés pour le gene KRAS. Les adénocarcinomes mucineux mutés pour le
géne BRAF étaient observés chez des patients plus agés, essentiellement des
femmes, au niveau du célon droit. Ce sous-groupe de tumeurs était également
caractérisé par une forte proportion de tumeurs hyperméthylées pour le gene MLH1
ou pour le gene MGMT, et par des taux d’activation bas de la voie Wnt/béta-caténine
au sein du tissu tumoral. Enfin, ce sous-groupe présentait une moins bonne survie,
justifiant son identification. Les adénocarcinomes MSI « nuls » étaient observés chez
des patients plus jeunes, parfois dans un contexte de syndrome de Lynch prouvé ou
suspecté. Ces tumeurs étaient caractérisées par des taux d’activation plus élevés de
la voie Wnt/béta-caténine. Le troisieme sous-groupe MSS « nul » et le quatrieme
sous-groupe « muté pour le gene KRAS » partageaient de nombreuses particularités
clinico-pathologiques, et se distinguaient uniguement entre eux par la présence
d’'une mutation du gene KRAS. Ces tumeurs étaient plus fréquemment observées

chez des hommes, au niveau du cblon gauche.

Evolution des données pronostiques et thérapeutiques des adénocarcinomes
mucineux

Bien que les carcinomes colorectaux soient classés en fonction de I'histologie
(classification de 'OMS), cette classification n’est pas prise en compte actuellement
dans la stratégie de prise en charge thérapeutique des cancers colorectaux. Les
stratégies thérapeutiques habituelles reposent sur des criteres cliniqgues et
moléculaires caractérisés par la localisation rectale ou colique de 'adénocarcinome,
le stade de progression tumorale et la détermination du statut microsatellitaire et de

la présence d’'une mutation des génes RAS [18-20].

Les études tentent actuellement d'identifier les facteurs pronostiques et
prédictifs qui pourraient améliorer la prise en charge spécifique des patients atteints
d’adénocarcinomes mucineux. La faible frequence (10-15%) de ce sous-type
histologique par rapport aux adénocarcinomes SAIl limite cependant la portée des
investigations, et les implications pronostigues et thérapeutiques des

adénocarcinomes mucineux restent mal comprises. En effet, les essais contrélés

12



randomisés en cours utilisent des populations de patients atteints
d’adénocarcinomes colorectaux non sélectionnés, et dont les résultats ne sont pas
forcément extrapolables aux patients atteints d’adénocarcinomes mucineux. Les
principaux résultats découlent de petites séries de patients atteints
d’adénocarcinomes mucineux et sont généralisés a lI'ensemble de la population de
ces patients. De plus, la portée des résultats de certaines études est limitée en
raison de I'absence de distinction entre les adénocarcinomes de localisation colique

et ceux de localisation rectale ne bénéficiant pas de la méme chirurgie [21].

Une revue récente de la littérature [22] réalisée en 2016 par Hugen, réalise la
synthése actuelle des implications pronostiques et prédictives connues des

adénocarcinomes mucineux colorectaux.

Dans la prise en charge des tumeurs non avancées localement, deux
études indépendantes [12,23] ont démontré que chez les patients atteints de cancer
de siége colique, le sous-type mucineux n'était pas un facteur pronostique négatif
comparé aux adénocarcinomes SAl. Dans une autre étude, les chercheurs ont
observé une meilleure survie globale chez les patients atteints d’adénocarcinomes
mucineux comparativement a ceux atteints d’adénocarcinomes SAl et moins de

récidives systémiques [24].

Concernant le traitement des tumeurs de siege rectal, les progres
considérables depuis ces trente derniéres années ont permis d’améliorer la survie
des patients. Les adénocarcinomes mucineux rectaux considérés initialement
comme de moins bon pronostic, semblent actuellement présenter des taux de survie
similaires a ceux des adénocarcinomes SAIl rectaux, comme le montre une étude
récente de Hugen basée sur les données de 1989 a 2007 du Registre du Cancer
Néerlandais [25]. Ces améliorations sont notamment dues a lintroduction de la
radiothérapie ou de la radiochimiothérapie néoadjuvante, ainsi qu’a 'amélioration de
la qualité de résection chirurgicale, limitant la probabilité de récidive loco-régionale.
L’amélioration de cette derniére est due aux progrés des techniques chirurgicales,
comme la résection en monobloc du mésorectum limitant la rupture de la masse
tumorale mucineuse dans la cavité abdominale ; et aux progrés techniques

d’'imagerie, comme I'IRM pelvienne précisant mieux la taille et I'extension tumorale
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loco-régionale. En effet, les adénocarcinomes mucineux sont généralement
diagnostiqués a un stade T supérieur a celui des adénocarcinomes SAI rectaux, et
sont donc d’exérése compléte plus difficile. Les adénocarcinomes mucineux
présentent ainsi une incidence plus élevée de I'envahissement des marges de
résection circonférentielles (MRC), considéré comme un important facteur
pronostique péjoratif [26]. L’amélioration des techniques radiologiques et
chirurgicales a ainsi abaissé le nombre de résections avec MRC positives et amélioré
les résultats de survie des patients atteints d’adénocarcinomes mucineux par rapport

a ceux des patients atteints d’adénocarcinomes SAl.

Les adénocarcinomes mucineux métastatiques au bilan d’extension initial
semblent de moins bon pronostic que les adénocarcinomes SAl métastatiques. Les
patients atteints d’adénocarcinomes mucineux ont plus frequemment des métastases
sur plus d'un site, et la distribution des métastases est souvent différente de celle des
patients atteints d'adénocarcinomes SAl. Les métastases des adénocarcinomes
mucineux sont plus souvent extra-hépatiques, de localisation ganglionnaire (a
distance) ou péritonéale tandis que celles des adénocarcinomes SAIl sont
principalement de siege hépatique [27-29]. La présence de métastases extra-
hépatiques, en particulier dans le péritoine, est associée a un pronostic tres péjoratif
[30,31]. Plusieurs études, dont deux essais randomisés sur des patients atteints de
cancer colorectal métastatique, ont démontré que le sous-type mucineux, était un
facteur de mauvais pronostic : la médiane des taux de survie globale variait entre
11,8 et 14,0 mois chez les patients atteints d’adénocarcinomes mucineux
métastatiques, comparativement a 17,9-23,4 mois pour ceux atteints
d'adénocarcinomes SAl métastatiques [28,29,32]. En outre, le phénotype mucineux
est également un facteur pronostique défavorable chez les patients atteints de
cancer colorectal qui ont bénéficié d’'une résection des métastases hépatiques
[33,34]. Dans ces études, les patients atteints de métastases mucineuses ont eu une
réponse plus faible a la chimiothérapie préopératoire et une moins bonne survie sans
progression et globale [33,34]. D’autres études montrent qu’aprés traitement

néoadjuvant, une réponse histologique compléete (correspondant a I'absence de
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cellules tumorales viables résiduelles) est rarement observée chez les patients

atteints d’adénocarcinomes mucineux [25,35,36].

Les adénocarcinomes mucineux colorectaux semblent donc relativement
résistants aux traitements par chimiothérapie et radiothérapie par rapport aux
adénocarcinomes SAl. Cette résistance au traitement pourrait étre expliquée par
différents mécanismes. Un de ces mécanisme pourrait étre en lien avec des
signatures moléculaires spécifiques des adénocarcinomes mucineux. La mutation du
géene KRAS, plus fréquemment observée dans les adénocarcinomes mucineux que
dans les adénocarcinomes SAl, est considérée comme un biomarqueur de réponse
incompléte au traitement chez les patients atteints de cancer rectal. Les patients
atteints de cancers rectaux KRAS-mutants sont donc moins susceptibles de
développer une réponse histologique compléte apres traitement par 5-FU que ceux
atteints de tumeurs KRAS-sauvages [37]. La résistance au traitement pourrait
également s’expliquer par les propriétés physiques particulieres des tumeurs liées a
la présence de mucus. Le mucus agirait comme une barriere physique naturelle
protégeant les cellules tumorales de la réponse immunitaire anti-tumorale et des
différentes thérapeutiqgues administrées. De plus, la présence de mucus induirait des
profils de propagation tumorale, de cellularité tumorale et de néo-vascularisation
tumorale particuliers. Une micro-vascularisation mal développée en raison du grand
volume de mucus englobant la tumeur et des forces de compression induites sur le
systeme vasculaire pénétrant, pourrait réduire la délivrance de la chimiothérapie
[38,39].

Finalement, la résistance au traitement des adénocarcinomes mucineux peut
s’expliquer par 'abondance de mucus synthétisé par ces tumeurs. Cette synthése de
mucus est I'une des caractéristiques principales de ces tumeurs qui les distingue des
adénocarcinomes SAl. Celle-ci se traduit par la persistance d’'une composante de
cellules caliciformes sécrétoires au sein de ces tumeurs, qui prédomine sur les
autres composantes cellulaires proliférantes ou entérocytaires. Cette composante
sécrétoire reproduit le phénotype mucosécrétant des cryptes coliques. La deuxieme
partie de cet exposé permettra de faire un rappel sur la constitution de la crypte

coligue normale et sur les voies de signalisation qui la régulent.
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RENOUVELLEMENT DE LA MUQUEUSE COLIQUE NORMALE

Renouvellement de la muqueuse colique normale chez ’lHomme

La muqueuse intestinale est caractérisée par la capacité de renouvellement
rapide de son épithélium. Celui-ci se renouvelle complétement en 4 a 8 jours. Ce
mécanisme est assuré par la présence d’une petite population de cellules souches
(progénitrices) localisées dans une « niche » a la base des cryptes. Ces cellules
souches sont des cellules multipotentes, a division lente, capables de s'auto-
renouveler et de générer par division asymétrique des cellules filles progénitrices
multipotentes : les cellules progénitrices d’amplification du transit, situées au niveau
des deux-tiers inférieurs de la crypte. Ces cellules d’amplification du transit proliférent
rapidement et se divisent en cellules filles. Les cellules progénitrices se différencient
et acquiérent un phénotype entérocytaire (absorbant) ou un phénotype sécrétoire
incluant les cellules caliciformes mucosécrétantes, les cellules de Paneth et les
cellules entérochromaffines. Ces cellules filles ainsi engagées dans le processus de
différenciation, migrent le long de la crypte colique vers l'ostium de la crypte en 4-8
jours. A ce niveau, elles subissent un processus de mort cellulaire par apoptose et
sont éliminées dans la lumiére digestive (figure 1). Dans l'intestin gréle, les cellules
de Paneth migrent vers le fond des cryptes ou elles résident pendant une durée
d’environ 28 jours [40].
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Figure 1. Renouvellement de la muqueuse colique. D'aprés Barker, Nat Rev Mol Cell
Biol, 2014 (4).
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Voies de signalisation impliquées dans le destin cellulaire intestinal

Le renouvellement et l'organisation de [I'épithélium intestinal adulte fait
intervenir trois voies de signalisation complémentaires : la voie Wnt/béta-caténine, la
voie Notch impliquant les facteurs de transcription ATOH1 et Hesl, et les genes
homéotiques CDX1 et CDX2. Ces voies permettent de conserver le pool de cellules
souches tout en engageant les cellules épithéliales des cryptes intestinales dans le
processus de différenciation. Des études ont identifié dans des modeles murins
adultes les génes clés du destin des cellules épithéliales intestinales adultes. Les
mécanismes de régulation transcriptionnelle et leur hiérarchie restent toutefois peu

connus.

i) La voie Notch

La voie Notch joue un rdle majeur dans la régulation de la prolifération et le destin
des cellules progénitrices de lintestin. Dans les cellules progénitrices de la base des
cryptes, la signalisation de Notch est essentielle a la prolifération et a la survie des
cellules souches grace a l'activation du facteur de transcription Olfm4 [41]. De plus,
Notch peut cibler des populations de cellules progénitrices particulieres pour réguler
un destin ultérieur. Le facteur de transcription Hesl1 (hairy and enhancer of split 1),
est un des effecteurs de la voie Notch, essentiel a la différenciation des entérocytes.
Hes1 réprime transcriptionnellement ATOH1 (Atonal Homolog 1), également appelé
Mathl chez la souris ou HATH1 chez 'Homme, qui est un facteur de transcription
essentiel a [lacquisition du phénotype sécrétoire des cellules en voie de
différenciation. L’activation de la voie de signalisation Notch oriente la différenciation
des cellules progénitrices vers le lignage entérocytaire plutét que caliciforme [41-43]
(figure 2). De facon schématique, I'hyperactivation de la voie Notch induit une
diminution de l'expression de ATOH1, I'expansion de la zone de prolifération
cellulaire et une augmentation du nombre de cellules entérocytaires. L'inhibition de la
voie Notch induit a I'inverse 'augmentation de I'expression de ATOH1, la perte de la
capacité de prolifération cellulaire et l'apparition d’une hyperplasie des cellules
caliciformes. ATOH 1 active la transcription des génes des mucines tels que MUC2

et MUC5AC [44—46].
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Dans lintestin, la voie de signalisation Wnt est impliquée dans la régulation de la
balance prolifération / différenciation [47]. Son activité est maximale au sein des
cryptes intestinales ou elle permet le maintien de la capacité de prolifération des
cellules progénitrices. Son activité décroit vers la lumiéere intestinale ce qui induit la

perte de capacité de prolifération et la différenciation des cellules.

L’activation de la voie Wnt canonique est induite par la liaison d'une molécule Wnt
sécrétée a son récepteur cible Frizzled ce qui provoque la stabilisation et la
translocation de la béta-caténine dans le noyau. L'interaction de la béta-caténine
avec les facteurs de transcription TCF / LEF entraine la transcription de génes cibles
comme c-MYC ou la cycline D1 (figure 3). Le géene c-MYC, en bloquant la
transcription de la protéine p21, inhibe la différenciation cellulaire et maintient le pool
des cellules progeénitrices intestinales [47,48]. Ainsi, dans des modéles murins de
souris nuls pour TCF4, aucune prolifération n’est détectée et toutes les cellules
épithéliales apparaissent différenciées [49]. La voie Wnt régule également
I'expression des molécules de surface comme les ephrines et leurs récepteurs
EPHB, responsables du positionnement ordonné des cellules épithéliales le long de
'axe crypte-villosité [50]. La voie Wnt joue également un réle indirect dans la
différenciation terminale des cellules épithéliales. La béta-caténine peut activer des
genes cibles communs a la voie Notch comme le géne Hesl, répresseur de ATOH1

[51]. Le blocage de la voie Wnt par un inhibiteur Dickkopf1 entraine I'absence de
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différenciation de la lignée cellulaire sécrétoire de [I'épithélium, sans affecter la
différenciation de la lignée des cellules absorbantes [48]. De méme, la voie Wnt
interagit avec la voie Notch pour contréler la détermination du destin cellulaire dans
I'épithélium intestinal, notamment par la régulation de l'expression d'ATOH1. La
GSK3-B (Glycogen synthase kinase 3) peut phosphoryler ATOH1 et induire sa
dégradation par le protéasome [42]. Cette dégradation ciblée semble étre en
équilibre avec la dégradation de la B-caténine. Lorsque la voie Wnt est inactive, la 3-
caténine est phosphorylée par GSK3-f et rentre dans la constitution du complexe de
dégradation  B-caténine/Axin/APC/GSK3-B. ATOH1 échappe alors a la
phosphorylation de GSK3- et n’est pas dégradé. Si la voie Wnt est stimulée, la -
caténine échappe a la phosphorylation et a la dégradation, alors qu’ATOH1 est

phosphorylé par la GSK3-8.
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Figure 3. Implication de la voie Wnt/béta-caténine dans le renouvellement de la
mugueuse colique. D’apres Ratanasirintrawoot, J Neurogastroenterol Motil, 2016.

iii) CDX2
Les génes homéotiqgues CDX1 et CDX2 (caudal-related homeobox 1 et 2) codent

des facteurs de transcription indispensables au développement embryonnaire de

l'intestin et a la différenciation intestinale tout au long de la vie adulte [2].
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A la phase précoce du développement embryonnaire (gastrulation), I'expression
de CDX2 est observée dans le tropho-ectoderme ou elle réprime I'expression de
Oct4 et Nanog. Son expression contribue a former l'axe antéro-postérieur de
I'embryon. L'expression de CDX2 est ensuite restreinte a I'endoderme intestinal, ou
elle se maintient jusqu'au stade adulte. Elle initie et maintient I'expression d'un
groupe de facteurs de transcription pro-intestinaux, incluant CDX1 et HNF4a, qui
ensemble activent le transcriptome intestinal [52]. Pendant 'embryogeneése, le géne
CDX2 est activé par la co-action de SMAD1, protéine sous le contr6le du facteur de
croissance BMP (Bone morphogenetic protein), et de la béta-caténine sous le
contrble de la voie Wnt [53]. Le role clé de CDX2 dans le développement
embryonnaire est mis en évidence par les techniques de knock-out dans des
modeéles murins. A la phase précoce, l'invalidation constitutive de CDX2 dans des
modeles murins est létale. L’invalidation ciblée de CDX2 dans I'endoderme intestinal
transforme celui-ci en endoderme de type cesophagien ou gastrique [54]. A l'inverse,
invalidation de CDX1 pendant 'embryogenése n’est pas létale, mais il n’est pas
observé de phénotype intestinal au sein des embryons [2]. CDX2 est également
impliqué dans I'embryogenése d’autres organes tels que la mise en place du
squelette axial, de I'axe neural, des structures uro-rectales caudales [55], et du

systeme hématopoiétique [56].

Chez l'adulte, lI'expression de CDX1 est observée dans les cellules épithéliales
intestinales de I'ensemble de I'intestin, avec une expression maximale dans le cblon
distal. Au sein de laxe crypte/villosité, un gradient d’expression est observe,
diminuant de la crypte vers la surface [2]. Son rble physiologique et notamment les
cibles transcriptionnelles de CDX1 sont mal connues. Pour certains auteurs, CDX1
joue un réle mineur et partiellement redondant avec CDX2 [57]. D’autres auteurs
suggerent que CDX1 aurait des cibles transcriptionnelles spécifiques comme la
cytokératine 20, protéine du cytosquelette des cellules épithéliales intestinales, ou
comme linterleukine-18 et DPP4, molécules impliquées dans [l'activation des

lymphocytes T [58].

L’expression de CDX2 est observée dans I'ensemble de lintestin, avec une
intensité maximale au niveau du célon proximal. Son expression dans les cellules
épithéliales intestinales est homogéne le long de I'axe crypte-villosité [2]. Le rOle de
CDX2 dans I'épithélium intestinal adulte est complexe : il fournit aux cellules souches
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les informations nécessaires pour maintenir leur identité intestinale, il participe a
I'organisation cellulaire de la niche et au renouvellement cellulaire, et il contrble la
différenciation des cellules souches puis progénitrices en cellules épithéliales
intestinales matures [59,60]. CDX2 régule ainsi de nhombreux genes impliqués dans
la prolifération cellulaire, I'apoptose, [I'adhésion cellulaire, et [lactivation

transcriptionnelle de génes cibles spécifiques d’organe.

CDX2 bloque la prolifération cellulaire en agissant sur des protéines inhibitrices
des complexes cyclines/CDK (cyclin-dependent kinase) ce qui provoque l'arrét de la
progression des cellules en phase G1. Il active directement la transcription de la
protéine p2l et agit également de facon non-transcriptionnelle en stabilisant la
protéine p27 bloquant ainsi sa dégradation par le protéasome [61,62]. La protéine
CDX2 peut interagir directement avec la protéine béta-caténine, empéchant ainsi sa
liaison avec Tcf4 et donc l'activation des genes cibles de voie Wnt/béta-caténine
impliquée dans la prolifération cellulaire [63]. De méme, CDX2 peut se lier a la

protéine NF-kB, empéchant alors sa liaison et la transcription des géne cibles [64].

Une étude réalisée par CHIP révele que CDX2 interagirait de fagcon dynamique
avec pres de 17000 sites de liaison sur la chromatine sur 'ensemble du génome, 700
sites seraient spécifiques des cellules de type prolifératives et 14000 serait en lien
avec les cellules différenciées. Par ces mécanismes, CDX2 est un élément clé de
'acquisition du phénotype épithélial intestinal mature [59,65]. CDX2 régule I'activité
de nombreux promoteurs de génes impliqués dans des fonctions intestinales variées
comme les enzymes ou les transporteurs (lactase, héphaestine), les mucines (MUC2
et MUCA4), les molécules du cytosquelettes (claudine-2, cadhérine-17, Mucdhl codant
une proto-cadhérine régulatrice de la voie Wnt/béta-caténine), les récepteurs et les
molécules de signalisation, ou encore les peptides régulateurs (pro-glucagon) [59].
Par ce biais, CDX2 joue un réle central dans I'acquisition du phénotype absorbant et
sécrétoire des cellules épithéliales intestinales. L’activité transcriptionnelle de CDX2
est régulée par la co-occupation des régions cis-régulatrices des génes cibles avec
d’autres facteurs de transcription tels que GATA6, TCF4, et HNF4A. Dans les
cellules différenciées, CDX2 se lierait a des sites chromatiniens richement co-
occupés par des enhancers comme HNF4a, tandis que dans les cellules
proliférantes, les sites seraient co-occupés par des molécules comme GATA6 ou
TCF4 [59,65].
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iv) Interactions de CDX2 avec les autres voies de signalisation

Les interactions de CDX2 avec les voies de signalisation Notch et Whnt,
impliquées dans l'entretien de la crypte intestinale, sont complexes et mal élucidées
(figure 4). Au sein de la voie Notch, CDX2 peut induire I'expression de ATOH1 dans
les cellules épithéliales intestinales [64]. Dans un modele in vitro de cellules
épithéliales cesophagiennes, linduction de [I'expression de CDX2 supprime
'expression de Hes1 et augmente celles de ATOH1 et MUC2 [66]. Les interactions
avec la voie Wnt sont complexes. La protéine CDX2 peut interagir directement avec
la protéine béta-caténine, empéchant ainsi sa liaison avec TCF4 et donc I'activation
des genes cibles du complexe TCF/béta-caténine [63]. L’activité transcriptionnelle de
CDX2 est régulée de facon positive par l'intermédiaire de TCF4 [67], ou de fagon
négative par le facteur de transcription SOX9, un des génes cibles de la voie
Wnt/béta-caténine [68].
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Figure 4. Représentation schématique des interactions entre les différentes voies de
signalisation régulant la constitution et I'entretien de la muqueuse colique. Fleches
bleues : signalisation de la voie Wnt et influence sur les autres voies ; fleches jaunes :
signalisation de la voie Notch ; fleches rouges : influence de CDX2 sur les autres voies.
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Finalement, CDX2 est un élément clé de lidentité intestinale pendant la vie
embryonnaire et tout au long de la vie adulte. En tant que facteur de transcription, il
interagit a de multiples niveaux avec les voies de signalisation Notch et Wnt pour
permettre aux cellules souches d’acquérir l'information d’identité intestinale et de
s’engager dans un processus de différenciation. Du fait de son importance au sein
de la muqueuse colique, la suite de I'exposé s’intéressera a son implication en

pathologie inflammatoire et tumorale.
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IMPLICATIONS DE CDX2 EN PATHOLOGIE

Structure de CDX2

Le gene CDX2 (caudal-related homeobox 2) est localisé sur le chromosome
13912.2. Il se compose de trois exons. Il code un facteur de transcription de 313
acides aminés composée de trois domaines a la partie amino-terminale : le domaine
A composé d'une séquence de translocation nucléaire, le domaine B composé du
domaine d’activation transcriptionnelle de la protéine, et le domaine C sans fonction
particuliére connue. L’activité transcriptionnelle de la protéine CDX2 est régulée par
la présence de plusieurs sites de phosphorylation : la sérine 60 sous le contréle des
MAPKinases [69], ou encore la serine 281 a la partie C-terminale dont la
phosphorylation induit sa dégradation par le protéasome [70]. Le domaine de liaison
a ’ADN de type homeobox se situe a la partie carboxy-terminale, et se lie comme un
monomere ou un dimére aux séquences d'ADN TTTAT/C dans les régions
enhancers ou promotrices de genes pour initier ou réprimer la transcription génigue

(figure 5).

5'UTR Exon 1 Exon 2 Exon 3 3'UTR
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Figure 5. Représentation schématique de la structure génomique et protéique de
CDX2. Géne composé de trois exons et de deux introns. Protéine composée de trois
domaines a la partie N-terminale et d'un homéodomaine a la partie C-terminale. D’aprés
Witek ME, Park J, Waldman SA: CDX2. In Yusuf D et al.. The Transcription Factor
Encyclopedia, Genome Biology 2012, 13:R24.
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CDX2 en pathologie inflammatoire

Le role de CDX2 dans les pathologies inflammatoires de l'intestin est mal
connu. L’expression de CDX2 est diminuée dans les cellules épithéliales intestinales
de biopsies de patients atteints de recto-colite hémorragique active. L’'un des
meécanismes proposeés est la régulation négative de CDX2 par le TNFalpha, cytokine
pro-inflammatoire. Cette régulation est liée a I'action directe de la MAPkinase p38 et
de NF-kB (dont les voies de signalisation sont activées par le TNFalpha) et par la
réduction de la liaison de CDX2 aux régions régulatrices des génes cibles [71].
Certains de ces gene cibles comme MEP1A, MUC2, HNF4alpha sont impliqués dans

le développement des maladies inflammatoires chroniques de lintestin [71-73].

Une étude par ChiP a montré également que CDX2 interagit avec les régions
régulatrices des génes du complexe de dégradation de la béta-caténine (APC,
AXIN2 et GSK3beta). La diminution de l'activité transcriptionnelle de CDX2, via un
mécanisme dépendant du TNFalpha, induit une diminution de I'expression de APC,
AXIN2 et GSK3beta, et donc une activation de la voie Wnt/béta-caténine dans les

maladies inflammatoires chroniques de l'intestin [71] (figure 6).
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Figure 6. Représentation schématique du réle de CDX2 dans la réponse inflammatoire
meédiée par le TNFalpha. D’apres Coskun et al [71].
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CDX2 en pathologie tumorale

En tant que facteur de transcription nucléaire, 'expression de CDX2 dans la
mugueuse coliqgue normale est observée dans les noyaux des cellules épithéliales
intestinales. Son expression est conservée dans la quasi-totalité des adénomes
colorectaux [74,75] et dans la trées grande majorit¢ des adénocarcinomes
colorectaux. La perte de I'expression de CDX2 est estimée entre 4.1 a 30% des
cancers colorectaux [76—79]. L'expression de CDX2 dans les cellules tumorales
constitue ainsi un marqueur tres sensible de la différenciation intestinale des tumeurs
[74,77].

i) CDX2 comme géne suppresseur de tumeur

Les études montrent que la perte d’expression de la protéine CDX2 dans les
adénocarcinomes colorectaux serait un facteur d’intérét pronostique indépendant en
terme de survie [76,78-81]. En effet, les adénocarcinomes colorectaux ayant perdu
I'expression de CDX2 seraient associés a une moins bonne survie sans progression
par rapport aux adénocarcinomes ayant conservé I'expression de CDX2, conférant a

CDX2 un role de géne suppresseur de tumeur [79].

Dans la littérature, I'hyperméthylation du promoteur du geéne CDX2 est
rapportée comme I'un des principaux mécanismes a l'origine de la perte d’expression
de CDX2 dans les cancers colorectaux [3—-6,78]. Dans une étude récente,
'hyperméthylation du promoteur du gene CDX2 serait observée dans 40% des
cancers colorectaux, et associée a des taux bas d’ARNm dans ces tumeurs (4).
L’expression de CDX2 serait diminuée dans les tumeurs de statut CIMP-high et MSI-
high contrairement aux tumeurs CIMP-low/-0 et aux tumeurs MSI-low/MSS (46). La
perte de I'expression de CDX2 serait également associée a la mutation du géne
BRAF [76].

Les mutations touchant le géne CDX2 semblent étre des évenements rares.
Quelques études ont également étudié la présence de SNP (single nucleotide
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polymorphism) au sein du géne CDX2 [82,83]. De rares SNPs ont été rapportés mais
aucun ne semble associé a une augmentation du risque de développer un cancer
colorectal [82]. De méme, aucune mutation germinale n’a été observée dans le géne
CDX2 de 10 cancers colorectaux HNPCC sans instabilité microsatellitaire et 19
cancers colorectaux HNPCC avec instabilité microsatellitaire [7]. La perte de
'expression de CDX2 observée dans le contexte d’instabilité microsatellitaire
sporadique semble donc plutét étre la conséquence du phénotype CIMP-H que du

phénotype MSI-H.

L’activation anormale de la voie Ras/MAPKinase est frequemment observée
dans les tumeurs colorectales liees a linstabilité chromosomique et a la voie
épigénétique. Dans les cancers colorectaux, I'activation constitutionnelle des
protéines ras régule de fagon négative CDX2 via leur effecteur ERK1/2. ERK1/2 peut
réprimer la transcription du gene CDX2 ou induire la phosphorylation de la protéine

entrainant sa dégradation par le protéasome [84].

ii) CDX2 comme oncogéne

Les travaux réalisés par I'équipe de Salari suggerent que CDX2 pourrait avoir
un réle d’'oncogéne, en s’appuyant sur I'observation de son amplification associée au
gain partiel ou complet du bras long du chromosome 13 dans les cancers
colorectaux [8]. Ces anomalies sont liées au contexte d’instabilité chromosomique
des tumeurs, mécanisme d’instabilité génomique le plus fréquent en tumorigenése
colorectale. [85]. Les anomalies touchant le chromosome 13q ont été précédemment
décrites dans la littérature [7,8,83,86], mais leur role et leur place dans la séquence

adénome-carcinome ne sont pas connus.

Le réle doncogéne de CDX2 est démontré dans les pathologies
hématopoiétiques malignes telles que les leucémies aigués myéloides et
lymphoblastiques. Ces pathologies sont caractérisées par une expression aberrante

de CDX2 dans les cellules hématopoiétiques dans plus de 80% des cas, alors qu’'a
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I'état normal, CDX2 n’est pas exprimé dans le systeme hématopoiétique adulte. Les
mécanismes a l'origine de I'expression ectopique de CDX2 n’ont pas été élucidés.
n’a pas été observé de mutation, d’amplification de géne ou de méthylation anormale
de promoteur [87]. Une translocation t(12 ;13)(p13;q12) a été décrite dans la
leucémie aigué myéloide, créant une fusion entre CDX2 et ETV6 (gene essentiel a la
survie des cellules hématopoiétiques souches), mais n’explique pas I'expression
aberrante de CDX2 dans les cellules leucémiques de caryotype normal. CDX2
pourrait déréguler I'expression des génes Hox, dont le rble leucémogéne est bien

connu [56].
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BUT DE L’ETUDE

Les adénocarcinomes mucineux colorectaux se distinguent des autres
tumeurs par la persistance et 'abondance de leur composante cellulaire sécrétoire a
I'origine de la synthése de mucine. Cette particularité semble étre la cause de leur
résistance aux différents traitements (néo)-adjuvants. Dans la muqueuse colique,
'acquisition du phénotype sécrétoire des cellules épithéliales est sous le contréle du
géne CDX2, élément moteur de I'entretien de la crypte colique. Dans cette étude,
nous nous sommes ainsi intéressés a l'implication potentielle de CDX2 dans
'oncogenése des adénocarcinomes mucineux colorectaux. Nous avons donc étudié
la fréquence des anomalies de CDX2 et leur contexte génétique, en s’intéressant
particulierement aux anomalies de la voie de signalisation Wnt, autre voie

déterminante dans I'entretien de la crypte colique.
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PATIENTS ET METHODES

Patients

Notre étude incluait 60 patients présentant le diagnostic d'adénocarcinome
mucineux invasif primitif colorectal, enregistrés entre 2004 et 2013 dans le Service

d’Anatomie et Cytologie Pathologiques du Centre Hospitalier Universitaire de Nantes.

Les informations cliniques suivantes ont été recueillies: sexe, age au
diagnostic, antécédents personnels ou familiaux de pathologie tumorale faisant
suspecter un syndrome de prédisposition génétiqgue (HNPCC et syndrome de Lynch),
bilan d’extension tumoral initial, type d'intervention chirurgicale initiale, localisation

tumorale, compte-rendu anatomopathologique.

Cette étude, considérée comme non-interventionnelle, a été réalisée dans le
respect des lois de bioéthique francgaise. La collection des cas a été approuvée par le

comité d’éthique local et répertorié sous le numéro RC15_0307.

Etude anatomopathologique

Les lésions ont été relues par deux anatomopathologistes et le sous-type
histologique de carcinome colorectal a été établi selon les criteres définis par la
classification de 'TOMS de 2010 [1]. Les criteres suivants ont été enregistrés : type
histologique, présence et type de contingent(s) histologique(s) minoritaire(s), grade
architectural, lymphocytes intraépithéliaux infiltrant la tumeur et réaction lymphoide
de type Crohn, degré d’extension tumorale, atteinte péritonéale, invasion des
vaisseaux lymphatiques, engainements périnerveux et emboles vasculaires
extramuraux, métastases ganglionnaires, existence et type de Iésions précessives,
existence et type de polypes synchrones. Les tumeurs ont été gradées selon la
7eme édition de la classification pTNM /UICC [88].
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Etude immunohistochimique

L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des coupes de 3 um
d’épaisseur a partir des blocs de tissus inclus en paraffine aprés fixation dans le
formol a 4%, en utilisant un systéme de révélation permettant, apres élimination des
peroxydases endogénes, I'amplification du signal par des molécules de peroxydase
fixées & des polymeres (Envision Flex Plus kit, Dako, Glostrup, Denmark). Les
coupes ont été ensuite contre-colorées a I'’hématoxyline. Les anticorps primaires
utilisés étaient les suivants (tableau 1) : béta-caténine, CDX2, cytokératine (CK)7,
CK20, MUC2, MUC5AC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, et MGMT. Le pourcentage de
cellules tumorales exprimant ces marqueurs était évalué semi-quantitativement par

deux anatomopathologistes.

Anticorps Clone Référence Type d’anticorps Dilution Fabricant
CDX2 DAK-CDX2 M3636 Monoclonal de souris 1/50e Dako
MuC2 Ccp58 NCL-MUC-2 Monoclonal de souris 1/300e Novocastra
MUCS5AC CLH2 M7316 Monoclonal de souris 1/200e Dako
CK20 Ks20.8 M7019 Monoclonal de souris 1/50e Dako
CK7 OV-TL 12/30 M7018 Monoclonal de souris 1/150e Dako
Béta-caténine CAT-5H10 18-0226 Monoclonal de souris 1/100e Invitrogen
MLH-1 ESO05 IRO79 Monoclonal de souris Prét a 'emploi Dako
MSH-2 FE11 IR085 Monoclonal de souris Prét a I'emploi Dako
MSH-6 EP49 IR086 Monoclonal de lapin Prét a I'emploi Dako
PMS2 EP51 IR087 Monoclonal de lapin Prét a I'emploi Dako
MGMT MT3.1 MAB16200 Monoclonal de souris 1/50e Millipore

Tableau I. Anticorps primaires utilisés pour I’étude immunohistochimique.

Statut de CDX2

La protéine CDX2 a été étudiée en immunohistochimie, en évaluant de

maniére semi-quantitative le pourcentage de cellules tumorales marquées.

Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

La recherche de I'amplification du gene CDX2 et du gain du chromosome 13q
a été recherchée par technique FISH.
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Préparation de la sonde

La préparation des sondes a été réalisée par le laboratoire de cytogénétique
du CHU de Nantes (D. POULAIN).

Prélevements des sondes : les sondes ADN suivantes ont été utilisées : la
sonde englobant le gene CDX2 portant la référence RP11.153M24 et la sonde en
13qgter (13qg34) portant la référence CTC-163C9 (BACPAC Ressources, CHORI,

Oakland). Pour chaque sonde, 1.2yl a été prélevé (figure 7).

Amplification : Dans chaque tube, 9ul de sample buffer ont été ajoutés. L’ADN
a été ensuite dénaturé pendant 3mn a 95°C, puis refroidi sur glace. 10ul de mix
d’amplification ont été ajoutés (mix réalisé a partir d'un mélange de tampon Reaction
Buffer et Enzyme Mix V2 (enzyme Phi29), lllustra Genomiphi V2 amplification Kit, GE

Healthcare). La préparation a été incubée pendant 1h30 a 30°C.

Purification des sondes: 500ul de TE ont été ajoutés dans chaque tube.
L’ensemble de la préparation a ensuite été transféré sur une colonne de purification
Amikon 30k placée sur un tube collecteur, puis centrifugé. La colonne a ensuite été

retournée dans un tube collecteur propre et de nouveau centrifugée.
Dosage de I'amplifiat : '’ADN a été dosé et I'étape d’amplification a été validée.

Marquage des sondes amplifiées par technique Nick-translation : 1ug d’ADN
amplifié a été prélevé et mélangé a 17.5ul d’eau et 32.5ul de mix de marquage
(mélange de dNTP/tampon Nick translation, d’enzyme (Nick-translation Reagent kit,
Abbott) et d’'UTP-Fluorochrome (Green/Orange-dUTP, Enzo Life Sciences)). La

préparation a été incubée pendant une nuit a 15°C.

Précipitation des sondes marquées : le marquage a été précipité a l'aide
d’acétate de sodium, d’ADN cot-1 et d’éthanol 100%, puis centrifugé. L’éthanol a
ensuite été retiré puis 300ul d’éthanol 70% ont été ajoutés a la solution. Celle-ci a été
centrifugée et I'éthanol a été retiré. Le culot a été séché puis resuspendu avec 25ul
de tampon d’hybridation. Les sondes ont ensuite été stockées a -20°C avant

utilisation.
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Hybridation in situ en fluorescence

Pour chaque tumeur, une coupe de 3um d’épaisseur a été réalisée a partir
d’un bloc de tissu tumoral inclus en paraffine apres fixation formolée. Ces coupes ont
été déposees sur des lames silanisées et ont été séchées a 56°C pendant deux
heures. Elles ont été ensuite déparaffinées puis réhydratées dans des bains de

xyléne puis d’éthanol.

Prétraitement : Les lames ont été immergées pendant 10 minutes dans la
solution de prétraitement diluée au 1/20e (kit Histology FISH Accessory, Dako)
chauffée a 97 +2°C au four a micro-ondes, puis lavées a deux reprises dans le
tampon de lavage (kit Histology FISH Accessory, Dako) dilué au 1/20e pendant trois

minutes a température ambiante.

Digestion enzymatique : les lames ont été incubées avec de la pepsine
pendant 7mn a température ambiante dans I'Hybridizer (Dako). Ces lames ont

ensuite été lavées, déshydratées puis séchées.

Hybridation : 5ul de la sonde CDX2 et 5ul de la sonde télomérique 13g34 ont
ensuite été déposées au centre de la coupe. Les lames ont été montées avec une
lamelle, puis dénaturées pendant 4 minutes a 75°C et hybridées a 37°C pendant 12-
24h dans I'Hybridizer.

Lavage stringent : les lames ont été lavées dans le tampon de lavage stringent

(kit Histology FISH Accessory, Dako) puis déshydratées et séchées.

Montage : le milieu de montage DAPI/anti-fading a été déposé au centre des

coupes puis recouvert par une lamelle.
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Figure 7. Hybridation in situ en Fluorescence du gene
CDX2. La technique a été réalisée a l'aide de la sonde CDX2
(13912.2) et de la sonde télomérique (13q.34).

A gauche, exemple d’'un cas d’adénocarcinome mucineux
diploide : deux signaux orange et deux signaux verts sont
observés dans chaque noyau de cellules marqué par le DAPI
(coloration bleue).

N

13q12.2

1334

Interprétation

L’interprétation a été effectuée a I'aide d’un microscope a fluorescence relié a
un systéme informatique (Bioview Duet™ 3.3) pour la technique FISH. Le nombre de
signaux orange de la sonde du géene CDX2 et le nombre de signaux verts de la
sonde 13934 au sein des cellules tumorales ont été appréciés qualitativement dans
au moins cing champs au grossissement x 600. Un gain du chromosome 13q était
défini par la présence d’'une polysomie incluant le site d’ancrage de la sonde CDX2

et une amplification par un ratio de signaux orange/ verts augmenté (supérieur = 1.5).

Statut mutationnel de BRAF et de KRAS

L’ADN des 60 tumeurs colorectales a été extrait a partir de deux a trois
coupes de 10um d’épaisseur. L'analyse des génes BRAF et KRAS a été réalisée par
séquengage automatisé. Les fragments encadrant I'exon 15 du gene BRAF et les
exons 2, 3 et 4 du géne KRAS ont été amplifiés par PCR. Les produits de PCR ont
été purifiés et séquencés sur le séquenceur automatique ABI Prism 3130 XL (Applied

Biosystems) et analysés avec le logiciel Seqscape (Applied Biosystems).
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Statut d’instabilité microsatellitaire

Pour I'étude de I'expression des quatre protéines du systéme de réparation
des mésappariements de [I'ADN (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) en
immunohistochimie, les tumeurs ont été considérées soit positives (conservation du
marquage) soit négatives (perte du marquage) avec pour témoin interne positif, le

marquage nucléaire des lymphocytes intratumoraux ou le tissu normal péritumoral.

Le statut microsatellitaire a été également déterminé par PCR (polymerase
chain reaction) en amplifiant cinq marqueurs mononucléotidiques BAT25, BAT26,
NR21, NR22 et NR24, mis au point et validés antérieurement [89]. Les produits de
PCR ont été génotypés sur I'automate ABI Prism 3130 XL (Applied Biosystems). La
tumeur était considérée comme instable pour les microsatellites (MSI), de forte
amplitude (MSI-H) si au moins 2 des 5 marqueurs étaient instables, de faible
amplitude (MSI-L) si un seul marqueur était instable, ou stable (MSS) si aucun des

marqueurs n’était instable.

La méthylation du promoteur du géne MLH1 a été recherchée a l'aide de la
technique MethyLight. Aprés traitement de ’'ADN génomique au bisulfite (kit Epitect
Bisulfite, Quiagen), la région promotrice du géne MLH1 a été amplifiée puis
séquencée. Les amorces utilisées pour cette réaction étaient 5'-
AGGAAGAGCGGATAGCGATTT-3' (sens) et 5-TCTTCGTCCCTCCCTAAAACG-3'
(anti-sens). La réaction de contrdle CoL2A1 a été utilisée pour normaliser ’ADN traité
au bisulfite. Les Loci ont été considérés comme méthylés si le pourcentage de

références méthylées était supérieur a 10.

Statut de MGMT

La protéine MGMT a été étudiée en immunohistochimie, en évaluant de

maniére semi-quantitative le pourcentage de cellules tumorales marquées.

La méthylation du promoteur du géne MGMT a été recherchée a l'aide de la
technique MethyLight. Aprés traitement de ’ADN génomique au bisulfite (kit Epitect
Bisulfite, Quiagen), la région promotrice du géne MGMT a été amplifiée puis

séquencée. Les amorces utilisées pour cette réaction étaient 5'-
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TGTGTTTTAAGGGGAAGATGG-3' (sens) and 5-CCAATACCTATCCCCACCTC-3'
(anti-sens). La réaction de contrdle CoL2A1 a été utilisée pour normaliser ’'ADN traité
au bisulfite. Les Loci ont été considérés comme méthylés si le pourcentage de

références méthylées était supérieur a 10.

Statut de la béta-caténine

L'expression de la béta-caténine en immunohistochimie a été évaluée
guantitativement. Le nombre de noyaux tumoraux marqués par la béta-caténine a
été compté au centre de la tumeur, dans trois champs différents au grossissement
x400, dans les zones les plus riches en noyaux marqués repérées a faible
grossissement. Les noyaux marqués par la béta-caténine ont été comptés avec le

logiciel NE Elements Imaging (Nikon, Tokyo, Japan).

L'analyse du géne CTNNB1 a été réalisée par séquengage automatisé. Les
fragments encadrant I'exon 3 du géne CTNNB1 ont été amplifiés par PCR a l'aide
des amorces sens 5-TGTAAAACGACGGCCAGTGAACCAGACAGAAAAG-
CGGCTG-3 et anti-sens 5'-CAGGAAACGGCTATGACCACTCATACAGG-
ACTTGGGAGG-3". Les produits de PCR ont été purifiés et séquencés sur le
séquenceur automatique ABI Prism 3130 XL (Applied Biosystems) et analysés avec

le logiciel Segscape (Applied Biosystems).

Analyse statistique

Les associations entre les différentes variables catégorielles ont été calculées
par test exact de Fisher. Le test de Mann Whitney a été utilisé pour étudier la relation
entre le statut du géne CDX2 en FISH et les différentes variables continues (CDX2,
MUC2, MUC5AC, CK20, CK7, béta-caténine nucléaire). Le test de Spearman a été
utilisé pour étudier la corrélation entre I’expression en immunohistochimie de CDX2
avec les autres variables continues. Une valeur de p <0,05 était considérée comme
statistiquement significative. L'analyse statistique a été réalisée avec le logiciel
GraphPad Prism version 7 pour Windows.
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Analyse par regroupement hiérarchisé

Les données moléculaires et histopathologiques ont été reformatées
spécifiguement pour l'analyse par regroupement hiérarchisé. Une échelle a trois
points a été utilisée : 0 = absence de 'anomalie, 1 = ininterprétable et 3 = présence
de 'anomalie. L'analyse de regroupement hiérarchisé a été réalisée avec les logiciels

Cluster et Tree View, disponibles gratuitement sur http://rana.stanford.edu/software.
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RESULTATS

Caractéristiques anatomo-cliniques des adénocarcinomes mucineux

Dans notre étude, 29 femmes et 31 hommes avaient été opérés d'un
adénocarcinome mucineux. Ces patients étaient agés de 31 ans a 103 ans au
diagnostic (&ge moyen : 71 ans). 36 tumeurs étaient localisées dans le c6lon droit, 2
dans le colon transverse et 22 dans le c6lon gauche ou le rectum.

Dans la classification OMS 2010, deux sous-groupes d’adénocarcinomes
mucineux sont distingués en fonction de leur type architectural: (i) les
adénocarcinomes mucineux constitués de lambeaux de cellules épithéliales
polarisées autours de flagues de mucus considérés comme des adénocarcinome
mucineux de bas grade architectural (figure 8A) ; et (ii) les adénocarcinomes
mucineux avec des structures acineuses flottant dans les flaques de mucus,
considérés comme des adénocarcinome mucineux de haut grade architectural (figure
8B). Dans notre étude, 35 adénocarcinomes mucineux (58%) présentaient des
anomalies architecturales de bas grade et 25 adénocarcinomes mucineux (42%)
présentaient des anomalies architecturales de haut grade, incluant 5 tumeurs avec
un contingent de cellules en bagues a chaton majoritaire (figure 8C). Parmi les 60
adénocarcinomes mucineux, 8 tumeurs (13%) présentaient un contingent minoritaire
de cellules en bagues a chaton (deux tumeurs de bas grade architectural et six
tumeurs de haut grade architectural). Six tumeurs (10%), de haut grade architectural,
présentaient un contingent minoritaire de cellules en bague a chaton infiltrant le

stroma desmoplastique.
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Figure 8. Types architecturaux des adénocarcinomes mucineux colorectaux. A)
adénocarcinome mucineux constitué de lambeaux de cellules épithéliales polarisées autour
de flaques de mucine. B) adénocarcinome mucineux constitué de structures acineuses
flottant dans les flagues de mucus. C) adénocarcinome mucineux avec contingent de
cellules en bague a chaton.

Une réaction lymphoide de type Crohn-like était observée en périphérie de 14
adénocarcinomes mucineux (23%) (figure 9B). Des lymphocytes infiltrant la tumeur
(TILs) étaient observés dans 12 tumeurs (20%) (figure 9A). Six tumeurs présentaient

a la fois une réaction de type Crohn et des TILs.

Figure 9. Réaction immunitaire anti-tumorale. A) adénocarcinome mucineux avec
lymphocytes intra-épithéliaux infiltrant la tumeur, marqués en immunohistochimie par
I'anticorps anti-CD3. B) adénocarcinome mucineux avec réaction lymphoide péri-tumorale de
type Crohn-like.
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Parmi les 60 adénocarcinomes mucineux, 5 (8%) étaient de stade |,

caractérisés par une sous-séreuse intacte sans métastase ; 26 (43%) étaient de

stade Il, caractérisés par une atteinte de la sous-séreuse sans meétastase ; 9 (15%)

étaient de stade Ill, caractérisés par une atteinte métastatique ganglionnaire loco-

régionale ; et 20 (34%) étaient de stade IV, caractérisés par la présence de

meétastases viscérales ou ganglionnaires a distance (tableau Il). Les métastases des

tumeurs étaient localisées dans le péritoine (n=13), le foie (n=9), le poumon (n=3),

les ovaires (n=2) et un ganglion rétroclaviculaire (n=1).

Nombre de cas 60

Sexe

Femmes 29 (48%)
Hommes 31 (52%)

Age moyen 71 ans (31-103ans)

Localisation tumorale

Célon droit 36 (60%)
Cblon transverse 2 (3%)
Colon gauche/ Rectum 22 (37%)
Composante en bague a chaton 13 (22%)
Anomalies architecturales

Bas grade 35 (58%)
Haut grade 25 (42%)
Infiltrat inflammatoire tumoral

Présence de TIL 12 (20%)
Présence d’'une réaction lymphoide Crohn-like 14 (23%)
Stade pTNM selon IP'UICC (7¢€ éd.)

[ 5 (8%)
Il 26 (43%)
[ 9 (15%)
\VJ 20 (34%)

Tableau II.

Caractéristiqgues anatomocliniques des 60 adénocarcinomes mucineux.
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Statut de CDX2 dans la muqueuse colique normale

CDX2 était exprimé de facon intense dans le noyau de toutes les cellules

épithéliales de la muqueuse colique normale. Ce marquage était observeé sur toute la

hauteur de la muqueuse colique, correspondant a 100% des cellules épithéliales
(figure 10).

Figure 10. Expression de CDX2 dans la muqueuse coliqgue normale. A) Mugueuse
colique normale (coloration HES, grossissement x100). B) immunomarquage avec l'anticorps
anti-CDX2 : toutes les cellules épithéliales de la muqueuse colique expriment CDX2
(grossissement x100).

Statut de CDX2 dans les adénocarcinomes mucineux

Cinquante-sept adénocarcinomes mucineux (95%) exprimaient CDX2. Le
pourcentage de cellules exprimant CDX2 était compris entre 10 % et 100%
(moyenne : 82%). Trois tumeurs (5%) présentaient une perte de l'expression de
CDX2.

Quinze tumeurs (25%) étaient caractérisées par un gain du bras long du
chromosome 13 incluant le locus du gene CDX2 (gain, n=11) ou par une
amplification du géne CDX2 (n=4) (figures 11B et 11C). Les 45 autres tumeurs
etaient diploides (figure 11A), incluant les 3 adénocarcinomes mucineux ayant perdu

I'expression de CDX2.
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Figure 11. Statut de CDX2 dans les adénocarcinomes mucineux. Exemple d’un
adénocarcinome mucineux diploide (A), avec gain du géne CDX2 (B), avec amplification du
géne CDX2 (C). Noyaux des cellules tumorales colorés au DAPI, co-hybridés avec une
sonde CDX2 de fluorescence orangée et une sonde télomérique 13q34 de fluorescence
verte (photos A, B, C : grossissement x600).

Les 15 tumeurs avec gain/amplification du géne CDX2 exprimaient la protéine
CDX2 en immunohistochimie. Dans ces cas, I'expression de CDX2 était variable : le
pourcentage de cellules marquées était compris entre 10 et 100% (moyenne : 77%,
médiane : 90%). Quatre des 15 tumeurs avaient un pourcentage de cellules
marquées inférieur & 80%. Ce pourcentage n’était pas différent de celui observé

dans le groupe des tumeurs diploides (moyenne : 78%, médiane : 100%).
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Statut de CDX2 et caractéristiques anatomocliniques

Douze des 15 patients (80%) présentant un adénocarcinome mucineux avec
gain/amplification du gene CDX2, étaient des hommes. Le sexe masculin était
significativement associé a la présence d’'un gain/amplification de CDX2 au sein des
tumeurs (80% versus 42% ; test exact de Fisher: p=0.02). Les quinze patients
étaient agés de 31 a 103 ans au diagnostic (dge moyen : 70 ans). Sept des 15
tumeurs étaient localisées dans le c6lon droit, une dans le célon transverse et 7 dans
le cblon gauche ou le rectum. Aucune relation statistique significative n’était
observée avec I'dge ou avec la localisation tumorale. Deux des trois patients dont la
tumeur présentait une perte de I'expression de CDX2 étaient des femmes. Ces trois
patients étaient agés de 63 a 88 ans (age moyen : 78 ans). Les tumeurs étaient

toutes localisées au niveau du c6lon droit.

Parmi les 15 adénocarcinomes mucineux présentant un gain/amplification du
géne CDX2, 9 présentaient des anomalies architecturales de bas grade et 6
montraient des anomalies architecturales de haut grade. Deux adénocarcinomes
mucineux ayant perdu I'expression de CDX2 étaient de bas grade et le troisieme était

de haut grade.

Deux des quinze adénocarcinomes mucineux présentant un gain/amplification
du gene CDX2 présentaient un contingent de cellules en bague a chaton. Un des
guinze adénocarcinomes mucineux présentant un gain/amplification du gene CDX2
et un des trois ayant perdu I'expression de CDX2 présentaient un contingent

minoritaire de cellules en bague a chaton infiltrant le stroma desmoplastique.

Une réaction lymphoide de type Crohn était observée en périphérie de 2 des
15 adénocarcinomes mucineux présentant un gain/amplification du gene CDX2. L’'un
d’entre eux présentait aussi des TIL. Un adénocarcinome mucineux ayant perdu
'expression de CDX2 présentait une réaction de lymphoide de type Crohn et des
TIL.

Aucune différence significative n’était observée entre les adénocarcinomes
mucineux avec anomalies du gene CDX2 et les adénocarcinomes mucineux

diploides concernant le grade architectural, la présence d’'un contingent de cellules
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en bague a chaton, la présence de TIL ou la présence d’une réaction lymphoide de

type Crohn-like.

Dix des 15 adénocarcinomes mucineux (67%) présentant un gain/amplification
du géne CDX2 étaient de stade IV, deux (13%) étaient de stade Il et trois (20%) de
stade Il. Les métastases des tumeurs étaient localisées dans le foie (n=6), le
péritoine (n=6) et le poumon (n=3). Au bilan d’extension initial, les tumeurs avec
gain/amplification du géne CDX2 étaient le plus souvent associées a des métastases
a distance contrairement aux tumeurs diploides (67% versus 22% ; test exact de
Fisher (stade I-1l versus IIl versus 1IV) : p=0.003). Un des trois adénocarcinomes
mucineux présentant une perte de I'expression de CDX2 étaient de stade IV, et deux

étaient de stade Il (tableau IlI).

Diploidie Amplification/gain
Nombre de cas 45 15
Sexe p=0.02
Femmes 26 (58%) 3 (20%)
Hommes 19 (42%) 12 (80%)
Age moyen 71 ans (40-88ans) 70 ans (31-103ans) p=NS
Localisation tumorale p=NS
Colon droit 29 (65%) 7 (47%)
Colon transverse 1 (2%) 1 (6%)
Colon gauche/ Rectum 15 (33%) 7 (47%)
Composante en bague a chaton 11 (24%) 2 (13%) p=NS
Anomalies architecturales p=NS
Bas grade 26 (58%) 9 (60%)
Haut grade 19 (42%) 6 (40%)
Infiltrat inflammatoire tumoral p=NS
Présence de TIL 11 (24%) 1 (6%)
Présence d’une réaction Crohn-like 12 (27%) 2 (13%)
Stade pTNM selon IP'UICC (7¢ éd.) p=0.003
| 5 (11%) 0 (0%)
1 23 (51%) 3 (20%)
I 7 (16%) 2 (13%)
\% 10 (22%) 10 (67%)
Tableau Ill. Caractéristiques anatomocliniques des adénocarcinomes mucineux en

fonction du statut de CDX2 en FISH.
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Statut de CDX2 et différenciation immunohistochimique des tumeurs

Dans notre étude, le taux d’expression de CDX2 était statistiquement corrélé a
'expression de la CK20 (test de Spearman : r=0.26, p=0.046) et de facon inverse a
I'expression de la CK7 (test de Spearman : r= -0.27, p=0.04). Le taux d’expression
de CDX2 n’était pas corrélé statistiquement avec les taux des mucines MUC2 et
MUCS5AC.

Les quinze adénocarcinomes mucineux avec gain/amplification du gene CDX2
exprimaient fortement MUC2 (entre 30 et 100% de cellules marquées, moyenne :
80%). MUCSKAC était exprimé dans 7 tumeurs (entre 10 et 100% de cellules
marquées, moyenne 61%). La CK7 était exprimée par 3 tumeurs de facon
hétérogéne (entre 10 et 50% de cellules marquées, moyenne 30%). Treize (87%)
adénocarcinomes mucineux avec gain/amplification du géne CDX2 exprimaient la
CK20 (entre 20 et 100% de cellules marquées, moyenne 73%) (figure 12).
L’expression de MUC2, de MUC5AC, de la CK7 et de la CK20 n’était pas différente
entre les adénocarcinomes mucineux avec anomalies du gene CDX2 et les

adénocarcinomes mucineux diploides.

Deux des trois adénocarcinomes mucineux ayant perdu I'expression de CDX2
exprimaient fortement MUC2 (80% de cellules marquées), le troisieme I'exprimait
faiblement (10% de cellules marquées). Deux des trois tumeurs exprimaient
MUCS5AC (20 et 50% des cellules marquées) et la CK7 (20 et 60% des cellules
marquées). Une des trois tumeurs exprimait la CK20 (80% de cellules marquées)
(figure 13).

Statut de CDX2 et statut mutationnel de BRAF et KRAS

Trois des quinze adénocarcinomes mucineux avec gain/amplification du géne
CDX2 portaient la mutation V600E et G596R du géne BRAF. Treize des 45
adénocarcinomes mucineux diploides portaient la mutation V600OE de BRAF, incluant

deux des trois adénocarcinomes mucineux avec perte de I'expression de CDX2.

Six des quinze adénocarcinomes mucineux avec gain du géne CDX2 (40%)

présentaient une mutation de KRAS. Dix-sept des 45 adénocarcinomes mucineux
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diploides (38%) présentaient une mutation dans I'exon 2 du gene KRAS. Aucun des
trois adénocarcinomes mucineux avec perte de I'expression de CDX2 ne montrait de
mutation de KRAS.

Aucune différence significative n’était observée entre les adénocarcinomes
mucineux avec anomalies du gene CDX2 et les adénocarcinomes mucineux
diploides concernant le statut mutationnel de KRAS ou de BRAF (test exact de
Fisher ; tableau IV).

Statut de CDX2 et instabilité microsatellitaire

Le taux d’expression de CDX2 n’était significativement pas différent entre les
adénocarcinomes mucineux de phénotype MSS et ceux de phénotype MSI (81%
versus 72% ; test de Mann Whitney : p=0.19).

Treize des 15 adénocarcinomes mucineux avec gain/amplification du gene
CDX2 étaient MSS (87%) et deux étaient MSI-H (tableau IV). Les tumeurs avec
gain/amplification étaient significativement associées au phénotype MSS
contrairement aux tumeurs diploides (87% versus 56% ; test exact de Fisher p=0.03)
(figure 12). Deux tumeurs MSI-H présentaient une amplification du géne CDX2. Un
de ces 2 adénocarcinomes mucineux MSI-H était associé a un syndrome de Lynch

prouve.

Deux des trois adénocarcinomes mucineux présentant une perte de
l'expression de CDX2 étaient de phénotype MSI-H (figure 13). Cette instabilité
microsatellitaire était associée a la perte dexpression de MLH1 avec

hyperméthylation du promoteur du gene MLH1.
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Figure 12. Profil immunophénotypique d'un adénocarcinome mucineux avec gain de
CDX2. Expression de CDX2 (A), de MLH1 (B), de la CK20 (C), de MUC2 (E), et de MUC5AC
(F). Absence de marquage de la CK7 (D).

Figure 13. Profil immunophénotypique d’un des trois adénocarcinomes mucineux
avec perte de I'expression de CDX2. Absence d’expression de CDX2 (A), de MLH1 (B), et
de la CK20 (C). Expression de la CK7 (D), de MUC2 (E), et de MUC5AC (F).
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Statut de CDX2 et statut de méthylation de MGMT

Neuf des 15 adénocarcinomes mucineux (60%) avec gain/amplification du
gene CDX2 présentaient une conservation de [I'expression de MGMT en
immunohistochimie (30% a 100% de cellules marquées, moyenne : 80%). Les trois
tumeurs avec perte de l'expression de CDX2 en immunohistochimie exprimaient
MGMT (80% et 100% de cellules marquées, moyenne : 87%).

Cing adénocarcinomes mucineux (33%) avec gain/amplification du geéene
CDX2 eétaient hyperméthylés pour le gene MGMT. Les trois tumeurs avec perte de

I'expression de CDX2 présentaient un statut de méthylation normal du géne MGMT.

Aucune différence significative n’était observée entre les adénocarcinomes
mucineux avec gain/amplification du géne CDX2 et les adénocarcinomes mucineux

diploides concernant le statut de MGMT (test exact de Fisher) (tableau V).

Statut de CDX2 et activation de la voie Wnt

Le taux d’expression de CDX2 était statiguement corrélé a I'expression
nucléaire de la béta-caténine dans les adénocarcinomes mucineux (test de
Spearman : r=0.49, p<0.0001).

Le pourcentage de cellules tumorales exprimant la béta-caténine dans le
noyau n’était pas significativement différent entre le groupe des adénocarcinomes
mucineux avec gain/amplification du gene CDX2 et celui des tumeurs diploides
(moyenne : 23% vs 20%, test de Mann Whitney p=0.43 ; tableau 1V)).

Les trois tumeurs avec perte de I'expression de CDX2 montraient un
pourcentage faible de noyaux marqués par la béta-caténine (entre 0% et 10%),

moins élevé gue dans les autres tumeurs diploides.

Dans notre étude, deux adénocarcinomes mucineux avec gain/amplification
du géne CDX2 présentaient une mutation du gene CTNNB1 codant la béta-caténine.
Il s’agissait de deux transitions ¢.134C>T. L’expression nucléaire de la béta-caténine
au sein de ces tumeurs était de 16 et 31%. L’expression de CDX2 était intense

(pourcentage de cellules positives de 90% et 100%). Deux tumeurs diploides
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présentaient une délétion ou une mutation du gene CTNNB1 (c.133 135del et
€.189G>A) (tableau V).

Les quatre tumeurs mutées pour CTNNBL1 étaient de phénotype MSI-H ; deux

(dont une amplifiée pour le gene CDX2) étaient associées a un syndrome de Lynch

démontré.
Diploidie Amplification/gain
Nombre de cas 45 15
Statut du géne KRAS p=NS
Sauvage 28 (62%) 9 (60%)
Mute 17 (38%) 6 (40%)
Statut du gene BRAF p=NS
Sauvage 32 (71%) 12 (80%)
Muté 13 (29%) 3 (20%)
Statut microsatellitaire p =0.03
MSS 25 (56%) 13 (87%)
MSI 20 (44%) 2 (13%)
Statut de méthylation de MGMT p=NS
Normal 34 (76%) 10 (67%)
Hyperméthylation 11 (24%) 5 (33%)
Statut du gene CTNNB1 p=NS
Sauvage 43 (96%) 13 (87%)
Muté 2 (4%) 2 (13%)
Activation de la voie Wnt p=NS
Béta-caténine nucléaire <10% 26 (58%) 6 (40%)
Béta-caténine nucléaire 210% 19 (42%) 9 (60%)

Tableau IV. Caractéristiques moléculaires des adénocarcinomes mucineux en fonction
du statut de CDX2 en FISH.
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Analyse par regroupement hiérarchisé

L'analyse de regroupement hiérarchisé reposait sur les données moléculaires
et histologiques décrites précédemment : le statut mutationnel de BRAF, KRAS et
CTNNBL1, le statut MSS/MSI-H, le statut d’hyperméthylation de MLH1 et de MGMT,
I'expression nucléaire de la béta-caténine et de CDX2 en immunohistochimie, et le
gain du gene CDX2. Le regroupement hiérarchisé permettait de répartir les
adénocarcinomes mucineux en trois groupes (figure 14): un premier groupe
caractérisé par des tumeurs MSI-H, un second groupe constitué de tumeurs MSS, et

un troisiéme constitué de tumeurs MSS mutées pour le géne BRAF.

Les tumeurs avec gain/amplification de CDX2 étaient majoritairement
observées dans les deuxieme et troisieme groupes correspondant aux tumeurs de
phénotype MSS. Un petit nombre de ces tumeurs étaient également observées au
sein du premier groupe caractérisé par une instabilité microsatellitaire. Comme I'a
montré l'analyse précédemment, ces tumeurs semblaient étre associées a un
contexte de syndrome de Lynch. Les tumeurs avec perte de I'expression de CDX2

étaient majoritairement observées dans le premier groupe.

L’analyse permettait également d’individualiser un troisieme groupe
caractérisé par des tumeurs de phénotype MSS avec mutation du géne BRAF. Au
sein de ce groupe, les tumeurs étaient caractérisées a la fois par une diminution de
'expression de la protéine CDX2 (pourcentage de cellules tumorales marquées
<80%), et par un gain/amplification du géne. Ce groupe semblait également associé

a une absence d’expression nucléaire de la béta-caténine.
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Figure 14. Analyse par regroupement hiérarchisé des 60 adénocarcinomes mucineux
du colon. Les tumeurs sont d'abord regroupées selon leur proximité entre les
biomarqueurs : le statut mutationnel de BRAF, KRAS et CTNNB1, le statut MSS/MSI-H, le
statut d’hyperméthylation de MLH1 (hMLH1) et de MGMT, I'expression de CDX2 (i CDX2) et
de la béta-caténine en immunohistochimie, et le gain du gene CDX2 (Amp CDX2). Les
patients sont ensuite répartis selon leur proximité dans chaque groupe. Les dendogrammes
montrent deux dimensions de regroupement : I'association entre les biomarqueurs (en haut)
et I'association entre les patients (coté gauche). Les mutations de BRAF, KRAS et CTNNB1,
le statut MSI, I'hyperméthylation de MLH1 et de MGMT, la présence d’un gain/amplification
de CDX2, la diminution (5-80%) ou la perte de l'expression (<5%) de CDX2 et I'absence
d’expression nucléaire de la béta-caténine (<5%) sont représentés par des carrés rouges.
L’absence de mutations de BRAF, KRAS et CTNNB1, le statut MSS, le statut diploide de
CDX2, I'expression nucléaire de la béta-caténine (>5%) et de CDX2 (>80%), le statut non
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hyperméthylé de MLH1 et de MGMT sont représentés par des carrés verts. Sur le coté droit
de la figure, sont précisées les caractéristiques clinico-pathologiques suivantes : premiere
colonne, identification du cas ; deuxieme colonne, localisation de la tumeur ; troisieme
colonne : différenciation de la tumeur mucineuse ; quatrieme colonne : présence et type de
lésion précessive ; cinquiéme colonne : stade. Trois groupes de tumeurs ont ainsi été isolés
sur le cété gauche de la figure (carrés noirs 1, 2, et 3). Abréviations : TVA : adénome
tubulovilleux ; TA : adénome tubuleux; WD : bien différenciée ; PD : peu différenciée ; Inv
src : contingent invasif de cellules en bague a chaton.
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DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons étudié les anomalies génétiques de CDX2 dans
les adénocarcinomes mucineux du cblon. Nous montrons pour la premiére fois que le
géne CDX2 est amplifié dans les adénocarcinomes mucineux colorectaux. Cette
amplification de CDX2 apparait dans les adénocarcinomes mucineux de phénotype
MSS sous forme de gain chromosomique. Elle apparait aussi sous forme
d’amplification génique isolée dans les adénocarcinomes mucineux de phénotype
MSI dans un contexte de syndrome HNPCC. Il n’y a pas de corrélation entre le statut
génétique de CDX2 et le niveau d’expression de sa protéine dans les
adénocarcinomes mucineux : I'amplification génique peut étre accompagnée d’une
diminution de I'expression de CDX2, suggérant que I'amplification du géne n’est pas
exclusive de I'hyperméthylation dans les adénocarcinomes mucineux. Cette étude
montre enfin que I'amplification/gain du géne CDX2 est plus fréquente dans les
tumeurs de stade avancé suggérant que cette anomalie génétique est un marqueur

pronostique péjoratif des adénocarcinomes mucineux.

Dans cette étude, la présence d’un gain ou d’une amplification du géne CDX2
était détectée grace a des sondes spécifiquement dirigées contre le géne CDX2 et la
région télomérique du chromosome 13q. L’amplification du géne CDX2 était ainsi
directement mise en évidence pour la premiére fois dans 25% des adénocarcinomes
mucineux. Elle s’intégrait toutefois dans un gain du chromosome 13q dans 73% des
cas et était isolée dans 27% des cas. D’autres auteurs ont déja suggéré I'existence
de 'amplification de CDX2 dans les cancers du cdlon exclusivement instables pour
les chromosomes, par des techniques de réaction d’amplification en chaine ciblant
les microsatellites flanquant le locus du gene CDX2 [86]. Notre méthode in situ
permettait quant a elle de détecter a la fois I'amplification de CDX2 et le gain du
chromosome 13qg. La fréquence de I'amplification du chromosome 13q dans les
adénocarcinomes mucineux de cette étude (25%) est plus basse que celle rapportée
jusqu’a présent dans les adénocarcinomes colorectaux (42 - 56%) par les études

antérieures [8,83,90]. Ces études ont analysé les réarrangements du chromosome
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13q, mais n’étaient pas focalisées sur les anomalies du géne CDX2 [83,90-93].
Subtil et coll. ont rapporté une fréquence de I'amplification de la région génique de
CDX2 dans 70% des adénocarcinomes coliques de statut instable pour les
chromosomes [86]. Dans notre étude, I'analyse par FISH montrait que les tumeurs
avec anomalies du géne CDX2 présentaient un gain faible du nombre de copies (3 a
4 copies). Cette observation est concordante avec les données de la littérature qui
montrent que linstabilité chromosomique dans les tumeurs colorectales de
phénotype MSS est caractérisée par un gain faible du nombre de copies,

essentiellement a type de triploidie [94].

Dans notre étude, les tumeurs avec amplification/gain du géne CDX2 étaient
généralement de phénotype MSS. Dans cette population, la fréquence de
'amplification du géne CDX2 était estimée a 34%. L’association entre 'amplification
du gene CDX2 et le phénotype MSS s’explique probablement par la plus grande
fréquence des réarrangements chromosomiques dans cette population. Dans les
cancers colorectaux, ces réarrangements chromosomiques sont le plus souvent
observés au niveau des chromosomes 8q ou est localisé le gene C-MYC, 13q ou est
localisé CDX2 et 20 ou est localisé HNF4A [83]. Alors que I'étude de Subtil et coll.
montrait une fréquence de ce réarrangement de 70% [86], la seule étude centrée sur
les altérations du nombre de copies chromosomiques dans les adénocarcinomes
mucineux MSS comparativement aux adénocarcinomes non mucineux montrait une
fréquence du gain du chromosome 13q proche de celle observée dans notre étude
(environ 25%) [90]. La fréguence des anomalies du nombre de copies
chromosomiques en 13q était significativement inférieure dans les adénocarcinomes
mucineux par rapport aux adénocarcinomes non mucineux. La fréquence du gain en
13q était toutefois un peu plus élevée dans le sous-groupe des adénocarcinomes
mucineux de la cohorte du TCGA et la différence significative n’apparaissait plus
[83,90].

Nous avons mis en évidence pour la premiere fois une amplification du géne

CDX2 dans deux adénocarcinomes mucineux MSI-High. Cette observation était
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inattendue dans la mesure ou les adénocarcinomes mucineux MSI-H sont
caractérisés par une forte charge mutationnelle et sont généralement considérés
comme étant diploides [95,96]. Il est intéressant de noter que ces deux tumeurs
montraient une mutation activatrice de I'exon 3 du géne CTNNB1. Ces mutations
sont souvent décrites dans la littérature comme spécifiques de la présence d’'un
syndrome de Lynch [97-99]. La mutation de CTNNB1 serait présente dans environ
20% des tumeurs survenant dans un contexte d’HNPCC [97,98]. Dans notre étude,
une des deux tumeurs, présentant a la fois une amplification du gene CDX2 et une
mutation de CTNNB1, était associee a un syndrome de Lynch génétiquement
prouvé. Les anomalies constitutionnelles des genes du systeme de réparation des
mésappariements de 'ADN n’ont pas été recherchées chez l'autre patient dont le
diagnostic de cancer a été posé a un age supérieur a 60 ans. Au vu de la spécificité
de la mutation de CTNNBL1, le diagnostic du syndrome de Lynch peut étre suspecté
chez ce second patient. L’observation concomitante de la mutation du géne CTNNB1
et de 'amplification du géne CDX2 dans ces tumeurs diploides pose la question de
leur interrelation, d’autant que des interactions entre la voie Wnt/béta-caténine et
CDX2 ont été décrites [63,68,100].

Dans notre étude, I'expression de la protéine CDX2 en immunohistochimie
n’était pas corrélée a 'anomalie génétique de CDX2. En effet, une diminution de
'expression de CDX2 était observée dans plusieurs adénocarcinomes mucineux
présentant un gain du chromosome 13q et une amplification du gene CDX2. CDX2
est une protéine exprimée dans la muqueuse coligue normale par la totalité des
cellules épithéliales des cryptes intestinales. L’expression de CDX2 est conservée
dans la majorité des cancers colorectaux. Dans notre étude, la perte de I'expression
de CDX2 était observée dans trois adénocarcinomes mucineux (5%) et diminuée
dans 14 autres adénocarcinomes mucineux (23%) dont quatre présentaient une
amplification de CDX2. Selon les études, la perte ou la diminution de I'expression de
CDX2 est observée dans 4.1 a 30% des cancers colorectaux [76-79]. La faible
frequence de la perte de CDX2 constatée dans notre étude est comparable a la
fréquence de 4.1% constatée par Dalerba dans leur grande cohorte de 2115 tumeurs
colorectales [79]. Il est rapporté que la diminution de I'expression de CDX2,
secondaire a I’hyperméthylation du géne serait la contribution majeure de CDX2 a la
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carcinogenéese colorectale. Cette hypothése fait de CDX2 un géne suppresseur de
tumeur. La découverte récente de I'amplification de la région du chromosome 13q
incluant le locus du géne CDX2 a remis en question cette these et pose CDX2
comme un « oncogene de survie de lignage » [8]. Cette hypothése est confortée par
I'observation que des tumeurs extra-digestives telles que les leucémies surexpriment
CDX2 par un mécanisme non décrypté. CDX2 est alors considéré dans ces tumeurs
comme oncogene. Notre étude, en montrant que I'amplification de CDX2 peut étre
associée a une diminution de l'expression de CDX2, suggére que dans ce géne,
amplification et phénotype CIMP-H ne sont probablement pas mutuellement
exclusifs. Cette hypothese est appuyée dans notre étude par la grande fréquence de
la mutation du géne BRAF observée dans les adénocarcinomes mucineux MSS
montrant a la fois une amplification et une diminution de I'expression de CDX2. Cette
association non statistiquement vérifiée est bien mise en évidence par I'étude de
clustering hiérarchisé. Il a été en effet montré que BRAF pourrait étre un moteur du
statut d’hyperméthylation des cancers colorectaux [101]. Nos observations ne vont
pas par conséquent dans le sens du réle oncogéne de CDX2 dans les

adénocarcinomes mucineux.

Dans la littérature, les tumeurs colorectales ayant perdu I'expression de CDX2
sont associées a une morphologie peu différenciée incluant le sous-type médullaire,
un nombre augmenté de TIL, la présence de métastases ganglionnaires, une
instabilité microsatellitaire (perte de MLH1), un statut BRAF muté, et un phénotype
CIMP-High [78,102,103]. Dans notre étude, deux des trois adénocarcinomes
mucineux ayant perdu I'expression de CDX2 étaient effectivement de phénotype
MSI-H, dans un contexte CIMP-H attesté par '’hyperméthylation du géne MLH1. L'un
d’entre eux portait la mutation V600E de BRAF. Les trois tumeurs étaient diploides
pour le géne CDX2. Ces deux adénocarcinomes mucineux rentraient par conséquent
parfaitement dans le cadre jusqu’a présent décrit des tumeurs associées aux

anomalies moléculaires de CDX2.
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Notre hypothése était que le phénotype mucineux des cancers colorectaux
pouvait étre en lien avec la dysrégulation positive de CDX2. CDX2 joue un role
important dans I'entretien de I'épithélium intestinal. Parmi ces interventions a ce
niveau, CDX2 active directement la transcription du gene MUC2 et du gene ATOH1
qui sont impliqgués dans la différenciation des cellules mucosécrétantes coliques
[66,104]. Contrairement a la plupart des adénocarcinomes sans composante
mucineuse, les adénocarcinomes mucineux coliques sont caractérisés par un
maintien de I'expression de la mucine MUC2 et par une expression aberrante de la
mucine gastrigue MUC5AC [105-107]. Dans notre étude, nous n’avons pas observé
de relation entre I'expression de CDX2 en immunohistochimie et I'expression des
mucines MUC2 et MUC5AC. De méme, aucune relation n’était observée entre les
anomalies a type de gain/amplification de CDX2 et I'expression de ces mucines. Les
anomalies a type de gain/amplification de CDX2 ne semblent donc pas expliquer la
forte expression de ces mucines dans les adénocarcinomes mucineux coliques.
Dans notre étude, deux des trois tumeurs ayant perdu lI'expression de CDX2
exprimaient MUC2 et MUCS5AC. Dans une étude de 722 adénocarcinomes
colorectaux, il a été montré une relation inverse entre I'expression de CDX2 et celle
des mucines MUC2 et MUC5AC [108]. Dans notre étude, I'expression de CDX2 est
par contre assez bien corrélée avec lI'expression nucléaire de la béta-caténine
témoignant de I'activation de la voie Wnt. La voie de signalisation Wnt privilégie par
son activation la prolifération cellulaire et la différenciation non sécrétoire des cellules
épithéliales coliques. La corrélation entre CDX2 et la voie de signalisation Wnt
observée dans les adénocarcinomes mucineux peut témoigner des nombreuses
interactions modulatrices existant entre ces 2 voies dans lentretien de la
différenciation et de la prolifération de la crypte intestinale normale. L’analyse du
clustering hiérarchisé montre que cette corrélation entre CDX2 et la voie Wnt pourrait
aussi étre le résultat de fluctuation identique selon le contexte génétique général de
'adénocarcinome mucineux colique. En effet, dans les cas associant un CDX2
diminué malgré son amplification et une faible expression de la béta-caténine, la
mutation de BRAF est détectée et le phénotype CIMP-H probable. Finalement,
linteraction de la voie Wnt et de CDX2 dans la différenciation des cellules
épithéliales ne semble pas étre altérée dans les adénocarcinomes mucineux, ne
favorisant pas l'action de CDX2 sur la stimulation de la composante épithéliale

sécrétoire.
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Les anomalies de CDX2 ont été rapportées dans la littérature comme
associées a un plus mauvais pronostic [76,78-80,83,102,103,109]. En particulier,
limpact de la perte d’expression de CDX2 est débattu. Dans certaines études,
aucune valeur pronostique indépendante n’est retrouvée [78] alors que dans une
étude de 2115 tumeurs de stade Il et Ill, Dalerba et coll. observaient que les tumeurs
ayant perdu I'expression de CDX2 présentaient des taux de survie sans progression
a 5 ans plus faibles que les tumeurs ayant conservé I'expression de CDX2 [79].
L’expression de CDX2 serait un marqueur en faveur du bénéfice de lintroduction
d’'une chimiothérapie adjuvante dans les tumeurs de stade Il, apportant un gain de
survie significatif. Dans notre étude, douze des quinze tumeurs avec
gain/amplification du gene CDX2 étaient associées de facon significative a un stade
métastatique ganglionnaire ou viscéral lors du bilan d’extension initial. Nos données
sont en accord avec les données de la littérature, ou il est rapporté que le gain du
chromosome 13q est associé a un stade tumoral avancé [8,83]. Ces données sont
en faveur de la survenue tardive de I'amplification du géne CDX2 dans I'oncogenése
en plusieurs étapes des cancers colorectaux et plus particulierement des
adénocarcinomes mucineux. L’amplification de CDX2 apparait donc comme un
marqueur pronostique péjoratif. Il faut noter que I'amplification de CDX2 n’est pas
mutuellement exclusive avec la diminution d’expression de CDX2. Par conséquent, la
valeur pronostique de I'amplification de CDX2 n’est pas en contradiction avec celle
de la perte d’expression de CDX2. Le réle oncogéne de I'amplification/gain du géne
CDX2 a été suggeére a partir d’étude in vitro de lignées cellulaires de cancer du célon
[8]. Dans ces lignées portant I'amplification de CDX2, l'inhibition génétique de CDX2
entraine I'apoptose rapide des cellules, montrant que la survie de ces lignées dépend
de CDX2. Ces observations suggerent par conséquent que CDX2 est une cible
thérapeutique d’intérét pour les adénocarcinomes colorectaux meétastatiques.
Toutefois I'expression de CDX2 a un niveau élevé et son rdle dans la survie et le
maintien de la différenciation de la crypte intestinale a I'état normal le rendent
difficilement « druggable » in vivo chez 'homme. L'observation de la persistance
probable de linteraction entre CDX2 et la voie de signalisation Wnt dans les
adénocarcinomes mucineux constitue un argument pour cibler plutét le nceud de
cette interaction qui est le facteur de transcription TCF4, dont il a été montré qu'il

était « druggable » [110].
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En conclusion, cette étude montre que les anomalies du gene CDX2 sont
fréequentes dans les adénocarcinomes mucineux colorectaux quel que soit leur
contexte génétique de fond, MSS ou MSI. L’expression de CDX2 n’est pas corrélée a
I'amplification du géne dans les adénocarcinomes mucineux coliques mais au niveau
d’expression de la voie Wnt/béta-caténine. L’amplification du géne CDX2, souvent
associée au gain du chromosome 13q, est un phénoméne tardif de I'oncogenese

colique en plusieurs étapes et constitue un marqueur de mauvais pronostic.
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ETUDE DES VARIATIONS DE L’EXPRESSION DE CDX2 DANS LES
ADENOCARCINOMES MUCINEUX COLIQUES

RESUME

L’objectif était d’étudier le type et la fréquence des anomalies de CDX2 dans les
adénocarcinomes mucineux colorectaux et de préciser leur contexte génétique.
L’expression de CDX2 était étudiée en immunohistochimie et 'amplification de CDX2
par FISH dans 60 tumeurs. Cette étude montre que I'amplification du gene CDX2 est
fréquente (25%) et la perte rare (5%). Ces deux anomalies ne sont pas mutuellement
exclusives. L’expression de CDX2 évolue parallelement au niveau d’activation de la
voie Wnt/béta-caténine. L’amplification du géne CDX2, souvent associée au gain du
chromosome 13q, est un phénoméne tardif de 'oncogenése colique en plusieurs

étapes et constitue un marqueur de mauvais pronostic.
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