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RESUME 

La déficience du système de réparation des mésappariements de bases aboutit à 

une instabilité des séquences répétées ou microsatellites (MSI) qui engendre des 

mutations au niveau de gènes cibles de l’oncogenèse MSI.  

L'objectif de ma Thèse consistait à définir les conséquences fonctionnelles des 

mutations d’un nouveau gène cible de la tumorigenèse colorectale MSI : le gène 

SMAP1 (Small ArfGAP1) qui code une protéine de la famille ArfGAP (ADP 

ribosylation factor GTPase Activating Protein) spécifique d’Arf6, protéine impliquée 

dans de nombreux mécanismes cellulaires.  

Les mutations de SMAP1 sont spécifiques des tumeurs MSI de différentes origines 

tissulaires et n’apparaissent qu’au niveau de la répétition (A10). Dans les tumeurs 

colorectales primaires, la fréquence de mutations de SMAP1 observées diminue au 

cours de la progression tumorale suggérant que les tumeurs dépourvues de 

mutations de SMAP1 sont plus invasives. D’un point de vue fonctionnel, les 

mutations de SMAP1 ont pour conséquences un défaut dans le recyclage rapide du 

récepteur à la transferrine, une augmentation de la prolifération cellulaire et une 

diminution du pouvoir invasif en maintenant les jonctions adhérentes.  

Ainsi, nos observations montrant que les mutations de SMAP1 augmentent le 

pouvoir prolifératif mais diminuent le pouvoir invasif des lignées cellulaires issues de 

CCR MSI pourraient expliquer certaines caractéristiques cliniques des CCR MSI, les 

tumeurs MSI étant en effet des tumeurs volumineuses, ayant un faible pouvoir 

métastatique.  

Mots clés : cancer colorectal, système MMR, instabilité des microsatellites, gène 

cible, SMAP1, Arf6, endocytose clathrine-dépendante, prolifération cellulaire, 

invasion/migration. 
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ABSTRACT 

FUNCTIONAL STUDY OF SMAP1: A NEW GENE LINKING VESICULAR 

TRAFFIC AND ONCOGENESIS  

Tumours that are deficient in mismatch repair system accumulate numerous 

mutations throughout the genome in repeated sequences, called microsatellites. 

Genes that contain microsatellite in their sequence are target genes of microsatellite 

instability (MSI). 

The aim of my thesis was to determine the functional consequences of mutations 

occurring in a newly identified target gene of the MSI oncogenesis : SMAP1 (Small 

ArfGAP1), which encodes a protein of the ArfGAP (ADP ribosylation factor GTPase 

Activating Protein) family specific for Arf6, a protein involved in clathrin-mediated 

endocytosis and actin remodelling.  

SMAP1 mutations are specific for MSI tumours of various tissue origins and occur in 

its coding poly (A)10 microsatellite. SMAP1 mutations are especially frequent in MSI 

colorectal cancers (CRC), in which its mutation frequency decreases with tumour 

progression suggesting that tumours devoid of SMAP1 mutations are more invasive. 

Functional experiments allowed us to show that SMAP1 mutations lead to a defect in 

the fast recycling step of the transferrin receptor trafficking, to increased cell 

proliferation and to decreased invasiveness by maintaining the adherent junctions.  

Interestingly, our observations showing that SMAP1 mutations increase the 

proliferative potential but reduce the invasiveness of MSI CRC-derived cell lines may 

explain some of the MSI CRCs clinical features, notably their large size and low 

metastatic potential. 

Key words: colorectal cancer, mismatch repair, microsatellite instability, target gene, 

SMAP1, Arf6, clathrin-mediated endocytosis, cell proliferation, invasion/migration. 
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AVANT PROPOS 

 

Mon projet de Thèse porte sur l’Étude fonctionnelle de SMAP1 : un nouveau gène 

à la croisée du trafic vésiculaire et de l’oncogenèse MSI. Ce projet a vu le jour à 

la suite d’une étude globale menée au laboratoire consistant à mettre en évidence de 

nouveaux gènes cibles de la cancérogenèse MSI( Microsatellite Instability). Le gène 

SMAP1 (Small ArfGAP 1) a été identifié comme étant très fréquemment muté dans 

les CCR (cancers colorectaux) MSI. Ainsi, l’équipe a décidé de mener un projet afin 

de caractériser les conséquences fonctionnelles de ces mutations, chose inédite au 

laboratoire dédié à l’analyse moléculaire des tumeurs MSI. À mon arrivée au 

laboratoire, des collaborations avaient été établies avec Christophe Lamaze à 

l’Institut Curie pour l’étude de l’endocytose et avec Marie-Lise Lacombe et Mathieu 

Boissan, du CdR Saint-Antoine pour l’étude de la migration/invasion.  

La caractérisation moléculaire des mutations de SMAP1 a été menée lorsque j’étais 

au sein de l’équipe d’Alex Duval alors que la partie fonctionnelle a été réalisée 

lorsque j’ai rejoint l’équipe d’Yves Le Bouc au cours de ma seconde année de Thèse. 

Les expériences d’endocytose clathrine-dépendante du récepteur de la transferrine 

n’étant pas l’expertise du laboratoire, j’ai eu l’opportunité de l’importer au laboratoire 

après l’avoir prise en main au sein de l’équipe de Philippe Chavrier à l’Institut Curie. 

 

Dans ce manuscrit, je commencerai par une revue bibliographique des différents 

aspects de mon travail, partie dans laquelle j’ai essayé de vous présenter les 

données de la littérature nécessaires et suffisantes à la compréhension de mon 

travail de Thèse. Dans un second temps, je détaillerai les résultats obtenus lors de 

ma Thèse sous forme d’article et de résultats complémentaires. Pour finir, je 
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discuterai mes résultats et les mettrai en relation avec les données de la littérature 

afin de définir des modèles moléculaires du ou des rôle(s) cellulaire(s) de SMAP1 et 

décrirai les perspectives possibles de cette étude. Des annexes sont présentes à la 

fin de mon manuscrit correspondant à une revue générale sur les CCR MSI à 

laquelle j’ai participé en cours de ma Thèse et un article portant sur l’étude de la 

division cellulaire des cellules souches intestinales que j’ai initié lors de mon stage de 

Master 2 réalisé à l’Institut de Génomique Fonctionnelle à Montpellier au sein de 

l’équipe de Philippe Jay. 

 

Je vous en souhaite bonne lecture. 
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PARTIE I. INTRODUCTION 
 

Le cancer colorectal (CCR) représente un enjeu majeur de santé publique dans les 

pays industrialisés et notamment en France. En effet, il est la troisième cause de 

décès par cancer en France et représente plus de 36 000 nouveaux cas par an 

(Institut National du Cancer, Novembre 2010). Les CCR peuvent être dissociés en 

deux groupes selon le mécanisme moléculaire à l’origine de leur survenue (Figure 1).  

 

La majorité des tumeurs (≈ 85%) présente une instabilité chromosomique, elles sont 

appelées CIN (Chromosomal INstability), LOH (Loss Of Heterozygosity) ou encore 

MSS (MicroSatellite Stable). Elles ont un contenu en ADN anormal et présentent des 

pertes et des gains de fragments chromosomiques. Elles comportent le plus souvent 

des mutations dans les gènes APC, TP53 et KRAS. Dans 12-15% des cas, les CCR 

sont dits MSI (MicroSatellite Instability). La tumeur présente une instabilité génétique 

Figure 1 : Distribution des différents types de cancers colorectaux. CIN : Chomosomal 
INstability ; LOH : Loss Of Heterozygosity ; MSS : MicroSatellite Stable ; MSI : 
MicroSatellite Instable ; PAF : Polypose Adénomateuse Familiale ; HNPCC : Human Non 
Polyposis Colorectal Cancer  

! 2-5% ! 10-13% ! 1% 

CANCERS COLORECTAUX 

INSTABILITÉ 
CHROMOSOMIQUE  

(CIN, LOH, MSS) 

INSTABILITÉ 
NUCLÉOTIDIQUE 

(MSI) 

SPORADIQUES FAMILIAUX 
(PAF et autres) 

FAMILIAUX 
(HNPCC) SPORADIQUES 

! 85% 
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au niveau de séquences nucléotidiques répétées, les microsatellites. Ces séquences 

sont distribuées dans tout le génome et représentent 3% des séquences 

génomiques. Les microsatellites peuvent être intergéniques ou intragéniques, ces 

derniers pouvant être codants (exons) ou non codants (introns, promoteurs, UTR). 

De par leur nature, ces séquences sont des points chauds de mutation lors de la 

réplication. En effet, l’ADN polymérase « dérape » sur ces séquences ce qui aboutit 

à des mutations par insertion/délétion des motifs répétés. Les mutations survenant 

au cours de la réplication sont normalement reconnues et réparées par le système 

de réparation des mésappariements de base (MMR pour Methyl-directed Mismatch 

Repair). Dans une cellule MMR-déficiente le taux de mutations augmente d’un 

facteur 100 à 1000 comparé à une cellule dont le système MMR est intact. De 

nombreux gènes contenant des microsatellites codants sont mutés dans les tumeurs 

MSI mais un faible nombre a fait l’objet d’études fonctionnelles permettant de les 

impliquer directement à la tumorigenèse. En effet, seules les mutations des gènes du 

TGFβRII (Transforming Growth Factor β Receptor type II) [18] et de l’ACVRII (Activin 

Receptor type II) [19 , 20] ont été clairement impliquées dans la cancérogenèse 

colorectale MSI. 

Au laboratoire, a été identifié un nouveau gène cible muté dans 73% des CCR MSI 

[21] : Small ArfGAP 1 (SMAP1). Durant ma thèse, j’ai étudié les conséquences 

fonctionnelles des mutations de SMAP1 dans l’oncogenèse MSI. 
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I. Oncogenèse MSI (Microsatellite Instability) 

 

1. Découverte de l’oncogenèse MSI 

La notion d’instabilité nucléotidique fut abordée pour la première fois en 1992 par 

Manuel Perucho lors d’un congrès international sur les oncogènes (« Human 

oncogenes : the second decade ») ; leurs travaux n’ont été publiés qu’en juin 1993, 

les éditeurs étant réticents au caractère inédit de la découverte [22]. Comme de 

nombreuses découvertes scientifiques, celle de « l’oncogenèse MSI » a été fortuite. 

En effet, c’est en recherchant une perte chromosomique afin de définir le gène 

responsable d’une forme familiale de CCR que deux autres équipes, celle de Bert 

Vogelstein et Kenneth Kinzler à Baltimore et celle de Richard Kolodner à Boston, ont 

publié en mai 1993, un mois avant la publication des travaux de Perucho, la 

démonstration d’un nouveau mécanisme moléculaire de transformation tumorale [23] 

[24]	
  [25].  

Les tumeurs de phénotype MSI présentent une instabilité nucléotidique au niveau de 

séquences particulières du génome, les microsatellites. Ces séquences répétées de 

motifs nucléotidiques de 1 à 6 paires de bases sont des points chauds de mutations 

lors de la réplication. Les mutations par insertion/délétion sont normalement réparées 

par le système MMR. Dans un contexte MSI, ce système est défaillant et les 

mutations ne sont pas réparées créant de nouveaux allèles. 

 

2. Le système de réparation des mésappariements de bases (MMR) 

La fidélité de la réplication de l’ADN est en grande partie assurée par l’ADN 

polymérase elle-même. En effet, elle ne commet en moyenne qu’une erreur sur 105 

bases appariées. De plus, l’ADN polymérase a une capacité de relecture et de 
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correction grâce à son activité 3’-5’ exonucléase ; le taux d’erreur est alors de 1/107. 

Les erreurs qui persistent à cette autocorrection sont réparées par le système MMR ; 

le taux d’erreur est alors de 1/109-10.  

Le système MMR est impliqué dans la réparation des simples mésappariements de 

bases et des boucles formées à la suite d’insertions/délétions (IDL, Insertion/Deletion 

Loop). Ce système a d’abord été décrit chez la bactérie Escherichia coli [26]. Il est 

composé de trois protéines principales MutS, MutL et MutH, dont il tire le nom, 

système MutHLS. La protéine MutS est une ATPase impliquée dans la 

reconnaissance des erreurs de réplication de type mésappariements de bases ou 

insertions/délétions. MutS agit sous forme d’homo-dimère pour pouvoir agir. Une fois 

liée à l’ADN, le chargement d’une molécule d’ATP aboutit à un changement de 

conformation permettant la liaison de la protéine MutL et la formation d’une boucle 

d’ADN autour du mésappariement [27]. La protéine MutL est une ATPase qui permet 

de coupler la reconnaissance de l’erreur de réplication et l’étape d’excision [28]. La 

discrimination entre les brins matrice et néosynthétisé est rendue possible par la 

présence de séquences GATC méthylées sur l’adénine, cette modification 

n’intervenant qu’après la réplication, elle identifie le brin matrice. Ainsi, 

l’endonucléase MutH se lie aux séquences GATC non-méthylées sur l’adénine du 

brin néosynthétisé [29] et digère l’ADN au niveau de ces séquences. L’activité 

endonucléase de MutH est stimulée par MutL quand celle-ci est liée à MutS et 

favorise également l’hydrolyse de l’ATP de MutS nécessaire à la translocation de 

l’homo-dimère MutS le long de la molécule d’ADN jusqu’au complexe ADN/MutH le 

plus proche [30]. L’excision du brin d’ADN nécessite la présence de l’hélicase MutU 

(ou UvrD ou ADN hélicase II) qui est recrutée par MutL [31] [32]. MutH étant capable 

de digérer l’ADN en 3’ ou en 5’ du mésappariement, l’excision se fera par des 
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exonucléases 3’-5’ ou 5’-3’ [33]. Le brin digéré est resynthétisé par l’ADN polymérase 

III et religué [26] (Figure 2A).   

  

Figure 2 : Le système de réparation des mésappariements de bases (MMR) chez la bactérie (A) 
et chez l’homme (B). D’après Jacob et al., 2002, Biochimie [11] et Zaanan et al., 2010, Cell Oncol 
[17]. 
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Figure 1 : Le système de réparation des mésappariements de bases (MMR) chez la bactérie (A) 
et chez l’homme (B). D’après Jacob et al., 2002, Biochimie [11] et Zaanan et al., 2010, Cell Oncol 
[17]. 
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Ce système MMR a également été identifié chez les eucaryotes, notamment la 

levure Saccharomyces cerevisiae [34] [35] [36]. Dans cet organisme, six homologues 

de la protéine MutS bactérienne ont été identifiés, MSH1 (MutS Homolog) impliquée 

dans l’intégrité de l’ADN mitochondrial [35] [36], MSH2, MSH3 [37], MSH4 et MSH5 

impliquées dans la méiose [38], et MSH6 [39]. La protéine MSH2 est capable de 

former des hétérodimères avec les protéines MSH6 pour former le complexe MutSα 

et MSH3 pour former le complexe MutSβ [40] [41] [42]. Le complexe MutSα est 

capable de reconnaître les mésappariements de base et les insertions/délétions 

d’une à quelques bases alors que le complexe MutSβ est lui capable de reconnaître 

les insertions/délétions de plusieurs bases [43]. Ces complexes existent aussi bien 

chez S. cerevisiae que chez l’Homme. La protéine MutL bactérienne a quatre 

homologues chez la levure, MLH1-3 (MutL Homolog) [44] et PMS1 (PostMeiotic 

Segregation) [45] et quatre chez l’Homme, MLH1, MLH3, PMS1 (=MLH2 chez la 

levure) et PMS2 (=PMS1 chez la levure). La protéine MLH1 est capable de former 

les complexes MutLα avec hPMS2 (PMS1 chez la levure), MutLβ avec PMS1 et 

MutLγ avec MLH3. Le complexe MutLα se lie au complexe MutSα pour réparer les 

simples mésappariements de bases et les insertions/délétions d’une à deux bases et 

à MutSβ pour la réparation des insertions/délétions ≥ à deux bases, les complexes 

MutLβ et MutLγ se lient, plus rarement, à MutSβ afin de réparer les 

insertions/délétions de plusieurs nucléotides (Figure 2B). Contrairement à E. coli, 

chez les eucaryotes, la discrimination entre les brins matrice et néo-synthétisé ne 

dépend pas de la méthylation de l’ADN ; le mécanisme permettant de différencier les 

brins matrice et néo-synthétisé n’est pas formellement identifié à ce jour bien qu’une 

protéine candidate ait été désignée : la protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen). Cette protéine est  impliquée dans la réplication de l’ADN en augmentant la 

processivité de l’ADN polymérase c’est-à-dire sa capacité à synthétiser l’ADN sans 
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se détacher de la matrice. PCNA est capable de se lier à l’extrémité N-terminale des 

protéines MSH6 et MSH3 et permettrait ainsi de guider les complexes MutSα ou 

MutSβ vers l’extrémité libre de la molécule d’ADN en cours de synthèse [46]. PCNA 

est également capable de lier l’exonucléase 5’-3’ EXO1 qui elle-même interagit avec  

MSH2, MSH3 et MLH1 chez l’Homme [47]. Cette exonucléase ne serait pas la seule 

impliquée dans l’excision du brin portant le mésappariement. Le brin d’ADN est 

resynthétisé par l’ADN polymérase δ et peut être ε [48] et ligué probablement par 

l’ADN ligase I qui est souvent associée à l’ADN polymérase δ et à PCNA [49]. 

 

3. Le syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer) et 

l’instabilité des microsatellites 

L’existence d’une prédisposition génétique au développement de tumeurs 

épithéliales dans certaines familles a été décrite pour la première fois en 1913 par le 

Dr Warthin. En 1966, le docteur Henry T. Lynch a étudié deux grandes familles 

atteintes de CCR, de cancers de l’endomètre et de l’estomac. Cette étude lui a 

permis d’établir le caractère autosomique dominant de la transmission de cette 

prédisposition [50] [51] qui est nommée syndrome de Lynch ou HNPCC (Hereditary 

Non Polyposis Colorectal Cancer). Ce syndrome héréditaire est différent de la 

polypose adénomateuse familiale (PAF), autre prédisposition génétique, décrite chez 

des patients porteurs le plus souvent de mutations germinales dans le gène APC et 

présentant de nombreux polypes intestinaux bénins qui dégénèrent en tumeur 

maligne. Le syndrome HNPCC représente la prédisposition familiale la plus 

importante des CCR (2-5%, 1% pour la PAF, Figure 1). Ce n’est qu’au début des 

années 90, 25 ans après la description clinique du syndrome HNPCC, que les 

études moléculaires de cette prédisposition génétique vont être menées. Les 
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analyses de liaison réalisées sur des familles répondant aux critères d’Amsterdam de 

1991 (au moins trois personnes atteintes dans deux générations successives, avec 

un diagnostic avant l’âge de 50 ans), ont permis de lier la maladie aux chromosomes 

2p [23] [24] ou 3p [52] selon les familles étudiées. La recherche d’une perte 

d’hétérozygotie dans ces régions candidates dans les tumeurs des patients a permis 

de mettre en évidence une instabilité au niveau des marqueurs nucléotidiques 

utilisés pour l’analyse de liaison. En effet, en analysant les profils de migration de ces 

marqueurs sur gel après PCR (Polymerase Chain Reaction), une instabilité 

nucléotidique a été observée chez des patients atteints du syndrome HNPCC ainsi 

que dans des cas sporadiques [23] [22]. Cette instabilité ne concerne pas 

uniquement les dinucléotides (CA)n mais également les (CT)n [22], les trinucléotides 

(CAG)n [23] et (GGC)n [22]. L’instabilité des microsatellites observée par ces équipes 

consiste essentiellement en des délétions de motifs nucléotidiques. À ce stade, 

l’équipe de Manuel Perucho émet l’hypothèse selon laquelle ces délétions sont les 

conséquences d’un défaut dans une protéine essentielle à la fidélité de la réplication 

ou à la réparation des erreurs de réplication [22].  

Cette hypothèse ouvre la porte à la recherche des gènes humains homologues des 

gènes bactériens du système MutHLS. C’est ainsi qu’à la fin de l’année 1993, 

l’équipe de Richard Kolodner publie un article sur la découverte d’un gène lié au 

syndrome HNPCC localisé en 2p21-22 : hMSH2 (human MutS Homolog 2) [53]. Ce 

gène est l’homologue humain du gène bactérien MutS. Afin d’impliquer de façon 

certaine le gène hMSH2 dans la prédisposition au syndrome HNPCC, l’équipe de 

Kolodner a étudié ce gène dans 26 tumeurs de patients HNPCC. Ils ont pu identifier 

une mutation qui engendre la traduction d’une protéine anormale à la suite d’un 

épissage modifié. Cette mutation est présente à l’état homozygote dans la tumeur et 

hétérozygote dans le sang des patients [53]. L’équipe de Vogelstein a analysé le 
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gène hMSH2 dans des familles plus grandes que celles étudiées par Kolodner ce qui 

a permis de confirmer la présence de mutations qui aboutissent à la synthèse d’une 

protéine tronquée ou à une protéine non fonctionnelle [54]. Les mutations 

constitutionnelles de MSH2 sont responsables d’u tiers des syndromes HNPCC 

(Figure 3 ; International Society for Gastrointestinal Hereditary Tumours {InSiGHT}, 

Novembre 2011). Ces mutations sont distribuées sur la totalité du gène et la majorité 

consiste en des substitutions de base (InSiGHT, http://www.insight-

group.org/mutations/). 

Le second gène codant une protéine du système MMR qui a été identifié comme lié 

au locus HNPCC est le gène MLH1, homologue du gène MutL bactérien. Ce gène 

est localisé sur le chromosome 3p21.3, responsable du syndrome HNPCC dans 

certaines familles [55] [56]. La protéine MLH1 est la protéine nécessaire à la 

formation des complexes MutL chez les eucaryotes. L’absence de protéine MLH1 

dans la cellule aboutit à un phénotype d’instabilité sévère. La plupart des mutations 

germinales décrites à ce jour consistent en des mutations tronquantes, dues à des 

décalages du cadre de lecture ou à des mutations dans les sites d’épissage [55] [11]. 

Les mutations faux-sens décrites touchent en majorité le site ATPase ou le site de 

liaison aux autres protéines MLH (MLH3, PMS1 et PMS2) [11], régions très 

conservées entre les espèces. Les mutations germinales du gène MLH1 sont 

responsables de 40% des syndromes HNPCC (Figure 3 ; InSiGHT, Novembre 2011). 

Ainsi, les mutations des gènes MSH2 et MLH1 sont responsables à eux seuls de 

plus de 70% des syndromes HNPCC.  

Les autres gènes homologues des gènes bactériens identifiés comme étant 

impliqués dans le phénotype MSI, bien qu’ayant des effets moindres que MSH2 et 

MLH1, sont MSH6 [57] et hPMS2 [58]. Les mutations germinales du gène MSH6 

sont responsables de près de 20% des syndromes HNPCC et celles du gène PMS2 
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représentent ≈8% des syndromes HNPCC. Les gènes MLH3 et PMS1 ne sont mutés 

que dans un peu plus de 1% des cas (Figure 2, InSiGHT, Novembre 2011).  

La transformation tumorale requiert la perte du second allèle par mutation somatique 

ou LOH ; ce schéma suit la théorie de Knudson selon laquelle un second événement, 

la perte de l’allèle normal, est nécessaire à la transformation tumorale. 

 

 

4. Les cancers sporadiques 

Le phénotype MSI a également été décrit dans des cancers survenant chez des 

patients ne présentant pas de prédisposition génétique, ce sont les cas sporadiques 

[22]	
   [25] qui représentent 10 à 13% de l’ensemble des CCR. La survenue des 

tumeurs est en moyenne plus tardive dans les cas sporadiques que chez les patients 

atteints du syndrome HNPCC (72 ans au lieu de 45 ans). Les cancers de phénotype 

MSI représentent environ 15% des CCR, des cancers de l’estomac et de 

l’endomètre.  

De manière étonnante, aucune mutation des gènes du système MMR n’a été 

identifiée dans les tumeurs sporadiques MSI  [59]. En effet, c’est une inactivation bi-

allélique du gène MLH1 par méthylation des îlots CpG en 3’ [60] qui est responsable 
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Figure 3 : Répartitions des mutations 
germinales des gènes du système MMR 
chez les patients atteints du syndrome 
HNPCC. (InSiGHT, Novembre 2001) 
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du développement de ces tumeurs [61]	
   [62]	
   [63]. Cette inhibition transcriptionnelle 

aboutit à l’absence de protéine MLH1 dans la cellule et donc à un système MMR 

déficient. 

 

5. Caractéristiques cliniques des tumeurs MSI 

La différence entre les CCR MSI, sporadiques ou familiaux, et les tumeurs MSS ne 

se limite pas uniquement aux caractéristiques moléculaires. En effet, d’un point de 

vue clinique, les CCR MSI sont des tumeurs volumineuses qui se développent au 

niveau du colon droit pour la majorité des cas sporadiques, sont peu différenciées, 

mucineuses, présentent une forte infiltration lymphocytaire et sont peu invasives à 

distance [22] [64] [17]. Les tumeurs MSI sont de meilleur pronostic que les tumeurs 

MSS [25] [65] [66] et répondent différemment au traitement par chimiothérapie	
   [67] 

[68] [69].  

 

6. Le traitement adjuvant des tumeurs stade III par chimiothérapie 

Les traitements chimiothérapeutiques des patients atteints de tumeurs MSI ne 

différent pas de ceux atteints de tumeurs MSS. Les années 2000 ont vu se 

développer plusieurs études cliniques portant sur différents traitements dont la 

chimiothérapie adjuvante qui consiste à traiter les patients après résection de la 

tumeur par chirurgie afin de diminuer les risques de rechute. Un certain nombre 

d’études ont été menées sur les chimiothérapies adjuvantes basées sur le 5-fluoro-

uracile (5-FU), un analogue de pyrimidine qui bloque la réplication, afin de comparer 

les réponses aux traitements des patients atteints d’un CCR MSS ou MSI 

(sporadique ou familial) de stade III selon la classification TNM, c’est-à-dire avec 

envahissement ganglionnaire mais sans métastases à distance (Table 1). Plusieurs 
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études ont mis en évidence des différences de réponse à la chimiothérapie selon 

que les tumeurs soient de phénotype MSS ou MSI [67] [68] [69]. En effet, le 

traitement par 5-FU seul après chirurgie des patients atteints d’une tumeur MSI de 

stade III ne leur est pas bénéfique comparé aux patients atteints d’une tumeur MSS 

[70]. Depuis 2004, les patients opérés pour un CCR de stade III sont traités par le 

protocole FOLFOX qui consiste en l’administration de 5-FU en association avec 

l’oxaliplatine, qui potentialise l’effet du 5-FU. L’oxaliplatine est un agent alkylant qui 

fait majoritairement des pontages intrabrins ou interbrins entre deux guanines 

bloquant ainsi la réplication de l’ADN. Le bénéfice du traitement adjuvant par le 

protocole FOLFOX est beaucoup plus marqué pour les patients atteints de cancer du 

côlon MSI de stade III que pour ceux atteints d’un cancer du colon MSS pour 

lesquels l’allongement de la survie sans progression de la maladie est modeste [71]  

 [69]. Néanmoins, cette étude ayant été réalisée sur un nombre relativement limité de 

patients (n=233) et de manière rétrospective, il est indispensable que ces 

observations soient confirmées dans une étude randomisée prospective pour pouvoir 

être intégrer dans l’arbre décisionnel de la prise en charge des patients atteints d’un 

cancer du côlon de stade III. 
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Tableau 1: Classification TNM des tumeurs. T : tumeur primaire ; N : ganglions 
lymphatiques régionaux ; M : métastases. T1 : tumeur envahissant la muqueuse ou la sous-
muqueuse, T2 : tumeur envahissant la couche musculeuse externe sans la dépasser, T3 : 
tumeur envahissant les tissus non pariétaux péri-coliques ou péri-anaux, T4 : tumeur 
envahissant les tissus voisins, Tx : quel que soit le stade T. N0 : aucun envahissement 
ganglionaire, N1 : envahissement de 1 à 3 ganglions, N2 : envahissement de 4 ganglions et 
plus, Nx : quel que soit le stade N. M0 : aucune métastase à distance, M1 : présence de 
métastase(s) à distance. 

 

	
  

7. La notion de gène cible 

La déficience en système MMR n’est pas un phénomène transformant en soi. En 

effet, ce sont les mutations accumulées dans les gènes dits « cibles » qui ont un 

pouvoir néoplasique. Les gènes cibles de l’oncogenèse MSI contiennent un 

microsatellite codant ou non codant. Les microsatellites codants sont en général des 

mononucléotides alors que les microsatellites introniques peuvent être composés de 

motifs di-nucléotidiques. Plus le nombre de répétitions nucléotidiques est élevé plus 

la fréquence de mutations est élevée. Les mutations par insertion/délétion des 

microsatellites mono-nucléotidiques codant aboutissent à un décalage du cadre de 

lecture, et le plus souvent à l’apparition d’un codon STOP prématuré au niveau du 

transcrit qui peut être traduit en une protéine tronquée présentant un néo-peptide à 

l’extrémité COOH (Figure 4). 

	
   Groupe	
  selon	
  la	
  classification	
  TNM	
  
STADE	
   Stade	
  T	
   Stade	
  N	
   Stade	
  M	
  

I	
   T1	
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  T2	
   N0	
   M0	
  
IIa	
   T3	
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IIb	
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IIIa	
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IIIb	
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IIIc	
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   M0	
  
IV	
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Sur la base de la définition d’un gène cible, plus de 500 gènes sont potentiellement 

cibles de l’oncogenèse MSI (SelTarBase ; 

http://www.seltarbase.org/?extension=latest&topic=main). De ce fait, l’enjeu de 

l’étude des tumeurs MSI est de distinguer les mutations dites « bruit de fond » qui 

surviennent du fait de la déficience du système MMR des mutations effectivement 

sélectionnées pour la transformation tumorale. Très peu de gènes mutés dans les 

tumeurs MSI ont été directement impliqués dans l’oncogenèse. Effectivement, seuls 

les gènes des récepteurs de type 2 du TGFβ (TGFβR2) [18] et de l’activine (ACVR2) 

[20] ont fait l’objet d’études fonctionnelles. Afin de contourner les difficultés 

inhérentes aux études fonctionnelles, deux modèles statistiques ont été établis : (i) 

l’un est basé sur les fréquences de mutations observées dans les tumeurs MSI pour 

Figure 4: L’oncogenèse MSI. 
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un gène donné selon la taille du microsatellite [2] (Figure 5A) et (ii) l’autre sur les 

fréquences de mutations observées dans les tumeurs MSI dont la taille de la 

répétition est ≥ à 7 nucléotides [4] (Figure 5B). Ainsi, d’après le modèle de Woerner, 

un gène ayant un microsatellite de 8 nucléotides est considéré comme cible si la 

fréquence de mutations est ≥ à 30%, alors que pour un gène ayant un microsatellite 

de 10 nucléotides cette fréquence doit être au moins de 56% (Figure 5A). Les gènes 

cibles sont différents d’un tissu à l’autre du fait de l’expression tissu-spécifique de 

certains gènes. Dans le cas des CCR MSI et selon le modèle de Duval, la fréquence 

de mutations des gènes cibles est ≥ à 30%. Deux gènes sont plus fréquemment 

mutés : les gènes TGFβR2 et ACVR2, ayant une répétition de 10 adénines, dont les 

fréquences de mutation sont de 85% et 68% respectivement (Figure 5B).  

 

Jusque récemment, les gènes étudiés étaient ceux qui présentaient un microsatellite 

dans une région codante car il est difficile de prévoir les conséquences de mutations 

Figure 5 : Fréquences de mutations des gènes cibles de l’oncogenèse colorectale MSI. 
(A) Modèle statistique de Woerner [2]. (B) Modèle statistique de Duval [4]. 

Taille du microsatellite 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 

0 

20 

60 

80 

100 

Fr
éq

ue
nc

e 
de

 m
ut

at
io

ns
 (%

) 

40 

A B 

Fréquence de mutations (%) 

N
om

br
e 

de
 g

èn
es

 

Mutations  
« bruit de fond » 

Mutations  
oncogéniques 
sélectionnées 

0 10-20 100 



	
  
	
  

30	
  

dans les régions introniques. Cependant, plusieurs études ont mis en évidence les 

conséquences oncogéniques des mutations des microsatellites introniques, situés 

pour la plupart dans les sites accepteurs d’épissage, dans différents gènes [72]	
   [73] 

[74]. En effet, les gènes ATM et MRE11 impliqués dans la réparation des cassures 

double brin de l’ADN, possèdent des microsatellites non codants de 15 et 11 

répétitions de thymine respectivement [73] et le gène HSP110, codant une protéine 

chaperonne, a un microsatellite de 17 répétitions de thymine [74]. Les mutations de 

ces microsatellites entraînent un épissage aberrant des ARNm aboutissant à la 

synthèse de protéines tronquées qui, dans le cas de HSP110, joue un rôle dominant 

négatif [74].  

Dans la cellule, il existe un système de surveillance des transcrits, le système NMD 

(Non-sense Mediated mRNA Decay). Ce système consiste en un complexe 

protéique capable de détecter les codons STOP prématurés et de dégrader les ARN 

anormaux [75] (Figure 4). Afin d’identifier de nouveaux gènes cibles de l’oncogenèse 

colorectale MSI, la stratégie du laboratoire fut d’inhiber le système de surveillance 

des ARNm anormaux, le système NMD, par ARN interférence spécifique du gène 

Upf1, facteur essentiel du NMD, dans une lignée cellulaire de CCR MSI, la lignée 

HCT116 [21]. En comparant les niveaux d’expression des gènes dans la lignée 

parentale et la lignée transfectée avec le siARN Upf1, notre laboratoire a pu identifier 

1251 gènes surexprimés après inhibition de Upf1 (rapport ≥ 1,5). Parmi ces gènes, 

472 présentent un microsatellite codant d’au moins 7 répétitions de nucléotides et 22 

d’entre eux ont un rôle potentiel dans l’oncogenèse colorectale. La présence de 

mutation dans le microsatellite codant a été recherchée dans ces 22 gènes ; 9 gènes 

présentent une mutation à l’état homo- ou hétérozygote dans la lignée cellulaire 

HCT116, dont le gène du TGFβR2 déjà défini comme gène cible, permettant de 

valider l’approche du laboratoire. La recherche de mutations de ces 9 gènes dans 44 
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tumeurs colorectales primaires MSI a permis de définir les fréquences de mutation 

de ces gènes dans le but de les considérer ou non comme cibles de l’oncogenèse 

MSI. Comme décrit dans la littérature, des mutations du gène TGFβR2 ont été 

identifiées dans plus de 90% des 44 tumeurs. Quatre gènes jamais décrits comme 

cibles de l’instabilité MSI ont été identifiés dont le gène SMAP1 (Small ArfGAP1) 

muté dans 73% des tumeurs analysées. Cette fréquence de mutations place SMAP1 

dans le groupe de gènes très fréquemment mutés dans les CCR MSI (Figure 5B).  

Ces résultats nous ont motivé à développer le projet d’étude fonctionnelle des 

mutations de SMAP1 dans l’oncogenèse colorectale MSI.  

 

En résumé, l’étude de cas familiaux de cancers a permis la découverte d’un nouveau 

mécanisme moléculaire initiateur de tumeurs, l’instabilité des microsatellites Ce 

phénotype de tumeurs a également été découvert dans des cas sporadiques. Il est 

dû à l’absence d’un système MMR efficace et donc à l’accumulation de mutations 

essentiellement par insertion/délétion dans les séquences microsatellites. Le 

phénotype MSI a été décrit dans les tumeurs de l’endomètre, de l’estomac et dans 

les CCR. La majorité des CCR MSI (72%) n’expriment plus les gènes MLH1 ou 

MSH2, essentiels au système MMR. L’étude des CCR MSI a permis de mettre en 

évidence le caractère particulier de ces tumeurs. En effet, elles représentent un 

groupe à part entière, aussi bien d’un point de vue moléculaire que clinique. Elles 

sont de meilleur pronostic que les tumeurs MSS et répondent différemment aux 

traitements par chimiothérapie. L’étude moléculaire de ces tumeurs a permis de 

mettre en évidence des gènes cibles de la cancérogenèse colorectale MSI mais trop 

peu d’études fonctionnelles sont réalisées afin de comprendre leur implication dans 

la tumorigenèse. Ainsi, la définition des gènes cibles n’est réalisée, pour la plupart 

des gènes, que sur des données de fréquence de mutations selon les deux modèles 
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statistiques de Woerner et Duval. Ces gènes cibles comportent des séquences 

microsatellites mutées par insertion/délétion dans les cellules tumorales dû à 

l’absence d’un système MMR efficient aboutissant à un décalage du cadre de 

lecture. La protéine traduite est tronquée ou absente suite à la dégradation de 

l’ARNm anormal par le système NMD. C’est l’absence de protéine ou l’expression 

d’une protéine tronquée qui est à l’origine du phénomène néoplasique.  

  

 

II. Le gène SMAP1 (Small ArfGAP1) : un nouveau gène cible de 

l’oncogenèse MSI 

 

1. Le gène SMAP1 

Le gène SMAP1 (Small ArfGAP1) est situé sur le chromosome 6q13 et est constitué 

de 11 exons dont un alternatif, l’exon 5 [76]. Il possède un microsatellite de 10 

répétitions adénines (A10) dans l’exon 6 (Figure 6A). Il appartient à la famille des 

ArfGAP (ADP ribosylation factor GTPase Activating Protein) qui comptent à ce jour 

31 gènes regroupés en 10 sous-familles selon une nomenclature consensus définie 

lors d’une conférence internationale regroupant les acteurs principaux de la 

recherche sur ces protéines [6] (Figure 6B). 
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mSMAP1 GAAAAGGAAAAAAAAAAGGACGAGAAAAAG 
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Figure 5 : Les protéines ArfGAP. (A) Structure des domaines fonctionnels et localisation sub-cellulaires 
des protéines SMAP1 et SMAP2. Les alignements de séquences des protéines humaines et murines sont 
également représentés. (B) Structure des domaines fonctionnels de chaque sous-famille de ArfGAP. ALPS : 
ArfGAP1 lipid-packing sensor ; ArfGAP : ADP ribosylation factor GTPase Activating Protein ; ANK : 
Ankirin repeat ; BAR : Bin/Amphiphysin/Rvs ; CALM-BD: CALM binding domain ; CB : Clathrin Box ; 
CC : Coiled-Coil ; FG repeats : plusieurs copies du motif XXFG ; GLD : GTP-binding protein-like domain ; 
PBS : Paxillin Binding Site ; PH :Pleckstrin homology domain ; RA : Ras association motif ; RhoGAP : 
RhoGAP domain ; SAM : Sterile  α-motif ; SH3 :Src homology 3 domain ; SHD : Spa-homology domain. 
D’après Kahn et al., 2008, J Cell Biol [6]. 
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Le gène SMAP1 a été le premier gène identifié de la sous-famille SMAP [77] qui ne 

comprend que deux membres : SMAP1 et SMAP2 [78]. Il code la protéine SMAP1, 

une ArfGAP spécifique de la protéine Arf6 impliquée dans l’hydrolyse du GTP d’Arf6 

et donc dans la régulation de son cycle GDP/GTP (Figure 7), qui sera détaillé plus 

loin dans mon manuscrit.  

 

 

2. La protéine SMAP1 

La protéine SMAP1 est constituée d’un domaine ArfGAP permettant l’hydrolyse du 

GTP d’Arf6 en GDP et d’un domaine de liaison à la clathrine, protéine impliquée 

dans l’endocytose. La protéine SMAP1 serait impliquée dans l’endocytose clathrine-

dépendante de protéines membranaires tels que le récepteur à la transferrine (TfR) 

[77] ou la E-cadhérine [79]. Les protéines SMAP sont les seules de la famille ArfGAP 

à pouvoir lier la chaîne lourde de la clathrine via leur domaine LLGLD (clathrin box, 

CB). Les protéines SMAP1 et SMAP2 partagent 50% d’identité sur toute leur 

longueur et 85% dans leur domaine ArfGAP [78] (Figure 8). À la différence de 

SMAP1, SMAP2 possède en plus des domaines ArfGAP et CB un domaine de 

liaison à la protéine CALM (Clathrin Assembly Lymphoid Myeloid Leukemia) qui 

Arf6  

Arf6  

GEF GAP 
(SMAP1) 

Arf6  

Arf6  

Arf6-GTP 

Arf6-GDP 

Figure 6: Cycle GDP/GTP d’Arf6. GAP : GTPase Activating Protein ; GEF : Guanine 
Exchange Factor. 
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aurait un rôle dans la régulation de la taille des vésicules recouvertes de clathrine [1]. 

SMAP2 est une ArfGAP spécifique d’Arf1 localisée à la membrane des endosomes 

qui a un rôle dans la régulation du transport rétrograde trans-golgien [80]. In vitro, 

SMAP1 et SMAP2 sont toutes deux capables d’hydrolyser le GTP d’Arf1 et d’Arf6 

[78]. Ainsi, la spécificité de chaque protéine décrite in vivo serait due à la seule 

localisation subcellulaire de SMAP1 et de SMAP2. En effet, il a récemment été décrit 

que la région C-terminale de SMAP2 est nécessaire et suffisante à sa localisation 

subcellulaire et à sa spécificité [81].  

  

hSMAP1   MATRSCREKAQKLNEQHQLILSKLLREEDNKYCADCEAKGPRWASWNIGVFICIRCAGIH 
hSMAP2   MTGKSVKD-----VDRYQAVLANLLLEEDNKFCADCQSKGPRWASWNIGVFICIRCAGIH 
 
hSMAP1   RNLGVHISRVKSVNLDQWTAEQIQCMQDMGNTKARLLYEANLPENFRRPQTDQAVEFFIR 
hSMAP2   RNLGVHISRVKSVNLDQWTQEQIQCMQEMGNGKANRLYEAYLPETFRRPQIDPAVEGFIR  
 
hSMAP1   DKYEKKKYYDK----NAIAITNKEKEKKKEEKKREKEPEKPAKPLTAEKLQKKDQQLEPK 
hSMAP2   DKYEKKKYMDRSLDINAFRKEKDDKWKRGSEPVPEKKLEPVVFEKVKMPQKKEDPQLPRK  
 
hSMAP1   KSTSPKKAAEPTVDLLGLDGPAVAPVTNGNTTVPPLNDDLDIFGPMISNPLPATVMPPAQ 
hSMAP2   ---SSPKSTAPVMDLLGLDAPVACSIANSKTS-----NTLEKDLDLLASVPSPSSSGSRK 
 
hSMAP1   GTPSAPAAATLSTVTSGDLDLFTEQTTKSEEVAKKQLSKDSILSLYGTGTIQQQSTPGVF 
hSMAP2   VVGSMPTAGSAGSVPEN-LNLFPEPGSKSEEIGKKQLSKDSILSLYGS-QTPQMPTQAMF 
 
hSMAP1   MGPTNIPFTSQAPAAFQGFPSMGVPVPAAPGLIGNVMGQSPSMMVG-MPMPNGFMGNAQT 
hSMAP2   MAPAQMAYPTAYPSFPGVTPPNSIMGSMMPPPVGMVAQPGASGMVAPMAMPAGYMGGMQA  
 
hSMAP1   GVMPLPQNVVGPQGG--MVGQMGAPQSKFGLPQAQQPQWSLSQMNQQMAGMSISSATPTA 
hSMAP2   SMMGVPNGMMTTQQAGYMAGMAAMPQTVYGVQPAQQLQWNLTQMTQQMAGMNFYGANGMM  
 
hSMAP1   GFGQPSSTTAGWSGSSSGQTLSTQLWK 
hSMAP2   NYGQSMS---GGNGQAANQTLSPQMWK 
 

Figure 7 Alignement des protéines SMAP1 et SMAP2. Les séquences identiques sont surlignées 
en jaune et le domaine ArfGAP est borné par des crochets noirs. 
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3. Les fonctions cellulaires de SMAP1 

Le gène SMAP1 a d’abord été décrit comme étant impliqué dans l’érythropoïèse  [82] 

[83]. En effet, la protéine SMAP1 a été identifiée comme étant une glycoprotéine 

membranaire exprimée par les cellules stromales et étant impliquée dans l’effet 

stimulant de ces cellules sur l’érythropoïèse  [83], d’où la dénomination initiale de ce 

gène, Stromal Membrane-Associated Protein 1. En 2005, le gène SMAP1 a été 

identifié comme étant fusionné avec le gène MLL (Myeloid/Lymphoid Leukemia) chez 

un patient atteint d’une leucémie [84]. Cette translocation n’a été décrite que chez ce 

patient et le rôle de SMAP1 dans l’érythropoïèse n’a pas été confirmé depuis. 

Depuis 2005, le peu de littérature concernant SMAP1 (4 articles de la même équipe) 

porte sur son rôle dans l’endocytose clathrine-dépendante. En effet, une étude a 

montré que l’inhibition de l’expression de SMAP1 par ARN interférence, sa 

surexpression ou l’expression d’un mutant dont l’activité GAP n’est plus 

fonctionnelle, SMAP1(R61Q), aboutit à un défaut d’internalisation clathrine-

dépendante du TfR dans la lignée cellulaire HeLa [77]. La surexpression de SMAP1 

inhibe l’endocytose en empêchant le recrutement du complexe adaptateur AP-2 et 

de la chaine lourde de la clathrine alors que le mutant SMAP1(R61Q) l’inhibe en 

empêchant le seul recrutement de la clathrine. Ainsi, d’après Tanabe et al., l’effet de 

SMAP1 sur l’endocytose clathrine-dépendante n’est pas contrôlée par son activité 

sur Arf6. Or, plusieurs articles de différentes équipes montrent que l’internalisation du 

TfR ne dépend pas d’Arf6 contrairement à son recyclage, cette notion sera discutée 

plus loin [10] [85]. De plus, toute cette étude a été menée en microscopie à 

fluorescence, méthode qualitative qui ne permet pas de quantifier les protéines 

internalisées ou recrutées. De plus, la forme transfectée de SMAP1 correspond à la 

protéine murine qui certes partage 86% d’homologie avec la protéine humaine [76] 

mais qui ne possède pas l’exon 5 alternatif (Gene/NCBI, identifiant gène 60682 pour 
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le gène humain et 983686 pour le gène murin). Cette même équipe a publié en 2008, 

un étude portant sur le rôle de SMAP1 dans l’endocytose clathrine-dépendante de la 

E-cadhérine, protéine majeure des jonctions adhérentes [79]. Dans cette étude, les 

auteurs ont travaillé sur les cellules MDCK (Mardin-Darby Canine Kidney) qui sont un 

modèle de cellules épithéliales polarisées de rein de chien dans lesquelles ils ont 

transfecté l’ADN complémentaire du gène SMAP1 murin, les protéines murine et 

canine partagant 89% d’identité [79]. Dans cet article, les auteurs concluent que la 

surexpression de la protéine SMAP1 inhibe l’internalisation clathrine-dépendante de 

la E-cadhérine au même titre que le TfR. Ainsi, les cellules sur-exprimant SMAP1 

migrent moins que les cellules MDCK parentales. Cette observation vaut également 

pour les cellules exprimant le mutant SMAP1 R61Q dont l’activité GAP est nulle. 

Ainsi, selon cette étude, l’augmentation d’Arf6-GTP résultant de l’expression de 

SMAP1(R61Q) inhibe l’internalisation de la E-cadhérine. Or, dans plusieurs autres 

articles, l’activation d’Arf6 semble être indispensable à l’internalisation de la E-

cadhérine [86]	
   [87] et dans les tumeurs mammaires, il a été démontré que le niveau 

d’activation d’Arf6 corrèle avec l’invasivité des cellules [88]. 

Ainsi, les discordances entre les quelques travaux menés par la même équipe sur la 

protéine SMAP1 et les données de la littérature ne nous permettent pas de conclure 

sur le (ou les) processus cellulaire(s) dans le (ou lesquels) la protéine SMAP1 serait 

impliquée. Son rôle dans l’inactivation d’Arf6 par l’hydrolyse de son GTP en GDP [77] 

permet néanmoins d’émettre des hypothèses sur ces processus cellulaires. En effet, 

la protéine Arf6, petite protéine G de la super-famille Ras, est très étudiée (509 

articles à ce jour) et a été impliquée dans plusieurs mécanismes cellulaires qui 

seront détaillés dans la suite de ce manuscrit.  
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III. La protéine Arf6 : rôles physiopathologiques  

 

1. Les protéines Arf 

La protéine Arf6 fait partie de la famille des protéines Arf (ADP ribosylation factor) et 

de la super-famille des petites protéines G Ras. Les protéines Arf, chez les 

eucaryotes, comptent 6 membres regroupés en 3 classes selon leur identité de 

séquence [89] [90]:  

Classe I : Arf1, Arf2 et Arf3 partagent plus de 96% d’identité, Arf2 étant 

absente chez l’Homme, 

 Classe II : Arf4 et Arf5 partagent 90% d’identité et 81% d’identité avec Arf1 

[91], 

 Classe III : Arf6, la plus divergente des protéines Arf, partage 66 à 70% 

d’identité avec les autres Arf (Tableau 2). 

Classe Nom Localisation membranaire Fonctions cellulaires Références 

I 

Arf1 Golgi et endosomes 

Transport Golgi-RE et intra-Golgi D'Souza-Schorey et al, 2006, Mol Cell Biol 
Structure du Golgi 

Fucini et al, 2000, J Biol Chem                                         
Fucini et al, 2002, Mol Biol Cell Régulation de la liaison de l'actine à 

la membrane du Golgi 

Arf2 Absente chez l'Homme Chun et al, 2008, Mol Biol Cell 

Arf3 Golgi Formation des vésicules à partir du 
Golgi Manolea et al, 2010, Mol Biol Cell 

II 

Arf4 
Compartiment 
intermédiaire entre le RE 
et le Golgi 

Tri de la rhodopsine dans le Golgi Chun et al, 2008, Mol Biol Cell                       
Deretic et al, 2005, PNAS 

Biogenèse des vésicules 
chromogranine A+ à partir du Golgi Sadataka, 2011, FEBS 

Arf5 
Compartiment 
intermédiaire entre le RE 
et le Golgi 

Biogenèse des vésicules 
chromogranine A+ à partir du Golgi 

Chun et al, 2008, Mol Biol Cell                                 
Sadataka, 2011, FEBS J 

III Arf6 Membrane plasmique et 
endosomes 

Recyclage de protéines 
membranaires 

Prigent et al, 2003, J Cell Biol                                       
D'Souza-Schorey et al, 2006, Mol Cell Biol                          
Klein et al, 2006, J Biol Chem                                         
Montagnac et al, 2011, Curr Biol 

Remodelage de l'actine 
Donaldson, 2003, J Biol Chem                                         
D'Souza-Schorey et al, 2006, Mol Cell Biol         
Klein et al, 2006, J Biol Chem 

Cytocinèse 
D'Souza-Schorey et al, 2006, Mol Cell Biol     
Montagnac et al, 2009, Curr Biol                           
Schweitzer et al, 2011, Semin Cell Dev Biol 

Tableau 2: Les classes de protéines Arf 
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Les protéines Arf ont d’abord été décrites et nommées pour leur rôle de cofacteur 

lors de l’ADP-ribosylation de la sous-unité α des protéines Gs catalysée par la toxine 

du choléra [92]. Elles sont aujourd’hui étudiées pour leur rôle dans le trafic 

intracellulaire et la formation des vésicules de transport. Ce sont des protéines 

ubiquitaires, très conservées chez les eucaryotes. Elles sont myristoylées à leur 

extrémité N-terminale qui forme une hélice amphipathique permettant l’ancrage aux 

membranes [13]. Elles passent d’une conformation inactive, quand elles ont liées au 

GDP (Guanine DiPhosphate), à une conformation active, quand elles sont liées au 

GTP (Guanine TriPhosphate). Le cycle GTP-GDP est permis par l’action de 

protéines spécifiques, les GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor) qui change le 

GDP en GTP et les GAP (GTPase Activating Protein) qui hydrolyse le GTP en GDP 

(Figure 7).  

Des rôles spécifiques ont été décrits pour chaque protéine Arf mais de plus en plus 

de publications suggèrent qu’elles n’agiraient pas de manière indépendante [91] [93]. 

En effet, il a été démontré qu’Arf6-GTP permet le recrutement de la protéine GEF 

ARNO qui active à son tour Arf1 dans les endosomes [93]. La protéine Arf1 est 

localisée à la membrane de l’appareil de Golgi par son extrémité N-terminale 

amphiphile et ses interactions avec d’autres protéines de la membrane, considérées 

comme ses récepteurs (p23, p24 et la membrine) [89]. La protéine Arf1 est impliquée 

dans la formation des vésicules de transport à partir de l’appareil de Golgi. Elle 

recrute, une fois activée, les complexes protéiques COPI, protéines de structure 

enveloppant les vésicules de transport.  

 

• Le cycle GTP/GDP 

Contrairement à la plupart des protéines G, les protéines Arf n’ont pas d’activité 

GTPase intrinsèque détectable [94] [95]. Ainsi, les ArfGAP sont indispensables à 
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l’hydrolyse du GTP des protéines Arf et donc à leur inactivation (Figures 6B et 7). 

L’échange du GDP en GTP est catalysé par les protéines GEF. Toutes les ArfGEF 

identifiées à ce jour possèdent un domaine catalytique d’environ 200 acides aminés, 

le domaine Sec7 (Sec7d) [16] qui consiste en 10 hélices α, très conservé entre les 

espèces et suffisant à l’échange du GDP en GTP [96]. Il existe cinq familles de 

GEF classées selon leur structure et leur sensibilité à la brefeldin A (BFA) (Figure 9).  

La BFA est un métabolite fungique qui se lie au domaine catalytique Sec7 des GEF 

aboutissant à la formation d’un complexe abortif Arf-GDP-BFA-Sec7d empêchant le 

déplacement du GDP [97] [90].  
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Sec7 HUS1 DCB HDS2 HDS3 HDS1 

Sec7 HUS1 DCB HDS2 HDS3 HDS1 
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Cytohesine-1 
ARNO/Cytohesine-2 
GRP1/Cytohesine-3 
Cytohesine-4 

EFA6 
EFA6A/PSD 
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EFA6C/PSD2 
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Sec7 
Fbox 
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Figure 8: Les cinq familles des protéines ArfGEF. Structure des domaines fonctionnels des 
protéines ArfGEF. GBF : Golgi BFA-resistance factor ; BIG : BFA-inhibited GEF ; ARNO : 
Arf Nucleotide Binding site Opener ; EFA6 : Exchange Factor for Arf6 ; BRAG : Brefeldin-
resistant ArfGEF ; DCB : Dimerization and Cyclophilin Binding; Sec7 : domaine catalytique ; 
CC : coiled-coil ;  PH : domaine pleckstrin homology ; Pro : région riche en proline ; IQ : site 
de liaison à la calmoduline ; Fbox : domaine impliqué dans l’interaction avec la E3-ubiquitine 
ligase. D’après Casanova, 2007, Traffic [16]. 
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Les protéines Arf1-5 sont solubles lorsqu’elles sont liées au GDP et membranaires 

quand elles sont liées au GTP. Arf6 est la seule protéine qui est stablement ancrée 

aux membranes quelque soit son état d’activation [91]. Des études de 

crystallographie ont permis de mettre en évidence les structures tridimensionnelles 

des protéines Arf1 et Arf6 selon qu’elles soient liées au GDP ou au GTP, plusieurs 

régions interviennent lors de l’activation par les GEF [95]. Liée au GDP, l’hélice N-

terminale bloque la région « interswitch » dans une conformation rétractée qui 

empêche les protéines Arf de se lier aux effecteurs (Figure 10).  

 

Arf1-GDP Arf1-GTP 

Hélice 
amphipathique Switch 1 Switch 2 

Interswitch Myristoyl 

Switch 1 

Switch 1 

Switch 2 
Switch 2 

Interswitch 

Interswitch 

GTP 

GDP 

Hélice  
N-terminale 

Hélice  
N-terminale 

Protéines Arf 

Figure 9: Le cycle GDP/GTP des protéines Arf. La liaison du GTP aboutit au déplacement 
de la région interswitch permettant le rapprochement des régions switch et au déplacement de 
l’hélice N-terminale qui devient apparente et qui peut se lier aux membranes. Les flèches en 
pointillés noirs représentent les mouvements de la région interswitch et de l’hélice N-
terminale dus à la liaison du GTP. D’après Gillingham et Munro, 2007, Annu Rev Cell Dev 
Biol [13]. 
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L’interaction de la région N-terminale avec les membranes via le PIP2 (Phosphatidyl 

Inositol 4,5 Phosphate) est indispensable à la liaison des protéines GEF aux Arf [96]. 

Le changement de conformation des Arf permet aux GEF de se lier aux régions 

« switch » I et II catalysant le changement du GDP en GTP [96]. La liaison du GTP 

accentue le déplacement des régions « switch » I et II permettant la liaison aux 

effecteurs [95]. C’est donc sous leur forme active que les protéines Arf transduisent 

un signal intracellulaire. Les protéines Arf1 et Arf6 ont une structure relativement 

similaire quand elles sont dans leur conformation active. La spécificité de liaison des 

effecteurs semble être due à la seule localisation subcellulaire des protéines Arf [98] 

puisqu’in vitro, plusieurs molécules effectrices sont capables d’interagir avec 

plusieurs Arf [99]. Il a été démontré, dans le cas d’Arf1, que l’échange du GDP en 

GTP permet un meilleur ancrage d’Arf1 à la membrane par le déplacement de 

l’extrémité N-terminale [100] et le recrutement des effecteurs tels que COPI (Coat 

Protein Complex I), complexe protéique de membrane de sept sous-unités [101], AP-

1, AP-3 et AP-4 [102], complexes tétramériques adaptateurs nécessaires au 

recrutement de la clathrine.  Le rôle des protéines Arf a été étudié en utilisant des 

mutants mimant la forme active ou inactive. Or il a été démontré que le cycle 

GDP/GTP est indispensable aux effets biologiques des Arf, notamment d’Arf6 [103] 

[104]. En effet, l’expression du mutant constitutivement actif Arf6(Q67L) ou du mutant 

inactif Arf6(T27N) bloque les effets d’Arf6. Plus récemment, un mutant dont le cycle 

GDP/GTP est plus rapide a été créé, Arf6(T157A) et permet d’étudier plus 

précisément les effets cellulaires d’Arf6. Ainsi, la régulation du cycle GTP/GDP est 

indispensable au bon fonctionnement des mécanismes cellulaires dans lesquels les 

protéines Arf sont impliquées.  

 



	
  
	
  

44	
  

2. La protéine Arf6 

La protéine Arf6 est le membre le plus divergent de la famille des protéines Arf. Elle 

constitue à elle seule la classe III des protéines Arf. Contrairement aux autres 

membres de la famille, la protéine Arf6 est membranaire quelque soit son état 

d’activation. Elle est localisée à la membrane plasmique quand elle est liée au GDP 

et au niveau des endosomes quand elle est activée [85]. Plusieurs rôles ont été 

décrits dans divers mécanismes cellulaires tels que l’endocytose, aussi bien 

clathrine-dépendante qu’indépendante, le remodelage de l’actine, la migration et 

l’invasion cellulaires et la cytocinèse, étape finale de la mitose [89]. SMAP1 étant 

décrit comme ayant un rôle dans l’endocytose clathrine-dépendante (CME, Clathrin 

Mediated Endocytosis) du TfR [77] et de la E-cadhérine  [79], je m’intéresserai plus 

spécifiquement, dans la suite de mon manuscrit, au rôle d’Arf6 dans l’endocytose 

clathrine-dépendante et dans la migration/invasion cellulaire. 

 

2.1. Arf6 et endocytose clathrine-dépendante 

Afin de survivre, la cellule a besoin de capter des éléments de la matrice 

extracellulaire et de renouveler ses protéines et lipides membranaires. Pour ce faire, 

plusieurs voies sont possibles selon la ou les protéine(s) à transporter et le type 

cellulaire: l’endocytose dépendante de protéines de structure telles que la clathrine 

[105] [106] et la cavéoline [107], l’endocytose indépendante de telles protéines de 

structure, la pinocytose, la transcytose ou la phagocytose.  

Parmi les deux voies d’endocytose dépendantes de protéines de structure connues à 

ce jour, l’endocytose clathrine-dépendante est la première à avoir été caractérisée 

par Barbara Pearse en 1975 [105]. En effet, bien que la description des « caveolae » 

(du latin « petites cavernes»), invaginations membranaires en forme de puits, date 
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des années 50 [108], la caractérisation structurelle n’a été décrite que 40 ans plus 

tard par la découverte de la cavéoline [107].  La CME a donc été, pendant de 

nombreuses années, considérée comme voie unique d’internalisation de molécules 

par des puits recouverts de protéines. 

 

2.1.1. Endocytose clathrine-dépendante 

 

Le type d’endocytose le plus étudié et le mieux caractérisé à ce jour est la CME. Ce 

mécanisme d’internalisation de molécules doit son nom à la protéine de structure qui 

recouvre les invaginations membranaires, la clathrine. La formation de ces 

invaginations puis des vésicules est un mécanisme complexe qui met en jeu 

plusieurs protéines à différentes étapes du processus. L’endocytose clathrine-

dépendante se déroule en cinq étapes [1] (Figure 11): 

- la nucléation : formation d’une invagination membranaire appelé le puits 

- la sélection du cargo 

- l’assemblage du manteau de clathrine 

- la scission de la vésicule 

- le retrait du manteau de clathrine. 
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La nucléation : Les protéines FCHo se lient à des 
régions membranaires riches en PIP2 afin 
d’accentuer la courbure de la MP. Elles recrutent 
les protéines Eps15 et Intersectin qui recrutent à 
leur tour le complexe AP2. La formation du CCP 
est initiée. 

La sélection des cargos : Le complexe AP2 se lie 
à des séquences peptidiques spécifiques de 
récepteurs membranaires et recrute d’autres 
protéines adaptatrices reconnaissant d’autres 
cargos. Les protéines de la nucléation sont 
expulsées au bord du CCP. 

L’assemblage du manteau de clathrine: Les 
triskélia de clathrine sont recrutés par les 
complexes AP2 et se polymérisent en un manteau 
de clathrine qui stabilise la courbure de la MP. Les 
protéines à domaine BAR et la dynamine 
commencent à entrer en action. 

La scission de la vésicule: Les dimères de 
dynamine sont recrutés par les protéines à domaine 
BAR. L’hydrolyse du GTP permet le glissement 
des molécules de dynamine les uns sur les autres 
aboutissant à la constriction du cou de la CCV. La 
scission est achevée par l’action des myosines VI 
et 1E sur les filaments d’actine. 

Le désassemblage du manteau de clathrine: 
L’auxilin/GAK se lie aux régions N-terminales de 
la clathrine et recrute l’ATPase Hsc70 qui initie le 
désassemblage du manteau de clathrine. L’activité 
phosphatase de la synaptojanin sur le PIP3 et le 
PIP2 déstabilise les liaisons des protéines 
adaptatrices à la MP. 
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Figure 10: L’endocytose clathrine-dépendante. D’après McMahon, 2011, Nat Rev Mol Cell Biol  [1]. 
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• La nucléation 

La première étape de la CME est la nucléation. Elle consiste en la mise en place de 

plusieurs types de protéines adaptatrices qui permettront le recrutement de la 

clathrine (Figure 11). La nucléation permet la formation de puits recouverts de 

clathrine (CCP, Clathrin Coated Pits). Ce processus serait aléatoire [109] et la 

stabilisation des CCP se ferait par le recrutement des protéines adaptatrices. Ce 

recrutement est permis par différents changements moléculaires localisés : la 

composition lipidique de la membrane plasmique (MP), les modifications 

conformationnelles ou post-traductionnelles des récepteurs membranaires activés 

par leur ligand [110].  

Le changement conformationnel des récepteurs activés permet le démasquage de  

séquences peptidiques reconnues par les protéines adaptatrices (Table 3) [8] [110]. 

Ces protéines sont de deux types [110]:  

- la protéine hétéro-tétramérique, AP2 (Adaptor Protein), constituée de deux 

grandes sous-unités α et β2, d’une sous-unité moyenne µ2 et enfin d’une 

petite sous-unité σ2 ; 

- les protéines dites monomériques, ARH (Autosomal Recessive 

Hypercholesterolemia protein), Dab2 (Disabeled 2), β-arrestine, numb, 

epsine, Eps15 (EGFR Pathway Substrate 15) et CALM (Clathrin Assembly 

Lymphoid Myeloid Leukemia).  

Il a récemment été démontré [111] que la nucléation dépend d’un complexe 

protéique mettant en jeu, en plus des protéines adaptatrices, une famille de protéines 

à domaine F-BAR (FCH-Bin/Amphiphysin/Rvs), FCHo 1/2 (Fer/Cip4 Homology 

domain only protein). Les protéines FCHo sont ubiquitaires et localisées aux CCP, 

dans les régions enrichies en phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (PIP2) auquel 
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elles se lient. Elles seraient indispensables à la formation des CCP, puisque leur 

inhibition par siARN diminuent de manière drastique le nombre de CCP à la MP et 

l’endocytose du TfR [111]. Les protéines FCHo possèdent un homodimère de 

domaine F-BAR permettant d’accentuer la courbure de la MP au niveau des CCP 

aussi faible soit elle [111]. Les protéines FCHo permettent le recrutement des 

protéines adaptatrices Eps15 et intersectin 1/2 aux CCP qui elles-mêmes permettent 

le recrutement du complexe AP2 et de la clathrine [111].  

 

• La sélection des cargos 

Cette étape met en jeu les protéines adaptatrices présentes au moment de la 

nucléation, ainsi ces deux étapes ne sont pas complètement dissociables (Figure 

11). La liaison du ligand à son récepteur aboutit à un changement conformationnel 

au niveau de la queue cytoplasmique. Les protéines adaptatrices peuvent ainsi 

reconnaître et se lier aux séquences peptidiques démasquées ou aux polyubiquitines 

dans le cas du récepteur de l’EGF (Epidermal Growth Factor) [112]. Les protéines 

Eps15 et epsin sont capables de reconnaître les cargos ubiquitinylés par leurs motifs 

d’interaction à l’ubiquitine (UIM). Ces protéines adaptatrices sont capables de trier 

les cargos vers une endocytose clathrine-indépendante ou une CME selon qu’ils sont 

mono- ou polyubiquitinylés respectivement [113] [112]. Eps15 interagit également 

avec des protéines de tri plus tardif, comme Hrs et les protéines ESCRT [114]. La 

liaison de l’epsin à la MP permet, via son domaine ENTH (Epsin N-Terminal 

Homology), d’augmenter la courbure du CCP [1]. 

Dans le cas des protéines membranaires non ubiquitinylées, le message 

d’internalisation est intrinsèque à la protéine. Le complexe AP2, dans sa 

conformation active, reconnaît des séquences peptidiques consensus (Table 3). En 

effet, il a été démontré que la liaison d’AP2 aux cargos dépend de la phosphorylation 
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de la thréonine 156 de la sous-unité µ2 [115] [116]. Cette phosphorylation est 

réalisée par la kinase AAK1 (α-adaptin-Associated Kinase 1) [117] et permet le 

changement de conformation de la sous-unité µ2, rendant accessible le domaine de 

liaison aux cargos et augmentant l’affinité d’AP2 pour le PIP2 [114]. La kinase AAK1 

est localisée dans les CCP et son activité est stimulée par la clathrine [8] permettant 

l’enrichissement des CCP en cargos. Le complexe AP2/cargo active la PIP5 kinase 

(PIP5K) [118] qui permet la phosphorylation du phosphatidylinositol-4-phosphate 

(PIP) en PIP2. De plus, Arf6-GTP active la PIP5K et la phospholipase D produisant 

de l’acide phosphatidique qui à son tour joue le rôle de cofacteur dans l’activation de 

la PIP5K [89]. Ainsi, la quantité de PIP2 augmente localement et permet la 

croissance du CCP. 

 

 

Tableau 3: Les principales protéines adaptatrices qui ont un rôle dans la sélection des 
cargos. X : acide aminé quelconque ; Φ : résidu hydrophobe volumineux. AP2 : Adaptor 
Protein 2 ; ARH : Autosomal Recessive Hypercholesterolemia ; Dab2 : Disabeled 2 ; Eps15 : 
EGFR Pathway Substrate 15 ; RTK : Récepteur Tyrosine Kinase ; LDLR : Récepteur aux 
Low-Density-Lipoprotein ; RCPG ; Récepteur Couplé aux Protéines G ; Ub : Ubiquitine 

 

• L’assemblage du manteau de clathrine 

Une fois les cargos sélectionnés, le manteau de clathrine peut être assemblé (Figure 

11). La forte concentration locale de complexes AP2, notamment via la protéine 

Eps15 capable de lier plusieurs complexes AP2 à la fois, permet le recrutement et la 

polymérisation de la clathrine. La liaison d’AP2 à la clathrine déplace Eps15 qui se 

retrouve expulsé au bord de la vésicule en formation, où elle pourra recruter de 

Protéine 
adaptatrice AP2 ARH Dab2 β-arrestin Numb Epsin Eps15 

Cargo 
sélectionné RTK LDLR Megalin 

et LDLR RCPG Notch Récepteurs 
mono-Ub 

Récepteurs 
poly-Ub 

Séquence 
reconnue 

YXXΦ ou                      
[D/E]XXXL[L/I] FXNPXY FXNPXY Phosphorylation NPXY Ubiquitine Ubiquitine 
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nouvelles molécules AP2, permettant ainsi la croissance de la vésicule recouverte de 

clathrine (CCV, Clathrin-Coated Vesicle) [114]. Le manteau de clathrine permet la 

stabilisation de la courbure de la MP mais n’en est pas à l’origine [1]. 

La clathrine est la première protéine de structure de l’endocytose identifiée [105], et a 

fait l’objet de nombreuses recherches (6196 articles référencés sur PubMed à ce 

jour). La clathrine forme autour de la vésicule à internaliser une structure 

tridimensionnelle en forme de panier, le « manteau de clathrine » (Figure 12C). Ce 

dernier est constitué de plusieurs triskélia de clathrine chacun formé de trois chaînes 

lourdes (CHC, ≈190kDa) (Figure 12A) et de trois chaines légères (CLC, ≈25kDa) 

[119] [120] [121] (Figure 12B).  

 

La trimérisation des CHC a lieu au niveau de la partie C-terminale de chaque 

monomère. Les triskélia de clathrine s’assemblent en « panier » de manière 

Distale 

Proximale 

N-terminale 

Chaîne  
lourde 

Chaîne légère 

B 

C A 1152!
807!

324!

1597!
1675!

Figure 11: Représentation shématique 
de la clathrine. A. Monomère de chaîne 
lourde B. Un triskélion de clathrine 
formé de 3 chaînes lourdes et de 3 
chaînes légères. C. Panier de clathrine 
avec un triskélion en bleu. D’après 
Edeling et al., 2006, Nature  Review [8]. 
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spontanée en présence de calcium et de magnésium à un pH compris entre 6 et 6,5 

in vitro [119]. La taille et la forme des paniers varient selon le type cellulaire [106]. 

L’amélioration des techniques de microscopie éléctronique a permis de visualiser les 

paniers de clathrine avec une résolution de plus en plus importante (Figure 13A). 

Ainsi, à ce jour, il est possible de visualiser la structure exacte d’un panier de 

clathrine (Figure 13) [8]. Les CLC se retrouvent sur la face externe du panier (Figure 

13B) alors que les régions N-terminales des CHC se retrouvent sur la face interne 

(Figure 13C) où elles interagissent avec le domaine « clathrin-box » de protéines 

liées directement ou indirectement à la membrane plasmique. C’est le cas de 

l’auxillin, protéine nécessaire au retrait du « manteau de clathrine » [8]. Le rôle de la 

CLC est très peu connu, sa position externe lui permettrait d’interagir avec des 

protéines cytosoliques [122].   

Figure 13: Structure tridimensionnelle d’un panier de clathrine. A. Évolution des 
techniques de microscopie électronique et amélioration de la résolution. B. Reconstruction 
tridimensionnelle d’un panier de clathrine. En bleu, les chaînes lourdes et en jaune, les 
chaînes légères. C. Reconstruction tridimensionnelle d’un panier de clathrine. En bleu, les 
chaînes lourdes et en rouge les régions N-terminales. D’après Edeling et al., 2006, Nature 
Review [8]. 
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• La scission de la CCV  

Le mécanisme de scission de la CCV n’est pas très bien connu à ce jour. Une fois la 

CCV formée, des protéines contenant des domaines BAR, permettant la courbure de 

la MP, liées à la MP depuis la formation du CCP entrent en action (Figure 11). C’est 

le cas de l’amphiphysin, de la SNX9 (Sorting Nexin 9), et de l’endophilin. Ces trois 

protéines ont un domaine SH3 capable de lier la dynamine, petite protéine G 

impliquée dans la scission des vésicules aussi bien dans la CME que dans d’autres 

mécanismes d’endocytose. Les protéines  à domaine BAR sont recrutées par AP2 et 

la clathrine au bord du CCP, endroit de forte courbure, dès l’étape de nucléation 

mais ne sont pas actives, car elles s’auto-inhibent. L’amphiphysin est capable de lier 

la clathrine, via son domaine N-terminal, et la dynamine, par l’intermédiaire de son 

domaine SH3 C-terminal, mais ces interactions sont mutuellement exclusives [123]. 

Ainsi, au moment de la nucléation, l’amphiphysin recrutée par AP2 et la clathrine ne 

peut pas lier la dynamine. À la fin du processus d’internalisation, une fois la 

membrane suffisamment courbée par l’amphiphysin, les dimères de dynamine sont 

recrutés par l’amphiphysin et déplacent la clathrine [123] [114]. Une fois la dynamine 

recrutée, l’hydrolyse de son GTP permet un glissement des dimères les uns sur les 

autres aboutissant à la constriction du cou de la CCV et à la libération de la CCV 

dans le cytoplasme [124]. Cette dernière étape est controversée. En effet, d’autres 

études ont montré que la seule constriction du cou de la CCV n’est pas suffisante à 

la scission [125], suggérant l’existence d’autres forces. Il a récemment été publié que 

les myosines VI [126] et 1E [127] seraient impliquées dans la CME et produiraient les 

forces nécessaires à la scission [110]. 
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• Le désassemblage du manteau de clathrine 

Une fois la CCV détachée de la MP, le manteau de clathrine doit être retiré, ainsi 

l’endosome peut fusionner avec le compartiment cible (Figure 11). Après la scission 

de la CCV, le manteau de clathrine est discontinu, puisqu’à l’endroit du cou de la 

CCV, l’assemblage n’a pas pu avoir lieu [1]. C’est à cet endroit que le 

désassemblage serait initié [1]. Après la scission, l’endophilin recrute la synaptojanin, 

une phosphoinositide phosphatase qui convertit le PIP3 en PIP2 et le PIP2 en 

PI(4)P. Ainsi, la concentration de PIP2 à la membrane de l’endosome diminue, 

perturbant ainsi les liaisons des protéines adaptatrices telle que le complexe AP2. Ce 

changement lipidique à la membrane de l’endosome permet également le 

recrutement de protéines du désassemblage : auxilin/GAK. L’auxillin, protéine 

spécifique du tissu nerveux, et la protéine GAK (cyclin G-Associated Kinase), 

protéine ubiquitaire, sont des protéines homologues [114]. Elles sont capables de lier 

le PI(4)P de la membrane par leur domaine PTEN-like (Phosphatase and Tensin 

homolog) et la région N-terminale de la clathrine par leur « clathrin box » [128]. 

Auxilin/GAK recrutent, en présence d’ATP, la protéine chaperonne et ATPase Hsc70 

(Heat Shock Cognate 70), dont elles sont les co-facteurs [129] [130]. Une fois le 

complexe auxilin (GAK)/Hsc70 formé, le désassemblage du manteau de clathrine 

peut être achevé par la rupture des interactions clathrine-clathrine.  

 

2.1.2. Le recyclage des récepteurs membranaires 

	
  
L’endocytose couple l’internalisation et le recyclage des protéines et des lipides 

membranaires. En effet, avant même le Grenelle de l’environnement, la cellule a mis 

en place des mécanismes de recyclage des protéines membranaires qui permettent 

d’économiser l’énergie nécessaire à la transcription et à la traduction. Ces 
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mécanismes de recyclage sont essentiels à la cellule et entrent en jeu dans divers 

processus cellulaires comme l’invasion, la morphogenèse ou encore la cytocinèse 

[10]. Les compartiments cellulaires du recyclage sont en partie communs aux cargos 

internalisés de manière clathrine-dépendante ou –indépendante. Le recyclage à la 

MP peut être dissocié en deux voies : le recyclage rapide et le recyclage lent. Ces 

deux voies de recyclage n’engagent pas les mêmes acteurs moléculaires ni les 

mêmes compartiments intracellulaires (Figure 14).  

	
  
	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  

• Le recyclage rapide 

Endosome de tri 

Endosome 
de 

recyclage 

Compartiment 
de l’endosome 
de recyclage 

Endosome 
tardif 

Dégradation 

Rab4 
Rab35 

Arf6 

Rab11-Rab4 

Rab11 
Arf6 

Membrane 
Plasmique 

Figure 14: Le recyclage des protéines membranaires internalisées par la voie clathrine-
dépendante. Les flèches vertes représentent l’internalisation clathrine-dépendante ; les 
flèches rouges représentent le recyclage rapide ; les flèches bleues représentent le recyclage 
lent ; les flèches grises représentent les voies de dégradation. D’après Grant, 2009, Nat Rev 
Mol Cell Biol [10]. 
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Le recyclage dit « rapide » est mesurable au bout de quelques minutes après le 

début de l’internalisation. Les premières études réalisées portaient surtout sur le TfR 

dont la phase rapide de recyclage a lieu dès cinq minutes [131]. L’endosome, une 

fois libéré de son manteau de clathrine, fusionne avec d’autres endosomes puis avec 

l’endosome de tri [132]. Cette organelle est souvent englobée avec l’endosome de 

recyclage dans le terme « endosome précoce » [132] [133]; ainsi dans la suite de 

mon manuscrit, je ferai la distinction entre ces deux organelles et ne citerai pas 

l’endosome précoce. L’endosome de tri est la première organelle à recevoir les 

cargos internalisés à partir de la MP [133] (Figure 14). Comme son nom l’indique, 

l’endosome de tri est impliqué dans le tri des cargos qu’il reçoit. Trois destinations 

sont possibles : la MP, le compartiment de l’endosome de recyclage (ERC, 

endosomal recycling compartment) ou l’endosome tardif [132]. Contrairement au tri 

qui a lieu lors de l’internalisation qui est dépendant de signaux (séquences 

peptidiques ou modifications post-traductionnelles), le tri réalisé par l’endosome 

dépend de sa géométrie [134] [132]. En effet, l’endosome de tri est un organite qui 

forme plusieurs tubules dans lesquels se retrouvent concentrés les récepteurs 

membranaires débarrassés de leur ligand par le pH acide de l’endosome de tri 

(pH≈6) [133]. Cet enrichissement en protéines membranaires dans les tubules de 

l’endosome de tri est dû à un ratio {surface membranaire/volume} plus important que 

dans la partie vésiculaire de l’organelle [132 , 133]. Ainsi, les protéines 

membranaires sont par défaut recyclées à la MP alors que le tri vers l’endosome 

tardif est dépendant de la présence d’un signal de localisation [132]. L’endosome de 

tri est une organelle qui mature en endosome tardif [134]. Il ne reçoit d’endosomes 

que pendant quelques minutes, après lesquelles son pH s’acidifie, passant de  ≈ 6 à 

≈ 5,5, empêchant la fusion de nouvelles vésicules. Cette étape serait le début de la 

maturation mais ce mécanisme reste encore peu connu à ce jour [132]. 
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D’un point de vue moléculaire, la fusion des endosomes avec l’endosome de tri est 

un processus qui met en jeu plusieurs types de protéines. La régulation de la fusion 

est réalisée par des protéines de la famille Rab, petites protéines G impliquées dans 

de nombreux processus cellulaires. Au niveau de l’endosome de tri est localisée 

l’isoforme Rab5 [135] qui est impliquée dans la régulation de l’entrée des protéines 

cargos dans l’endosome de tri, dans la formation de PI(3)P, phosphoinositide enrichi 

dans l’endosome de tri, et dans la mobilité de cette organelle le long des 

microtubules et des filaments d’actine [133]. Comme toute protéine G, la protéine 

Rab5 cycle entre sa forme active, liée au GTP, et sa forme inactive, liée au GDP. 

C’est une fois active que la protéine Rab5 est localisée à la membrane des 

endosomes de tri et peut recruter ces effecteurs [133]. L’un des premiers effecteurs 

recrutés est la PI(3)P-kinase qui génère le PI(3)P à la membrane de l’endosome de 

tri et facilite ainsi le recrutement d’autres protéines qui se lient simultanément à Rab5 

et au PI(3)P [136]. C’est le cas de la protéine EEA-1 (Early Endosomal Antigen-1) 

dont la liaison à Rab5 et au PI(3)P est essentielle à la fusion homotypique de 

l’endosome de tri, c’est-à-dire la fusion entre plusieurs endosomes de tri [137]. Cette 

fonction de la protéine EEA-1 est due à sa capacité à lier directement les protéines t-

SNARE (target-SNAP Receptor), syntaxine 6 et 13 [138, 139] et ainsi à les recruter à 

la membrane. 

La protéine Rab5 n’est pas la seule protéine de la famille Rab à être localisée à la 

membrane de l’endosome de tri, c’est également le cas de la protéine Rab4 [140] ou 

encore de la protéine Rab35 [141]. Rab4 est impliquée dans la régulation de la sortie 

des protéines triées vers la MP ou vers l’endosome de recyclage [133]. Quant à 

Rab35, elle a été décrite comme impliquée dans le recyclage rapide du TfR [141]. 

En plus des protéines de la famille Rab, d’autres petites protéines G sont impliquées 

dans le recyclage rapide, c’est le cas des protéines de la famille Arf et plus 
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précisément Arf6. En effet, il a été démontré qu’Arf6 est impliquée dans le recyclage 

rapide du TfR et que l’hydrolyse du GTP d’Arf6 est nécessaire à ce recyclage [85]. 

Le mécanisme moléculaire permettant cet effet serait lié à la capacité d’Arf6 

d’interagir indirectement avec des protéines motrices spécifiques des microtubules 

(MT). En effet, deux nouveaux effecteurs d’Arf6-GTP ont récemment été identifiés : 

JIP3 et JIP4 (c-Jun N-terminal-kinase Interacting Protein) [3]. Ces protéines ont été 

décrites comme ayant un rôle dans la cascade JNK/MAPK (Mitogen-Activated 

Protein Kinases) [142] mais également comme ayant la capacité de lier les protéines 

motrices des MT : la kinésine 1, via sa chaîne légère, et le complexe dynactine, via 

ses sous-unités p150glued et p50 [3]. JIP4 et JIP3 sont des protéines homologues 

respectivement ubiquitaire et neuronale. L’interaction avec Arf6-GTP se fait par l’un 

de leurs deux domaines de type « leucine-zipper » (LZ II) et est spécifique de la 

forme active d’Arf6, les protéines JIP3/4 étant incapables d’interagir avec Arf1 et Arf5 

quelque soit leur état d’activation [3]. Le domaine LZ II est également celui par lequel 

JIP3/4 interagit avec la chaîne légère de la kinésine 1 [143], les interactions étant 

mutuellement exclusives. Ainsi, le complexe Arf6-GTP/JIP4 empêche la liaison de 

JIP4 à la kinésine 1 et permet celle du complexe dynactine, via ses sous-unités 

p150glued et p50. Ainsi, quand Arf6 est activé, la vésicule cargo se dirige vers 

l’extrémité négative des MT, c’est-à-dire au centre de la cellule. Une fois le GTP 

d’Arf6 hydrolysé par une GAP spécifique, la liaison d’Arf6 avec JIP4 est rompue et 

JIP4 est libre d’interagir avec la kinésine 1 permettant le déplacement de la vésicule 

cargo vers l’extrémité positive des MT, c’est-à-dire vers la périphérie, permettant 

ainsi le recyclage de la vésicule à la MP [3] (Figure 15). 

 

• Le recyclage lent 



	
  
	
  

58	
  

Cette étape du recyclage des protéines membranaires est observée 15 à 30 minutes 

après le début de l’internalisation dans le cas du TfR [131]. Ce « retard » par rapport 

au recyclage rapide est dû au fait que les protéines, plutôt que de recycler 

directement à partir de l’endosome de tri, passent par un autre compartiment 

intracellulaire, l’endosome de recyclage (ERC) (Figure 14). Cette organelle résulterait 

de la maturation de l’endosome de tri qui donnerait d’une part un compartiment multi-

vésiculaire, le multivesicular body (MVB), généré à partir de la partie principale de 

l’endosome de tri, et d’autre part l’ERC, généré à partir les tubules de l’endosome de 

tri [132]. L’ERC est un organite complexe formé de plusieurs tubules maintenus par 

le réseau de MT plus ou moins proche du centromère selon le type cellulaire [132] 

[10]. Lors de sa maturation, l’endosome de tri perd l’expression de Rab5, se met à 

exprimer Rab11, autre membre de la famille Rab spécifique de l’ERC, et continue 

d’exprimer Rab4  [144]. Les effecteurs de Rab11, définis comme les Rab11FIP 

(Rab11-Family Interacting Protein), jouent un rôle important dans le positionnement 

de l’ERC dans la cellule, c’est le cas de la protéine Rab11FIP3 qui interagit à la fois 

avec Rab11 et Arf6 [10]. Les protéines Rab11 et Rab4 doivent être activées pour 

permettre le recyclage à la MP du TfR [145].  

Le rôle d’Arf6 dans le recyclage lent est en partie dû à sa capacité à activer la 

phospholipase D (PLD), présente au niveau de l’ERC, qui génère l’acide 

phosphatidique (PA) et le diacylglycérol (DG) à partir de la phosphatidylcholine. Le 

PA serait impliqué dans la formation des vésicules de recyclage alors que le DG 

serait impliqué dans la fusion des vésicules avec la MP [10]. De plus, la régulation de 

la polymérisation de l’actine et du mouvement des vésicules cargos le long des MT 

confèrent à Arf6 un rôle prédominant dans le déplacement des vésicules de 

recyclage de l’ERC à la MP [10] [3] (Figure 15). Le recyclage du TfR à la MP est 

également régulé par une Arf6-GAP, ACAP1, qui est capable de reconnaître une 
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séquence peptidique de la partie cytoplasmique du TfR et ainsi permettre son 

recyclage [146]. Les mutations de cette séquence retardent le recyclage du 

récepteur mais ne l’abolissent pas, suggérant l’existence d’autres mécanismes [146]. 

 

• Recyclage et cytocinèse 

Au cours des premières étapes de la mitose (prophase-métaphase), la surface 

membranaire de la cellule en division diminue, ceci étant la conséquence du blocage 

du recyclage des vésicules à la MP pendant que l’internalisation continue [147]. À 

partir de l’anaphase et ce jusqu’à la télophase, les deux cellules filles croissent et 

encore plus pendant la dernière étape de la mitose, la cytocinèse [147]. Cette étape 

s’achève par la séparation des deux cellules filles au moment de l’abscission. Dans 

son souci de parcimonie, la cellule a mis en place des mécanismes moléculaires lui 

permettant d’économiser la production de membranes. 

La CME est indispensable à la cytocinèse [148]. La CME a lieu aux pôles de la 

cellule tout au long de mitose [147], les vésicules sont transportées le long du fuseau 

mitotique jusqu’au pont intercellulaire (midbody), région centrale de la cellule en 

division, où le recyclage a lieu [148]. La reprise du recyclage des vésicules issues de 

l’ERC est indispensable à la cytocinèse et requiert les protéines Rab11 et Arf6 [149] 

[9]. La protéine Rab11-FIP3, qui interagit à la fois avec Rab11 et Arf6 formant ainsi 

un complexe ternaire, est indispensable à l’étape d’abscission puisque son inhibition 

bloque la séparation des deux cellules filles [149]. L’expression d’un mutant 

constitutivement actif d’Arf6, Arf6(Q67L), inhibe l’étape d’abscission aboutissant à 

des cellules binuclées [148]. Cette observation pourrait s’expliquer par l’effet d’Arf6 

sur le déplacement des vésicules cargos le long des microtubules. En effet, 

l’interaction d’Arf6-GTP avec la protéine JIP4 favorise la liaison de cette dernière au 

complexe dynactine déplaçant les vésicules vers le centre de la cellule le long des 
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MT donc à l’encontre du recyclage à la MP [3]. Cependant, au moment de la 

cytocinèse, un pic furtif d’Arf6-GTP est détecté [150]. Cette augmentation d’Arf6-GTP 

localisée au pont intercellulaire est nécessaire à la fusion des vésicules de recyclage 

puisqu’Arf6-GTP est capable de lier la sous-unité Sec10 de l’exocyste, complexe 

octamérique impliqué dans l’accrochage des vésicules à la MP [151] (Figure 15). 

Cette interaction est renforcée par la liaison de Rab11 à la sous-unité Sec15 de 

l’exocyste [152].  

Les vésicules issues de l’ERC ne sont pas les seules vésicules impliquées dans la 

cytocinèse. En effet, des vésicules issues de l’endosome de tri ou encore de 

l’appareil de Golgi sont nécessaires à la cytocinèse [10]. Les vésicules issues de 

l’endosome de tri sont Rab35-positives [141]. Cet autre membre de la famille des 

petites protéines G Rab est essentiel à l’étape d’abscission. Étant issues de 

l’endosome de tri, les vésicules Rab35-positives sont enrichies en PIP2, 

phosphoinositide nécessaire à la séparation des deux cellules filles par le 

recrutement d’autres protéines au niveau du pont intercellulaire [141]. 

L’enrichissement en PIP2 peut également s’expliquer par la présence du pic furtif 

d’Arf6-GTP au pont intercellulaire, Arf6-GTP activant la PIP5-kinase aboutissant à la 

production de PIP2 [89].  
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En résumé, le bon fonctionnement du cycle GDP/GTP d’Arf6 est nécessaire au 

recyclage des vésicules membranaires. Son interaction avec les protéines JIP3/4 est 

indispensable à ses effets sur les différentes voies de recyclage. Selon la protéine 

Rab avec laquelle Arf6 est associée et selon la phase dans laquelle se trouve la 

cellule (interphase ou mitose), Arf6 sera impliquée dans le recyclage rapide (Rab4, 

Rab5 en interphase), dans le recyclage lent (Rab4, Rab11 en interphase) ou dans la 

cytocinèse (Rab11 en mitose). Son implication dans le métabolisme des lipides, 

notamment des phosphoinositides, lui permet de recruter directement ou 

indirectement les effecteurs nécessaires au recyclage. Une fois les vésicules 
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Figure 15: Trafic vésiculaire au pont intercellulaire lors de la cytocinèse. D’après 
Montagnac et al., 2009, Curr Biol [3] et Montagnac et al., 2008, Curr Opin Cell Biol [9]. 
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transportées à la MP, la liaison d’Arf6 à l’exocyste est indispensable à la fusion des 

membranes. 

 

2.2. Rôle d’Arf6 dans la migration et l’invasion cellulaires 

 

Aussi bien lors de processus physiologiques (développement, cicatrisation) que 

pathologiques (cancers), les cellules épithéliales sont amenées à migrer et à envahir 

d’autres tissus. Pour cela, les cellules réalisent la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) qui consiste en la perte des jonctions adhérentes et de la 

polarité cellulaire et l’acquisition d’un pouvoir migratoire et invasif [153]. La TEM est 

essentielle au développement et à la différenciation tissulaire et est un processus 

réversible. En effet, une fois les cellules arrivées dans leur niche, elles réalisent la 

transition mésenchymato-épithéliale (TME) afin de s’implanter [153]. Ce processus 

indispensable à la vie peut être détourné de sa fonction première et être à l’origine 

du développement de métastases à partir des tumeurs primaires [153]. 

Les mécanismes moléculaires à l’origine de la TEM pathologique sont nombreux et 

complexes. Dans la suite de mon manuscrit, je développerai les processus 

moléculaires qui impliquent la protéine Arf6. 

De par ses rôles dans divers mécanismes cellulaires, la protéine Arf6 est un acteur 

important de la migration et de l’invasion cellulaires. Elle est suractivée dans les 

cancers du sein [88], les gliomes [154] et les mélanomes [155] et augmentent le 

pouvoir invasif et métastatique de ces tumeurs.  

Comme décrit précédemment, la protéine Arf6 est impliquée dans le recyclage de 

protéines membranaires (Figures 14 et 15) parmi lesquelles la E-cadhérine, protéine 

impliquée dans les interactions cellule-cellule par les jonctions adhérentes [156] et 
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l’intégrine β1, protéine impliquée dans les interactions cellule-matrice extracellulaire 

[157]. Ces deux protéines ont un rôle dans l’acquisition du phénotype invasif des 

cellules tumorales. 

 

2.2.1. L’endocytose de la E-cadhérine  

	
  
Les cellules épithéliales sont maintenues cohésives par la présence de différents 

types de jonctions intercellulaires dont les jonctions adhérentes. Ces jonctions ont 

pour composant principal la E-cadhérine, protéine membranaire qui fait des liaisons 

homophiliques Ca2+-dépendantes avec les protéines des cellules adjacentes. Les 

jonctions adhérentes sont composées de plusieurs autres protéines du côté 

cytoplasmique telles que la β-caténine qui interagit directement avec la E-cadhérine, 

l’α-caténine qui interagit avec la β-caténine et le réseau d’actine sous-membranaire 

[5],	
   la p120-caténine qui interagit avec la E-cadhérine pour stabiliser les jonctions 

[14] et régulerait l’activité des protéines Rho impliquée dans la polymérisation de 

l’actine [158] (Figure 16).  
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Lors de la TEM, les jonctions adhérentes sont désassemblées, la E-cadhérine est 

internalisée, dégradée par le protéasome et réprimée au niveau transcriptionnel 

notamment par SNAIL [159] et SLUG [160]. En effet, la β-caténine est transférée au 

noyau où elle régule la transcription de gènes impliqués dans l’invasion notamment 

les facteurs de répression SNAIL et SLUG [161]. Il a récemment été démontré 

qu’Arf6 est impliquée dans le recyclage de la E- cadhérine à la MP mais également 

dans la régulation de sa dégradation par le protéasome [162] (Figure 17). En effet, 

Arf6-GTP interagit avec la protéine arfaptine-2 qui inhibe le protéasome 26S [163].  
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Figure 16: Les jonctions adhérentes. Deux cellules épithéliales adjacentes se contactent via leurs 
protéines E-cadhérines qui forment des liaisons homotypiques Ca2+-dépendantes. La β-caténine se lie à 
la queue cytosolique de la E-cadhérine et à l’α-caténine qui fait le lien entre la E-cadhérine et les 
filaments d’actine. La protéine IQGAP1 interagit avec la β-caténine et la protéine Rac1 qui permet la 
polymérisation des filaments d’actine. Le branchage du réseau d’actine est permis par les protéines 
Arp2/3 et sa stabilisation est assurée par l’α-actinine. D’après Conacci-Sorell et al., 2002, J Clin Invest 
[5] ; Bryant et al., 2004, Trends Cell Biol [14] ; Izumi et al., 2004, J Cell Biol [15]. 
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Figure 17: Endocytose clathrine-dépendante de la E-cadhérine lors de la transition 
éphitélio-mésenchymateuse. L’internalisation de la E-cadhérine est contrôlée par Arf6 et 
SMAP1. La E-cadhérine mono-ubiquitinylée (Ub) est adressée au lysosome et au protéasome 
via Arf6 pour dégradation. La E-cadhérine non Ub est recyclée à la MP. La β-caténine est 
transloquée au noyau où elle interagit avec TCF4 (T Cell Factor) pour activer la transcription 
de gènes impliqués dans la TEM. D’après D’Souza-Schorey, 2005, Trends Cell Biol [164] et 
Figueiredo et al., 2011, PLoS One [162]. 

 

 

Les signaux d’internalisation de la E-cadhérine sont la phosphorylation [165] et 

l’ubiquitination (Ub) [166] (Figure 17). La phosphorylation de la E-cadhérine et des 

caténines notamment la β-caténine est contrôlée par les protéines tyrosine kinase de 

la famille Src et par d’autres récepteurs tyrosine kinase tels que l’EGFR (Epidermal 

Growth Factor Receptor) [165]. La phosphorylation de la E-cadhérine (E-cadhérine-

P) par Src a lieu dans le domaine de liaison de la p120-caténine qui est déplacée du 

complexe E-cadhérine/caténines. La β-caténine également phosphorylée n’est plus 

capable de lier l’α-caténine ; ainsi, la E-cadhérine n’est plus associée au réseau 

d’actine. La E-cadhérine-P recrute la protéine E3-Ub ligase Hakai qui ubiquitinyle la 
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E-cadhérine et la β-caténine aboutissant à l’internalisation du complexe [166] (Figure 

17).  

Le mécanisme moléculaire du recyclage de la E-cadhérine est peu connu à ce jour. 

La E-cadhérine serait dé-ubiquitinylée au niveau de l’endosome de recyclage et 

transportée dans des vésicules Arf6- et Rab11-positives vers la MP [162]	
   [167]. Arf6 

n’a pas pour seul rôle le recyclage de la E-cadhérine ; en effet, il a été démontré que 

l’activation d’Arf6 est nécessaire à l’internalisation de la E-cadhérine [86] [14]	
   [168]	
  

[87].	
   L’expression du mutant Arf6(T27N), inactif, inhibe l’internalisation de la E-

cadhérine et ce malgré sa phosphorylation par Src, signal activateur de 

l’internalisation de la E-cadhérine [86]. Ainsi, l’ubiquitination du complexe E-

cadhérine/β-caténine n’est pas suffisante à son internalisation mais est nécessaire à 

son transport vers le lysosome et donc à sa dégradation [168]. Dans l’étude de Kon 

et al., l’augmentation d’Arf6-GTP par l’expression du mutant SMAP1 R61Q, dont 

l’activité GAP est nulle, inhibe également l’internalisation de la E-cadhérine, au 

même titre que l’augmentation d’Arf6-GDP par la surexpression de SMAP1 [79]. 

Dans les tumeurs du sein, le niveau d’Arf6-GTP corrèle avec le pouvoir migratoire 

des cellules, plus Arf6 est actif et plus la cellule est capable de migrer [88]. Cette 

observation serait due à l’activité d’Arf6 sur le remodelage de l’actine par 

l’intermédiaire de Rac1, petite GTPase impliquée dans la polymérisation de l’actine, 

et à l’activité d’Arf6 sur le métabolisme lipidique développé précédemment [89]. En 

effet, l’interaction d’Arf6-GTP avec Nm23-H1, une nucléoside diphosphate kinase, 

premier gène suppresseur de métastases identifié [169] [170], résulte en la 

séquestration de Tiam1, une GEF de Rac1, par Nm23-H1 l’empêchant ainsi d’activer 

Rac1 [171] (Figure 18A). L’expression de Nm23-H1 permet de stabiliser les jonctions 

adhérentes en stabilisant la E-cadhérine à la MP [172]. En effet, les cellules 

présentes au front de migration d’une tumeur perdent l’expression de Nm23-
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H1  libérant Tiam1 qui est alors libre d’activer Rac1 permettant la polymérisation de 

l’actine aboutissant à la formation des lamellipodes et invadopodes, structures 

membranaires de la migration [173] (Figure 18B). Cet effet est accentué par 

l’internalisation de la E-cadhérine due à l’augmentation d’Arf6-GTP [87]. Le transport 

de Rac1 jusqu’à ces structures serait facilité par Arf6 [174]. Rac1 et Arf6 sont 

colocalisés aux invadopodes et permettent la polymérisation de l’actine et le 

renouvellement des structures de la migration. Cependant, d’après les travaux de 

Tanabe et al., la surexpression de SMAP1 n’a aucune conséquence sur la formation 

de protrusions chimio-induites. Ainsi, les auteurs concluent que SMAP1 ne serait pas 

la Arf6GAP impliquée dans la régulation du remodelage de l’actine [77].  

Afin que les cellules deviennent invasives, c’est-à-dire qu’en plus de migrer elles 

soient capables de digérer la matrice extracellulaire (MEC), elles doivent exprimer 

des protéases telles que les métalloprotéases (MMP). Ces protéines, sécrétées ou 

membranaires, digèrent les différents composants de la MEC, collagène, 

fibronectine… La translocation nucléaire de la β-caténine suite au désassemblage 

des jonctions adhérentes permet l’activation transcriptionnelle des gènes codant les 

MMP2, 7 et 9 (http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html) (Figure 17). 

Arf6 n’aurait aucun rôle dans la sécrétion de ces protéases [88]. 
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2.2.2. L’endocytose de l’intégrine β1 

	
  
En plus de son action sur les jonctions adhérentes, Arf6 est impliqué dans 

l’endocytose des intégrines, protéines membranaires récepteurs des composants de 

la MEC [175]	
   [157]. Les intégrines sont des hétérodimères composés d’une sous-

unité α et d’une sous-unité β impliquées dans l’adhésion à la MEC [175]. Les 

intégrines sont présentes à la MP sous forme active ou inactive. L’activation des 

intégrines est contrôlée par des signaux extracellulaires complexes, c’est la 

signalisation « inside-out » qui permet le changement conformationnel du complexe 

α-β d’une conformation fermée, inactive, à une conformation ouverte, active [12].	
  

Une fois sous la forme active, les intégrines peuvent interagir avec les éléments de la 

MEC aboutissant au rassemblement de plusieurs intégrines et ainsi à la formation 

cytosol A
rf6 

actine 

Rac1 
GDP 

N
m

23 
-H

1 

Rac1 

GTP 

Rac1 

GTP 

cytosol A
rf6 

actine 

Rac1 

GDP 

N
m

23 
-H

1 

A B 

Figure 18: Effet de Nm23-H1 dans l’invasion cellulaire. A. La protéine Nm23-H1 
séquestre Tiam1 empêchant l’activation de Rac1 donc la polymérisation de l’actine 
nécessaire à la formation des invadopodes. B. La perte de l’expression de Nm23-H1 au 
front de migration libère Tiam1 qui active Rac1 permettant la formation 
d’invadopodes. 
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des complexes focaux d’adhésion. Les intégrines rassemblées sont responsables de 

la signalisation « outside-in » [12] (Figure 19).  

 

 

La sous-unité β1 est celle qui interagit avec le plus grand nombre de sous-unités α 

[175]. Le trafic de cette sous-unité sera particulièrement étudié dans la suite de mon 

manuscrit. 

La sous-unité β1 des intégrines, comme la plupart des protéines membranaires, est 

internalisée puis recyclée à la MP. Durant la migration, son endocytose est polarisée, 

elle est internalisée à partir de l’arrière de la cellule et est recyclée au front de 

migration [157]. L’internalisation de β1 a lieu de manière constitutive, en absence de 

signal [175], et est clathrine-dépendante [7]. La sous-unité β1 est ensuite transportée 

jusqu’à l’endosome de recyclage, à partir duquel elle est recyclée au front de 

migration de la cellule sous l’effet de signaux externes tel que l’EGF. Il a récemment 
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Figure 19: Activation des intégrines. Des signaux extracellulaires permettent le 
changement conformationnel des intégrines passant d’une conformation fermée à une 
conformation active qui peut interagir avec les éléments de la MEC permettant le 
rassemblement des intégrines et donc le renforcement des complexes focaux d’adhésion. 
D’après Margadant et al., 2011, Curr Opin Cell Biol [12] 
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été montré que l’endocytose de l’intégrine dépend de son état d’activation [7]. En 

effet, l’internalisation est plus efficace pour la forme active alors que le recyclage de 

la forme inactive est plus rapide. Le recyclage de la forme inactive est contrôlé par 

l’endosome de tri via Rab4 (recyclage rapide) alors que celui de la forme active est 

géré par l’endosome de recyclage via Arf6 et Rab11 [7] (Figure 20). La forme 

inactive de l’intégrine β1 est recyclée au front de migration, où elle colocalise avec 

Arf6, pour être activée et former de nouveaux complexes d’adhésion [175]. L’activité 

d’Arf6 sur le remodelage de l’actine est indispensable au recyclage de l’intégrine β1 

au front de migration [175] [7]. En effet, l’expression du mutant d’Arf6 (Q37E/S38I) 

qui inhibe la régulation du réarrangement du réseau d’actine [176], bloque le 

recyclage de l’intégrine β1 au même titre que le traitement par la cytochalasine D, 

inhibiteur de la polymérisation de l’actine [175]. 

 

 

! "
1 

! "1 

! "1 

Front de migration Arrière de la cellule 

Arf6 
Rab11 

Rab4 Internalisation 

Membrane basale 

Noyau 

Endosome de tri 

Endosome de recyclage 

! "1 

! "1 

! "1 

Intégrine inactive 

Intégrine active 

Figure 20: Endocytose de l’intégrine β1 au cours de migration cellulaire. L’intégrine α/β1 
est internalisée à l’arrière de la cellule pour être recyclée au front de migration. La flèche 
verte représente l’internalisation. Les flèches rouges représentent le recyclage rapide de 
l’intégrine α/β1 inactive. Les flèches bleues représentent le recyclage lent de la forme active. 
D’après Arjonen, 2012, Traffic [7]. 
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En résumé, l’effet d’Arf6 sur la migration cellulaire est en partie dû à son action sur 

les jonctions adhérentes et sur le recyclage des intégrines. En effet, l’activation 

d’Arf6 est nécessaire au désassemblage des jonctions adhérentes via 

l’internalisation de la E-cadhérine [87] et l’inactivation de Rac1 [171]. Arf6 est 

également impliqué dans le recyclage à la MP de la E-cadhérine et dans sa 

dégradation par le protéasome [162]. Le déséquilibre du cycle GDP/GTP par 

l’expression de mutants d’Arf6 [86]	
   [14] ou de SMAP1 [79] aboutit à l’inhibition de 

l’internalisation de la E-cadhérine. 

En ce qui concerne l’intégrine β1 qui est la sous-unité β qui interagit avec le plus 

grand nombre de sous-unités α, la régulation de son trafic vésiculaire est nécessaire 

au bon fonctionnement de la machinerie d’adhésion cellulaire. Arf6 est nécessaire à 

son recyclage au front de migration des cellules en mouvement, notamment par son 

activité sur le réseau d’actine [175].  

Ainsi, le déséquilibre du cycle GDP/GTP d’Arf6 en faveur de la forme active aboutit à 

la TEM mais n’est pas suffisante à l’acquisition du pouvoir invasif puisqu’Arf6 n’est 

pas impliqué dans la sécrétion des MMP, essentielles à la dégradation de la MEC 

[88]. 

 

 

IV. Objectifs de l’étude 

 

En conclusion de cette revue bibliographique, les fonctions cellulaires d’Arf6 sont 

multiples. Ainsi, la régulation de son cycle GDP/GTP est essentielle à son 

fonctionnement normal. À ce jour, plusieurs protéines GAP et GEF ont été décrites 

comme étant impliquées dans la régulation du cycle d’Arf6. L’une des protéines GAP 
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la plus récemment identifiée est la protéine SMAP1 qui est spécifique d’Arf6. De 

manière intéressante, la protéine SMAP1 a été identifiée, dans notre laboratoire, 

comme très fréquemment mutée dans les CCR MSI.  

Les objectifs de ma Thèse ont été : 

Ø la caractérisation des mutations de SMAP1, à savoir SMAP1 est-il un 

gène cible de l’oncogenèse MSI ? ; 

Ø l’étude de l’impact des mutations de SMAP1 sur ses fonctions 

cellulaires. En effet, la protéine SMAP1 a été décrite comme étant 

impliquée dans l’internalisation clathrine-dépendante du TfR et de la E-

cadhérine mais ces résultats sont difficiles à expliquer au vu des 

données de la littérature concernant Arf6 ; 

Ø l’analyse des conséquences des mutations sur le pouvoir invasif des 

cellules tumorales, les tumeurs MSI étant faiblement métastatiques à 

distance. 

  



	
  
	
  

73	
  

 
 
 
 
 

RÉSULTATS 
  



	
  
	
  

74	
  

PARTIE II. RÉSULTATS 
	
  

I. Article 

	
  
Small ArfGAP 1 (SMAP1), une nouvelle protéine activatrice de GTPase 

spécifique d’Arf6 impliquée dans l’oncogenèse MSI 

 

Les cancers colorectaux (CCR) instables sur les microsatellites (MSI) représentent 

15% des CCR. Ils résultent de l’inactivation du système de réparation des 

mésappariements de bases (MMR) impliqué dans la réparation des erreurs de 

réplication commises par l’ADN polymérase. En absence de système MMR, la cellule 

accumule des mutations en particulier au niveau de séquences nucléotidiques 

répétées, les microsatellites. De par leur nature, ces séquences sont des points 

chauds de mutations par insertion/délétion qui conduisent à un décalage du cadre de 

lecture et à la synthèse d’une protéine tronquée. L’enjeu de l’étude des tumeurs MSI 

est de distinguer les mutations dites « bruit de fond », dues à la déficience du 

système MMR, des mutations sélectionnées par les cellules tumorales pour leur 

développement. Très peu de ces gènes ont fait l’objet d’une étude fonctionnelle.  

Au sein du laboratoire, un nouveau gène cible a été identifié, le gène SMAP1 (Small 

ArfGAP1) muté dans 73% des CCR MSI. Ce gène code une protéine de la famille 

ArfGAP spécifique d’Arf6, une petite protéine G impliquée dans de nombreux 

mécanismes cellulaires tels l’endocytose clathrine-dépendante et le cycle cellulaire. 

La protéine SMAP1 catalyse l’hydrolyse du GTP d’Arf6 en GDP et a été décrite 

comme étant impliquée dans la régulation d’Arf6 lors de l’endocytose clathrine-

dépendante du récepteur de la transferrine (TfR).  
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Dans cette étude, nous avons caractérisé les mutations de SMAP1 dans les tumeurs 

MSI et leurs conséquences sur son expression. Nous avons montré par séquençage 

que les mutations de SMAP1 sont spécifiques des lignées cellulaires dérivées de 

tumeurs MSI de diverses origines tissulaires et ne surviennent que dans le 

microsatellite de 10 répétitions adénine (A10). De plus, l’expression du transcrit de 

SMAP1 est diminuée dans les CCR MSI aussi bien que dans les lignées MSI 

comparées au lignées non-MSI dû à la dégradation de l’ARNm par le système NMD 

(Non-sense mediated mRNA Decay). Au niveau protéique, aucune bande n’est 

détectable en western blot dû à la dégradation de la protéine tronquée par le 

protéasome. Ainsi, les mutations de SMAP1 sont de type perte-de-fonction. La 

fréquence de mutations de SMAP1 diminue en fonction du stade de la tumeur ; plus 

la tumeur est invasive plus la fréquence de mutations est faible. Quelque soit le 

statut mutationnel de SMAP1, la réponse des patients à la chimiothérapie est 

identique.  

Les protéines SMAP1 et Arf6 étant impliquées dans l’endocytose clathrine-

dépendante, nous avons analysé les conséquences fonctionnelles des mutations de 

SMAP1 sur l’endocytose du TfR. Pour cela, nous avons dérivé des clones à partir de 

la lignée HCT116 mutée pour SMAP1 ré-exprimant la forme sauvage de SMAP1. La 

restauration de l’expression de SMAP1 corrige le défaut du recyclage rapide du TfR 

observé dans les cellules HCT116 mais n’a pas de conséquence sur  son 

internalisation. 

La protéine Arf6 est également impliquée dans l’étape de cytokinèse, dernière phase 

du cycle cellulaire. L’une des caractéristiques cliniques des tumeurs MSI est leur 

volume plus grand que celui des tumeurs non-MSI. Ainsi, nous avons analysé l’effet 

des mutations de SMAP1 sur le cycle cellulaire. La complémentation de SMAP1 
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dans les cellules HCT116 ralentit la phase G2M du cycle cellulaire et par conséquent 

diminue la vitesse de prolifération des cellules et leur capacité clonogénique. 

En conclusion, nos résultats montrent que le gène SMAP1 est un gène cible de 

l’oncogenèse MSI et dont les mutations résultent en une perte-de-fonction. D’un 

point de vue clinique, l’absence de SMAP1 semble avoir un rôle protecteur et d’un 

point de vue moléculaire, l’absence de SMAP1 retarde le recyclage rapide du TfR et 

accélère la vitesse de prolifération cellulaire, en concordance avec l’une des 

caractéristiques cliniques des tumeurs MSI qu’est leur taille volumineuse. La protéine 

SMAP1 étant impliquée dans la régulation du cycle GTP/GDP d’Arf6, son absence 

affecterait les fonctions cellulaires d’Arf6, suggérant que SMAP1 participerait à une 

nouvelle voie d’oncogenèse caractérisée par des altérations du trafic membranaire. 
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Abstract  

Background. Small Arf-GAP1 (SMAP1), a GTPase-activating protein specific for 

Arf6, a small GTPase acting on membrane trafficking and actin remodeling, is 

frequently mutated in colorectal cancers (CRC) displaying microsatellite instability 

(MSI). 

Methods. SMAP1 mutations have been characterized (genotyping, sequencing) in 

89 MSI CRCs, including 41 stage II, 40 stage III and 8 stage IV, and 46 cell lines of 

which 25 displayed MSI. SMAP1 expression levels have been measured at the 

mRNA and protein levels (qRT-PCR, western blots). Endocytosis of transferrin 

receptor (TfR) (FACS, immunofluorescence), proliferation and cell cycle analysis 

(FACS) have been performed on the SMAP1-null HCT116 cells and three isogenic 

clones stably re-expressing wild-type SMAP1. 

Results. SMAP1 mutation frequency was inversely correlated with disease stage (P 

= .03), but had no effect on disease-free survival of patients with stage III CRC 

receiving fluorouracil-based adjuvant treatment. Mutations occurred in MSI tumors of 

various tissue origins, consisted exclusively in indel in the 10-adenine repeat, and 

resulted in a significant decrease in SMAP1 transcript levels in cell lines derived from 

MSI CRCs (P = .006). Truncated SMAP1 protein was sensitive to proteasome 

degradation, and undetectable in cells with SMAP1 mutations. SMAP1 inactivation 

had no effect on TfR internalization but slowed down TfR recycling to the membrane 

(P = .020). Consistent with the characteristic clinical features of MSI tumors, SMAP1 

mutations increased cell proliferation (P = .008) by shortening the G2/M phase.  

Conclusion. Our observations suggest that SMAP1 inactivation in MSI CRC 

contributes to the emerging oncogenic pathway involving abnormal Arf6 regulation.  
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Introduction  

 

Colorectal cancers (CRCs) displaying microsatellite instability (MSI) represent 

15% of all CRCs, the second leading cause of death from cancer in Western 

countries.  MSI results from the inactivation of the mismatch repair (MMR) system, 

which is dedicated to post-replicative correction of polymerase errors arising during 

replication (1). In absence of an efficient MMR system, tumors accumulate numerous 

mutations especially in microsatellites because these simple sequence repeats are 

hotspots for indel mutations during replication (2, 3). Coding microsatellites are most 

often mononucleotide repeats, in which indel mutations cause a translation frameshift 

and a premature termination codon (PTC) (4). Abnormal transcripts containing a PTC 

are generally recognized and degraded by the nonsense-mediated mRNA decay 

(NMD) system, but mRNA decay may be partially efficient, leading to the synthesis of 

a truncated protein containing a C-ter neopeptide (5). Among the numerous 

mutations arising in MMR-deficient tumors, driver mutations are positively selected 

during MSI-driven oncogenesis, defining the so-called real target genes (2, 3). 

According to a statistical model based on regression analysis of their mutation 

frequency in regard to the repeat tract length (3), genes carrying an (A)10 repeat may 

be considered as real target genes if their mutation frequency exceeds 56% in MSI 

CRCs. This is notably the case of the transforming growth factor β receptor 2 gene 

whose coding (A)10 repeat is mutated in approximately 80% MSI CRC and leads to 

loss of proliferation control (6). 

We have recently identified several novel putative MSI-driven target genes including 

small Arf-GAP1 (small ADP ribosylation factor-GTPase activating protein, known as 

SMAP1)	
   (7). In the series of 44 primary MSI CRCs initially studied, SMAP1 coding 
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(A)10 repeat displayed mutations in 73% cases, a mutation frequency among the 

highest in MSI CRCs and far above the threshold defined for real target genes (3, 7).  

SMAP1 is an ArfGAP that acts on Arf6 (8), a small GTPase involved various 

cellular functions, including clathrin-dependent endocytosis, actin remodeling and 

cytokinesis (9). The SMAP1 gene located on chromosome 6q13 contains 11 exons, 

with an alternatively spliced exon 5 and a coding (A)10 repeat in exon 6 (10). The 

longer isoform of SMAP1 encodes a 467-amino acid protein composed of an ArfGAP 

domain, a C4 type zinc finger, a clathrin binding domain (CB) and a CALM (Clathrin 

Assembly Lymphoid Myeloid Leukemia) protein binding domain (Figure 1). The 

shorter SMAP1 transcript devoid of exon 5 encodes a 440-aa long protein that lacks 

27 aa downstream the Arf-GAP domain with yet unknown specific function assigned. 

The murine Smap1 gene homolog, originally named Stromal-Membrane Associated 

Protein 1, was initially identified as playing a role in stromal cells to stimulate 

erythropoiesis; it shares 93% identity at the protein level with its human homolog and 

a conserved coding (A)10 repeat (11). SMAP1 shows a high degree of homology 

with SMAP2, a recently identified SMAP gene family member acting as an Arf1-

specific ArfGAP in the clathrin-dependent early endosome to trans-Golgi network 

traffic (12). SMAP2 gene harbors a coding (A)8 repeat, not conserved in mice. At the 

protein level, SMAP1 and SMAP2 share 63% overall similarities, with their Arf-GAP 

domains exhibiting 90% aa identity (Figure 1). SMAP1 binds directly to the clathrin 

heavy chain through its clathrin box sequence and regulates clathrin-dependent 

endocytosis of transferrin (Tf) receptor (TfR) (8) and E-cadherin (13). 

In this study, we report that SMAP1 mutations arise frequently in human MSI 

tumors of various tissue origins, both in solid tumors and in lymphomas. In MSI 

CRCs, SMAP1 mutation frequency was inversely related to tumor TNM stage, being 

highest in stage II CRCs that are devoid of local or distant metastasis, suggesting 



	
  
	
  

81	
  

that SMAP1 mutations may counteract the tumor metastatic potential. Using various 

cell lines, we have shown that MSI-driven SMAP1 frameshift mutations lead to 

decreased levels of abnormal transcripts and to subsequent degradation of residual 

truncated protein by the proteasome, resulting in loss-of-function. SMAP1 inactivation 

alters several important cellular functions, such as TfR recycling, cell proliferation and 

clonogenic capacities, as well as cell cycle.  
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Materials & Methods  

 

Patients, treatment and follow up 

This study included 89 patients who underwent surgical resection of 

histologically proven MSI CRC mainly at the Saint-Antoine hospital or at the Institute 

Mutualiste Montsouris (Paris, France) between March 1994 and October 2007, and 

for whom clinical data and tumor tissue could be retrieved. Tumor type and grade of 

differentiation were determined according to the World Health Organization criteria. 

According to the TNM (Tumor-Node-Metastasis) classification; there were 41 stage 

II, 40 stage III and 8 stage IV cases. Among patients with stage III CRC, 33 received 

adjuvant chemotherapy consisting in 5-fluorouracil and leucovorin (FL) either alone 

(n = 20) or in combination with oxaliplatin (FOLFOX, n = 13); 3 patients did not 

receive adjuvant chemotherapy and the information was not available for 4 patients. 

Chemotherapy started at the Saint-Antoine Hospital within seven weeks after 

surgery, where follow-up was further conducted, as previously reported (14). Patient 

follow-up was defined as the time between surgery and the last hospital contact or 

disease recurrence. 

 

Immunohistochemical analysis. 

Blocks of formalin-fixed paraffin-embedded CRC tissue comprising an area of 

normal colonic mucosa adjacent to the tumor were selected in each case. Sections of 

4 µm from the paraffin-embedded tissue samples containing normal and tumor areas 

were deparaffinized in xylene and rehydrated in pure ethanol, endogenous 

peroxidase was blocked using 3% hydrogen peroxide in methanol for 30 min. Antigen 

retrieval was performed in citrate buffer (pH 6.0). Sections were then incubated for 2 
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hours at room temperature with antibody to SMAP1 (dilution 1/75, HPA030574, Atlas 

Antibodies), and revealed using the Biogenex Detection kit (Biogenex). SMAP1 

expression was considered negative when there was a complete absence of 

cytoplasmic staining of neoplastic cells, provided that there were adjacent 

lymphocytes, normal epithelial cells, endothelial cells or fibroblasts showing positive 

staining.  

 

Cell line cultures, proliferation and clonogenic assays 

HeLa and HCT116 cell lines were cultured in Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) containing stable glutamine (PAA Laboratories GmbH) 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum (FCS), penicillin 

(100 µg/mL), and streptomycin (100 units/mL) at 37°C, in a 5 % CO2 atmosphere. 

Cell lines were authenticated using 5 highly polymorphic dinucleotide (CA)n repeats, 

which were amplified in a single PCR reaction using a fluorescent primer for each 

amplimer (D2S123, D5S107, D17S1791, D17S250 and D18S1127). The PCR 

products were denatured and migrated using an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems), as described for genotyping; genetic profiles were compared 

to the reference panels established for the HeLa and HCT116 cell lines. For cell 

proliferation assays, cells were seeded in 6-well plates at 12000 cells per well and 

grown in complete medium during 24h or 48h after seeding. Then, cells were 

harvested and counted using the Scepter counter (Millipore). For clonogenic assays, 

cells were seeded at 50 cells per well in 24-well plates, grown during 6 days at 37°C. 

Cells were then fixed in ice-cold 100% methanol during 10min at -20°C and stained 

with 1% toluidine blue in 1% borax. Clones were counted using the G:BOX 

chemiluminescence image analyzer and the GeneTools software (Syngene, Ozyme). 
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Cell cycle analysis 

Cells were seeded in 6-well plates at 3 x 105 cells per well in complete 

medium. After 48 hours, cells were treated with nocodazole at 50ng/ml during 16h, 

then washed and incubated in complete medium at 37°C. Cells were harvested and 

counted at various time points; 106 cells were fixed in 2mL ice-cold ethanol 70%, 

permeabilized with 1% NP40, treated with 1mg/mL RNase A and labeled with 

50µg/mL propidium iodide. Cells were then analyzed by flow cytometry using LSRII 

cytometer (Becton Dickinson). Cell cycle data were calculated using ModFit software. 

 

DNA extraction  

Genomic DNA was extracted from frozen tumors or cultured cell lines using 

the NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel). When frozen tumor samples were not 

available, DNA was extracted from paraffin-embedded tumor tissue sections using 

the NucleoSpin FFPE DNA kit (Macherey-Nagel), after xylene deparaffinization. 

 

SMAP1 and SMAP2 genotyping 

Indel mutations occurring in the SMAP1 (A)10 and SMAP2 (A)8 repeats were 

screened by genotyping genomic DNA using one fluorescent primer (sequences are 

available as supplementary data). Adequate dilutions of the fluorescent PCR 

products were mixed with formamide and GeneScan 400HD ROX-labeled size 

standards (Applied Biosystems), heat-denatured and run on 36 cm capillaries 

containing GS Performance Optimized Polymer 7, on an ABI 3100 Genetic Analyzer 

and analyzed using the GeneMapper 3.7 software (Applied Biosystems). 

 

SMAP1 sequencing 
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The PCR products corresponding to each exon and the flanking sequences 

(see Supplementary Table for primer sequences) were purified using a Multiscreen-

PCR filtration plate (Millipore). The sequencing reaction was performed with the Big 

Dye Terminator v1.1 kit (Applied Biosystems) and one of the PCR primers. A second 

step of purification was performed in a Multiscreen-DV plate (Millipore) containing 

fine G50 Sephadex resin (Amersham-Biosciences, GE Healthcare Europe GmbH). 

The sequencing reaction products were run on an ABI PRISM 3100 Genetic 

Analyzer, and analyzed using the Sequencing Analysis version 5.2 software (Applied 

Biosystems). 

 

RNA extraction and reverse transcription 

RNA extraction was performed on cells homogenized with the Mixer Mill 

MM300 (Qiagen) using the RNeasy Mini kit with an additional DNA digestion step by 

DNase I before the RNA elution step (Qiagen). Reverse transcription into cDNA was 

obtained by incubating RNA during 10 min at 25°C and 2 h at 37°C with the High 

Capacity cDNA RT kit utilizing random primers (Applied Biosystems). 

 

Analysis of SMAP1 transcript expression by quantitative RT-PCR (RT-qPCR) 

SMAP1 transcript expression was determined with the SMAP1 Assay on 

demand gene expression (Hs 00222567 assay) and a TaqMan endogenous control, 

and was further normalized using 18S as a reference (Hs 99999901 assay). Real-

time PCR reactions were performed using the ABI Prism 7900HT Sequence 

Detection System (PE Applied Biosystems) and the TaqMan PCR master mix 

(Applied Biosystems). Amplification plots and predicted threshold cycle (Ct) values 

were obtained with the Sequence Detector Software (SDS 2.1, Applied Biosystems). 

For each cell line, the ratios between SMAP1 and 18S were calculated as the mean 



	
  
	
  

86	
  

of the ratios of independent triplicate experiments and expressed relative to the HeLa 

cell line used as a reference. 

 

Constructions of the wild-type and A9 mutated SMAP1 HA-tagged expressing 

vectors 

We cloned in pcDNA3.1-Hygro+ expression vector (Life Technologies), the 

SMAP1 cDNA originated from pENTR221-SMAP1 vector (clone IOH27289, 

Gateway, Life Technologies) after performing site-directed mutagenesis to correct 

the C1181A mutation, corresponding to Pro394His substitution. The SMAP1-A9 

mutated form of SMAP1, corresponding to a 1bp deletion in the (A)10 repeat, was 

obtained by site-directed mutagenesis using the 

5'-GACAAAAATAAATTGGAGAAAGAAAAGGAAAAAAAAAGGAAGAGAAAAAGAGA

GAAAAG-3' oligonucleotide and its complementary sequence, as primers. In order to 

add the HA tag sequence at the 3’ end, the SMAP1 cDNA fragments were amplified 

by PCR. The wild-type SMAP1-HA and mutant SMAP1-A9-HA cDNAs were then 

digested by NheI and BamHI Fast-Digest restriction enzymes (Fermentas), cloned in 

the pcDNA3.1-Hygro+ expression vector, and used to transform Library Efficiency 

DB3.1 competent bacteria (Life Technologies). Plasmid DNA was extracted from 

amplified positive colonies using the NucleoBond Xtra Maxi kit (Macherey-Nagel) and 

further analyzed first by genotyping, then by sequencing, as previously described. 

 

Transfection of HCT116 and HeLa cell lines with wild-type SMAP1 and SMAP1-

A9 mutant HA-tagged expression vectors 

Exponentially growing HeLa cells were transfected with pcDNA3.1-SMAP1-

A9-HA and Lipofectamine 2000 (Life Technologies) according to manufacturer 

instructions. The HCT116 cell line that carries a biallelic SMAP1-A9 mutation was 
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used to establish clones that stably re-expressed a SMAP1wt allele. Cells were 

transfected with the pcDNA3.1-SMAP1-HA expression vectors containing the (A)10 

wild-type SMAP1 cDNA tagged with a C-terminal HA epitope, using the Nucleofector 

kit (Amaxa, Lonza). Cells were platted at 104, 3000, 1000 or 300 cells per well in flat-

bottomed 96 well plates. Four days later, cell cultures were put under selection with 

hygromycin B (100 µg/mL). Hygromycin B-resistant colonies derived from HCT116 

cells were screened for the expression of SMAP1-HA by western blotting, as 

described below. 

 

Proteasome inhibition 

 To inhibit proteasome, 5 µM MG132 (Sigma-Aldrich) was added to HCT116 

cells immediately after transient transfection with pcDNA3.1-SMAP1-HA or 

pcDNA3.1-SMAP1-A9-HA expression vector. After 8h at 37°C, cells incubated with or 

without MG132 were lysed to perform western blot analysis, as described below. 

 

Western blot 

Total protein extracts were obtained by lysing cells in Laemmli sample buffer 

(Bio-Rad). Protein extracts were sonicated, denatured at 95°C for 5 min and 

quantified using the Qubit fluorometer (Life Technologies). Lysates (25 µg) were 

separated on NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Mini Gels (Life Technologies). Proteins 

transfer on 0.2 µm nitrocellulose membranes (Bio-Rad) was performed with the 

Trans-Blot Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Membranes were 

saturated with Phosphate Buffered Saline (PBS) containing 0.1% v/v Tween 20 

(PBST) and in 5% w/v non-fat dry milk (PBSTM), before incubation with the purified 

primary MaxPab mouse polyclonal antibody directed against SMAP1 protein 

(H00060682-B01P, Abnova) or with a rat monoclonal anti-HA tag conjugated with 
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horseradish peroxydase (HRP) (3F10, Roche Diagnostics) at 1/1000 dilution in 

PBST. When necessary, the membranes were incubated with a secondary goat anti-

mouse antibody coupled with HRP (Molecular Probes, Invitrogen) diluted at 1/1000 in 

PBSTM. Loading controls were performed with a mouse monoclonal anti-GAPDH 

conjugated with HRP at a 1/5000 dilution in PBSTM (ab9482, Abcam). Membrane 

signals were revealed with the SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate (Pierce, Thermo Fisher Scientific), detected and quantified using the 

G:BOX chemiluminescence image analyzer and the GeneTools software.  

 

Transferrin internalization assay 

Confluent cells were cultured in serum-free DMEM during 30 min at 37°C for 

transferrin (Tf) starvation. Cells were then harvested in PBS-1% EDTA, centrifuged, 

and incubated in DMEM-1% BSA-20mM Hepes supplemented with 5 µg/mL A488- or 

A633-labeled Tf (Life Technologies, France) during 1h at 4°C. Cells were then 

washed in ice-cold DMEM-1% BSA-20mM Hepes and further incubated in pre-

warmed DMEM-1% BSA-20mM Hepes at 37°C. Cell suspension aliquots taken at 

various time points, were transferred in ice-cold PBS. For quantitative analyses, cells 

were washed in an acidic medium to eliminate membrane-bound Tf and resuspended 

in PBS to be analyzed by flow cytometry (LSR II, BD Biosciences, France). The 

results are expressed as the percentage of the ratio between the internal 

fluorescence measured at various time points and the surface-bound fluorescence at 

the beginning of the experiment. For immunofluorescence analysis, cells were fixed 

in paraformaldehyde 4% during 15 min at room temperature and observed using an 

immunofluorescence microscope (Leica).  

 

Transferrin recycling assay 
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Confluent cells were starved from Tf for 30 min at 37°C in serum-free DMEM, 

harvested and further incubated in pre-warmed DMEM-0.1% BSA supplemented with 

5 µg/mL A633-Tf during 30 min at 37°C to allow Tf internalization. Cells were washed 

in ice-cold DMEM-0.1% BSA, centrifuged and resuspended in pre-warmed DMEM-

10% FCS in absence of Tf. At different time points, an aliquot of cell suspension was 

taken, put in ice-cold PBS-0.1% BSA and further kept on ice. At the end of the 

kinetics, cells were washed in an acidic medium, centrifuged and resuspended in ice-

cold PBS. Samples were analyzed by flow cytometry and results are expressed as 

the percentage of internal fluorescence at various time points relative to the 

fluorescence measured at the end of the internalization process. 

 

Statistical analyses 

Differences in distributions between the variables examined were assessed 

with the Student's t-test (age distribution), the Chi-square (tumor location, stage) or 

the Fisher’s exact test (patients under 65-yr, sex, differentiation), as appropriate. The 

primary outcome was DFS, defined as the time from the date of surgery to the date 

of relapse or last contact; DFS was considered as censored when the patient was 

alive without relapse at last contact. DFS curves for the group of stage III patients 

receiving FL were compared according to the tumor SMAP1 mutation status. Survival 

curves were estimated by the method of Kaplan and Meier; the hazard ratios (HRs) 

and 95% confidence intervals (CIs) for recurrence were compared using a two-sided 

log-rank test (Prism; GraphPad, San Diego, CA). 

To compare transcript expression levels in primary tumors and cell lines, we 

performed a one-tailed Mann-Whitney test. For the analysis of SMAP1 mutations 

frequency according to the TNM stage of the tumor, we used a Chi-square test for 

trend comparing all data and a two-tailed t test for pairwise comparisons. For cell 
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proliferation assay, we used a one-way ANOVA, Dunnett’s test comparing the three 

clones to the parental cell line defined as the control. For clonogenic assay, we 

performed a two-tailed t test. For TfR internalization and recycling, we used the Two-

way ANOVA test (GraphPad PRISM). 
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Results 

 

SMAP1 mutation frequency in primary MSI CRCs. 

Based on our previous data showing that SMAP1 is frequently mutated in 

primary MSI CRCs (7), we determined SMAP1 mutation frequency according to TNM 

stage in a series of 89 MSI CRCs including stage II to stage IV cases (Figure 2D). 

SMAP1 mutation frequency was highest among the 41 stage II MSI CRCs analyzed 

of which 28 (68%) carried SMAP1 mutations, decreasing to 57% for stage III MSI 

CRCs (23/40) and to 25% for stage IV MSI CRCs (2/8), showing that disease 

extension and SMAP1 mutation frequency were significantly inversely correlated 

(P = .03, Chi-square test for trend). In the group of stage III MSI CRCs, the clinical 

features of patients whose tumor harbored SMAP1 mutations did not significantly 

differ from those of patients having a tumor with wild-type SMAP1 (Table 1). Indeed, 

there were no difference in the age and sex of patients (P = .24, t-test and P = .53, 

Fisher’s exact test, respectively), on tumor location (P = .62, Chi2 Yates correction), 

on differentiation grade (P = .32, Fisher’s exact test) and stage (P = .86, Chi2 test). 

As shown by immunohistochemistry, SMAP1 is expressed in the cytoplasm of normal 

colonic mucosa (Figure 2A). Immunohistochemical analyses revealed that among 

tumors in which SMAP1 mutations have been detected at the molecular level, some 

showed an heterogeneous SMAP1 expression pattern, with some areas of the tumor 

displaying normal expression, while others were negative (Figure 2B), and some 

showed a homogeneous negative pattern (Figure 2C). This indicates that SMAP1 

mutations are not necessarily arising at an early stage of tumor development. 

 

Effect of SMAP1 mutations on prognosis or predictive value in stage III CRCs. 
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We further investigated whether the presence of SMAP1 mutations may have 

an impact on the outcome of patients with stage III MSI CRC treated by adjuvant 

chemotherapy (n = 33) (Figures 2E and 2F). As expected DFS for the group of 

patients treated with 5FU (n = 21) was significantly shorter compared to those who 

were given FOLFOX (n = 12) (hazard ratio [HR] 5.55; 95% confidence interval 1.3–

25.0; P = .026) (Figure 2E). Thus, the prognostic value of SMAP1 mutations could 

not be investigated in this series of patients without taking into account the 

chemotherapy regimen. Moreover, the predictive value of SMAP1 mutations could be 

defined only for patients treated with 5FU-based adjuvant chemotherapy since none 

of those receiving FOLFOX relapsed (Figure 2E and 2F). In our series of patients, 

the status of SMAP1 mutations had no significant impact on DFS of patients 

receiving 5FU (HR 2.54; 95% CI 0.5–13.4; P = .27) (Figure 2F). 

 

Characterization of SMAP1 and SMAP2 mutations in cancer cell lines. 

Indel mutations arising in the (A)10 and (A)8 coding repeats located in SMAP1 

and SMAP2 genes, respectively, were screened in 46 cell lines established from 25 

MSI and 21 MSS (MicroSatellite Stable) tumors from various tissues (Figures 3A and 

3B). Cell lines established from MSI CRCs displayed the highest mutation frequency, 

with 11 of 14 cell lines (79%) having SMAP1 mutations, most often biallelic (8 cell 

lines) (Figure 3B). SMAP1 (A)10 repeat was also frequently mutated in cell lines 

derived from gastric and endometrial MSI carcinomas, with 3 of 4 cell lines displaying 

biallelic mutations (Figures 3A and 3B). Three of the 7 lymphomas displaying MSI 

analyzed (43%) harbored SMAP1 mutations in the coding (A)10 repeat, but only 

monoallelic mutations could be detected in this panel of cell lines (Figures 3A and 

3B). Deletions were more frequent than insertion, with only 3 cell lines displaying an 

(A)11 repeat corresponding to a 1 bp insertion, whereas 25 mutated alleles had lost 
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1 bp (24 cases) or 2 bp (1 case). None of the cell lines established from MSS tumors 

displayed mutations in the SMAP1 (A)10 repeat (Figure 3A). By contrast, no mutation 

could be found in the coding A8 repeat of SMAP2 in any of the 46 cell lines analyzed 

(data not shown). 

To investigate whether SMAP1 mutations were restricted to the (A)10 repeat 

or could occur elsewhere, we sequenced the entire coding exons and the exon/intron 

junctions in all human MSS or MSI cell lines devoid of biallelic mutations in the (A)10 

repeat. Four cell lines, two MSS (HGT1, MKN28) and two MSI (SNU1, TC71), carried 

a previously described polymorphism in exon 7 (c.635C>T, rs2273566), resulting in 

an Ala to Val change at position 185 or 212 depending on the SMAP1 isoform 

(Figure 3A). We found another single nucleotide polymorphism located in the (A)10 

repeat (c.515A>G, rs138685504), which replaces Lys by Arg at codon 145 or 172, in 

three cell lines, one MSS (MKN28) and two MSI (LIM2405 and RKO) (Figure 3A). All 

other SMAP1 changes were out-of-frame mutations in the (A)10 repeat confirming 

that they occurred only in MSI cell lines; yet, no SMAP1 mutation could be found in 

any of the 21 MSS cell lines analyzed, regardless of the tissue from which they 

originated. 

SMAP1 mRNA levels have been quantified relative to 18S by RT-qPCR in a 

collection of 13 MSI and 8 MSS cell lines and expressed as a ratio using HeLa cells 

as a reference. As shown in Figure 3C, cell lines lacking SMAP1 mutations 

expressed SMAP1 mRNA at similar levels regardless of the MSI status, with mean 

levels of 128 ± 15 vs 105 ± 19 (mean ± sem) for MSS and MSI cell lines, respectively 

(P = .50, Mann-Whitney two-tailed test). As expected, SMAP1 transcript levels were 

significantly lower in MSI cell lines harboring SMAP1 mutations (40 ± 10) compared 

to MSS and MSI cell lines lacking SMAP1 mutation (P = .006 and P = .02, 

respectively, Mann-Whitney one-tailed test); the decrease in SMAP1 transcript levels 
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was more pronounced for MSI cell lines displaying biallelic mutations (31 ± 13; 

P < .001 and P = .02, compared to MSS and MSI cell lines) than for those with 

monoallelic mutations (mean 63; P = .02 and P = .10, compared to MSS and MSI cell 

lines, Mann-Whitney one-tailed test) (Figure 3C). However, SMAP1 transcripts levels 

in LoVo and SW48 were comparable to cell lines devoid of SMAP1 mutations, 

despite these two cell lines carried biallelic SMAP1 mutations, suggesting that the 

NMD system was inefficient in these cells (Figure 3C). Thus, although aberrant 

SMAP1 transcripts were expressed at lower levels than wild-type transcripts, they 

remained detectable and possibly translated into a truncated SMAP1 protein.  

 

Consequences of SMAP1 gene mutations on SMAP1 protein expression. 

 In order to determine if mutated transcript was translated into a truncated 

protein that could act as a dominant negative, we used a polyclonal antibody 

recognizing amino acids 101-115 of human SMAP1 located downstream the ArfGAP 

domain and upstream the PTC generated by both insertion and deletion SMAP1 

mutations. In HeLa and other cells with a SMAP1wt allele, SMAP1 was detected 

using this antibody at the expected size for normal SMAP1 protein (55kDa). By 

contrast, no band could be detected at the sizes expected for the (A)9 and (A)11 

SMAP1 forms (21kDa and 18kDa, respectively) that might be synthesized in the 

HCT116 and LoVo cells since they carry biallelic A9/A9 and A9/A11 mutations, 

respectively (Figure 4A and not shown). The absence of signal suggested that 

residual abnormal SMAP1 transcript is not translated and/or that truncated proteins 

are degraded by the proteasome machinery. To determine if truncated SMAP1 is 

sensitive to proteasome degradation, we constructed an expression vector of the 

truncated SMAP1-A9 form (pcDNA3.1-SMAP1-A9-HA), corresponding to the 

mutation most commonly found in MSI tumors, tagged with an HA epitope at the C-
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terminal extremity. HCT116 cells were transfected with pcDNA3.1-SMAP1-A10-HA 

corresponding to the wild-type form or with pcDNA3.1-SMAP1-A9-HA, and treated 

with the proteasome inhibitor MG132 or vehicle (Figure 4B). The p53 protein whose 

cellular levels are tightly regulated through ubiquitin-dependent proteasomal 

degradation was used to check that MG132 efficiently inhibited proteasome in our 

experiments (Figures 4B and 4C). As expected, compared to untreated cells, p53 

levels increased at least twice in cells transfected with SMAP1-expression vectors 

upon treatment with MG132 (Figures 4B and 4C). By contrast, MG132 treatment did 

not increase the expression of the HA-tagged wild-type SMAP1 with a 0.8 ratio 

between treated and untreated cells, indicating that SMAP1-A10-HA was not 

sensitive to proteasome degradation (Figure 4B); whereas the expression of SMAP1-

A9-HA increased upon MG132 treatment (ratio=1.8; Figures 4B and 4C), meaning 

that the truncated form of SMAP1 is sensitive to degradation by the proteasome. 

Hence, even if SMAP1 abnormal transcripts are not completely degraded by the 

NMD system, the truncated protein translated is not stable in cells being degraded by 

the proteasome machinery. Altogether these results are in favor of loss-of-function of 

SMAP1 in cells harboring frameshift SMAP1 mutations. 

 

Effects of SMAP1 mutations on cell proliferation and cell cycle. 

In order to investigate the consequences of SMAP1 inactivation, we 

transfected an expression vector of wild-type SMAP1 cDNA in the SMAP1-null 

HCT116 cell line, and selected three clones that re-expressed SMAP1 at a level 

similar to that of HeLa cells (SMAP1wt) (Figure 5A). Since Arf6 protein is involved in 

cytokinesis, we analyzed whether the absence of SMAP1 had consequences on cell 

cycle and proliferation by comparing the SMAP1-null HCT116 cell line with the three 

HCT116-SMAP1 clones. Restoring SMAP1 decreased cell proliferation of all three 
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HCT116-SMAP1 clones to the same extent; the number of cells recovered 48 hours 

after seeding were significantly lower compared to the HCT116 parental cells 

(P = .010, one-way ANOVA, Dunnett’s test); cell numbers were lower as soon as 24 

hours after seeding but the differences were not statistically significant (P = .1236, 

one-way ANOVA, Dunnett’s test) (Figure 5B). 

We further analyzed the cell cycle after synchronizing cells with nocodazole, 

an inhibitor of microtubule polymerization blocking cells during prometaphase. The 

transition from G2/M to G1 phase was faster for the HCT116 cells compared to the 

HCT116-SMAP1 clones, which remained longer in the G2/M phase. Indeed, more 

than 50% HCT116-SMAP1 clones remained in the G2/M phase after 4h of 

nocodazole chase compared to 20% for HCT116 (P = .008) (Figure 5E). Such a 

slower cell cycle transition may explain the proliferation defect observed for the 

HCT116-SMAP1 clones. SMAP1 re-expression had no effect on cell death (data not 

shown). 

By performing a clonogenic assay, we observed that restoration of SMAP1 

expression not only decreased proliferation of HCT116 cells, but also altered their 

ability to grow when seeded at a low concentration (Figures 5C and 5D). Indeed, the 

number of clones established from all three HCT116-SMAP1 cell lines varied from 28 

to 41, which was significantly lower compared to the HCT116 parental cells that gave 

rise to 70 clones in average (P = .02 and P = .04, respectively, t test). Moreover, the 

clones derived from HCT116-SMAP1 cell lines were smaller (Figure 5D) in 

agreement with our results showing that restoring SMAP1 expression decreased cell 

proliferation (Figure 5B). 

 

SMAP1 mutations consequences on TfR clathrin-mediated endocytosis. 
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Since SMAP1 is a GTPase-activating protein specifically acting on Arf6, a 

protein involved in clathrin-dependent endocytosis, we analyzed the impact of 

SMAP1 inactivation on TfR endocytosis, a classical model for clathrin-dependent 

endocytosis. To monitor endocytosis, we used fluorescent transferrin (Tf), since Tf 

remains bound to its receptor during the complete endocytosis process, i.e. 

internalization and recycling	
   (15). The effects of SMAP1 expression on TfR 

endocytosis were measured in SMAP1-null HCT116 cells and in the 3 counterpart 

HCT116-SMAP1 clones. Cells have been exposed to a single initial pulse with 

labeled Tf at 4°C followed by an incubation at 37°C for various times, and 

fluorescence has been measured after removal of membrane bound Tf by acid wash. 

We first analyzed qualitative changes on TfR endocytosis by fluorescence 

microscopy (Figure 6A). No differences were observed in the initial binding of Tf to 

the cell surface (t = 0 min) or in the internalization of TfR when comparing the 

HCT116-SMAP1 clones to the HCT116 parental cells. Only the HCT116-SMAP1 C12 

clone is shown as it behaved like the two others. Figure 6B represents the ratio 

between intracellular Tf relative to the amount of Tf bound at the beginning of the 

pulse measured by flow cytometry, with the ascending phase of the curve 

corresponding to TfR internalization and the descending phase to TfR recycling. 

Although TfR internalization tended to decrease upon SMAP1 re-expression, these 

differences were not significant (P = .40, Two-way ANOVA). So, all three HCT116-

SMAP1 clones in which wild-type SMAP1 protein was re-expressed behaved 

similarly to the parental HCT116 cells both for the internalization process and the 

recycling to the plasma membrane, indicating that SMAP1 mutations had no 

substantial consequences on TfR endocytosis (Figure 6B).  

To monitor the TfR recycling phase more specifically, experiments were done 

with cells that were incubated during 30 min with labeled Tf at 37°C to reach a 
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plateau of maximal TfR internalization. Cells were then washed to remove free Tf and 

internal TfR was measured at various time points after removal of membrane-bound 

Tf. The first part of the curve represents the fast recycling step that occurs during the 

first 10 min of the experiment, while the slow recycling occurs after 10 min until the 

end of the experiment. The molecular mechanisms and the organelles engaged in 

both recycling step are different. As shown in Figure 6C, the slow TfR recycling 

process operating after 10 min did not significantly vary among the HCT116 clones 

re-expressing wild-type SMAP1 or compared with the parental HCT116 cells. 

However, the fast TfR recycling step, which operates during the first 10 minutes, was 

more efficient in the 3 HCT116-SMAP1 clones compared with the SMAP1-null 

HCT116 cell line (35% vs 14% at 6 minutes, respectively, P = .03 Two-way ANOVA).  

SMAP1 seems to act as one of the Arf6GAPs involved in the regulation of Arf6 

during TfR fast recycling step.  

 

 

Discussion 

 

In MSI CRCs, the challenge is to distinguish among the numerous mutations 

arising in genes harboring a coding mononucleotide repeat, the driver mutations 

playing a role in the oncogenic process from passenger mutations, occurring 

coincidentally due to an inefficient MMR system. Recently, SMAP1, a gene with a 

coding (A)10 repeat, was shown to be mutated in 73% of primary MSI CRCs	
   (7); 

such a mutation rate places SMAP1 among the group of genes most highly 

frequently mutated in MSI CRCs. Nevertheless, few mutated genes have been 

clearly demonstrated as playing a role in oncogenesis, which is the case of the 
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transforming growth factor receptor 2 (6) and the activin receptor 2 (16) both involved 

in the TGFβ pathway. In this study, we report a series of characteristics of SMAP1 

mutations in favor of a role in MSI oncogenesis. Loss-of-function SMAP1 mutations 

occur in MSI tumors of various tissue origins, including CRCs, endometrium and 

gastric carcinomas, as well as lymphomas, not only in humans but also in murine 

lymphomas arising in Msh2-/- mice in which Smap1 mutations occur in the conserved 

(A)10 repeat and is correlated with increased mouse survival (data not shown). 

Interestingly, SMAP1 has a homologous gene named SMAP2 that codes an ArfGAP 

specific for Arf1, acting in the retrograde, early endosome-to-TGN pathway in a 

clathrin- and AP-1-dependent manner (12). SMAP2 contains an (A)8 coding repeat 

that was not found mutated in the tumors and the cell lines analyzed (data not 

shown). Since the mean mutation frequency for (A)8 repeats has been evaluated to 

be around 10% in MSI CRCs and over 30% to be considered as possibly selected in 

these tumors, our observations suggest that SMAP2 mutations are likely to be 

neutral in these tumors and may even be counter-selected. Since oncogenic 

pathways are tissue-specific, we cannot exclude that SMAP2 mutations drive cancer 

development in other organs, as illustrated by the BRCA1 and BRCA2 genes, which 

both carry a coding (A8) repeat that is stable in MSI CRCs, but whose mutations are 

responsible for breast and ovarian cancers (17). Alternatively, SMAP1 and SMAP2 

mutations may be considered as functionally redundant, as they both target 

intracellular traffic. Based on this hypothesis, it is not surprising that mutations target 

predominantly SMAP1 since its repeat is longer than the one located in SMAP2, thus 

being more prone to polymerase slippage during replication. In MSI CRCs, the 

average mutation rate is approximately 3.5 times higher for (A)10 repeats than for 

(A)8 repeats (3). Altogether, our observations led us to propose to assign a role for 

SMAP1 mutations in MSI colorectal oncogenesis.  
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Several cellular mechanisms exist to avoid the expression of abnormal 

truncated proteins that may act in a dominant negative manner. One is the NMD 

system, which degrades abnormal transcripts harboring a premature termination 

codon (5, 18). As expected, the presence of SMAP1 mutations in cell lines from 

various tissue origins caused a significant decrease in SMAP1 transcript levels, that 

was more marked for biallelic than for monoallelic mutations, with the exception of 

LoVo and SW48. The fact that SMAP1 transcript levels remained in the normal range 

in LoVo and SW48 cells despite the presence of biallelic mutations suggests that 

NMD may be deficient in these cell lines. Indeed, both cell lines have a profound 

MMR defect due to inactivation of one of the major MMR component, i.e. MSH2 

mutation and MLH1 epigenetic inactivation, respectively, which gives rise to the 

accumulation of numerous mutations all over the genome, possibly targeting one of 

the NMD actors. Yet, several genes coding proteins involved in the recognition of 

mRNAs containing PTC or in their degradation harbor coding mononucleotide 

repeats that are prone to MSI-driven mutations, notably SMG7 has one (A)9 repeat 

and UPF3A has two such repeats. In addition, SMG1, UPF2, UPF3B and PARP1 all 

carry at least one repeat of 7 mononucleotides that may also be mutated in MSI 

tumors. In view of this, it would be interesting to evaluate the contribution of NMD 

defects in MSI oncogenesis. In a series of primary MSI CRCs, immunohistochemical 

analyses of SMAP1 allowed us to visualize that, in some tumors, SMAP1 protein 

expression was heterogeneous, with some regions totally lacking detectable SMAP1, 

while others were normally labeled. In view of the possible role of SMAP1 mutations 

in tumor progression, as suggested by the decrease in mutation frequency observed 

in the more advanced tumors, it would be interesting to investigate whether the risk 

for tumor recurrence is lower in tumors that are homogeneously lacking SMAP1 

expression and if SMAP1 is less frequently mutated in the recurrences. 
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In order to get further insights in the molecular mechanisms through which 

SMAP1 inactivation drives colorectal oncogenesis, we set up an experimental system 

in which the SMAP1-null HCT116 cell line was compared to several isogenic clones 

derived by stably transfecting wild-type SMAP1 cDNA. Because HCT116 is MMR-

deficient, this cell line is hypermutable and has accumulated a collection of mutations 

throughout the genome, among which some have been selected, being present in 

the majority of the cell population if not all. By contrast, most mutations that do not 

confer a growth advantage to the cells will remain unselected and will thus be 

present in only a fraction of cells. It turns out that the HCT116 cell line, as well as all 

other MSI cell lines, represents a collection of cells with diverse genotypes displaying 

specific individual underrated characteristics. In order to perform functional 

experiments, we selected three independent clones that stably expressed SMAP1 at 

a level comparable to that of normal cells. Interestingly, all HCT116-SMAP1 clones 

behaved in the same manner, regardless of the functional test performed, indicating 

that the differences observed when compared with the parental HCT116 cell line was 

most likely due to SMAP1 rather than to an unrecognized trait that emerged in a 

particular clone. 

SMAP1 has been previously described as being involved in clathrin-mediated 

endocytosis of TfR (8). In their experiments, HeLa cells that normally express 

SMAP1 internalized transferrin efficiently while those overexpressing wild-type 

SMAP1 or a GAP-negative mutant failed to incorporate transferrin, as did HeLa cells 

in which endogenous SMAP1 expression was silenced by siRNA (8). Our data show 

that restoring SMAP1 expression in HCT116 cells had no effect on TfR 

internalization, but accelerated the fast recycling step in all three HCT116-SMAP1 

clones to the same extent. There are several possible reasons for these apparent 

discrepancies. The first one is that our experiments were performed using the 
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HCT116 cell lines and several counterpart clones expressing normal levels of 

SMAP1, while most of the experiments reported in the other study were done with 

HeLa cells either overexpressing wild-type or GAP-defective SMAP1 (8). 

Nevertheless, these authors also reported that TfR endocytosis was impaired using 

HeLa cells in which SMAP1 expression was silenced, a model that is closer to ours 

since MSI-driven SMAP1 mutations abolish protein expression (8). In our 

experiments, TfR endocytosis was quantitatively evaluated by measuring labeled Tf 

intensity by FACS rather than observed microscopically, and the endocytosis process 

was followed over time by analyzing numerous time points to be able to detect 

abnormalities during both the early and late steps independently.  

Considering that SMAP1 preferentially acts on Arf6, our results showing that 

SMAP1 inactivation perturbed the fast recycling step of TfR recycling to the plasma 

membrane fit well with the data recently reported by the group of Chavrier (19, 20). 

Indeed, they showed that Arf6 does not contribute to receptor-mediated clathrin-

dependent endocytosis but that its interaction with JNK-interacting proteins on 

endocytic vesicles is required for TfR trafficking in the fast, microtubule-dependent 

endocytic recycling pathway	
   (20). Because GTP loading and GTP hydrolysis are 

required for Arf6 incorporation and dynamics in clathrin-coated structures (20), it 

would be interesting to determine whether SMAP1 may be one of the yet-unknown 

Arf6-specific GAPs acting in this process. 

We observed that the SMAP1-null HCT116 cell line grew faster than its 

isogenic clones in which SMAP1 expression was restored is reminiscent of one of the 

clinical features of MSI CRCs, as they tend to be larger-sized tumors compared with 

MSS CRCs. Increased cell proliferation associated with SMAP1 mutations was due, 

as least in part, to a shorter G2/M phase. Interestingly, it was recently shown that 

expression of an Arf6 mutant unable to undergo GTP hydrolysis led to cytokinesis 
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defects, suggesting that the hydrolysis of the Arf6-GTP is essential for completion of 

cytokinesis (19). The	
  Arf6GAPs involved in Arf6 regulation during cytokinesis are yet 

to be characterized. Interestingly, it was recently shown that expression of GTP-

locked Arf6-Q67L or dominant inhibitory Arf6-T27N mutants leads to cytokinesis 

defects, suggesting that the Arf6 activity and the hydrolysis of the Arf6-GTP are both 

essential for completion of cytokinesis (19). Furthermore, Arf6-GTP interacts with the 

Sec10 subunit of the exocyst complex for the docking and exocytosis of vesicles 

(21). In parallel, it was demonstrated that Rab11- and FIP3-positive vesicles from the 

endosomal recycling compartment are essential for cytokinesis completion (22). 

Hence, since SMAP1 is unlikely to be involved in the slow recycling from the 

endosomal recycling compartment, the trafficking of Rab11- FIP3-positive vesicles 

should not be impaired upon SMAP1 inactivation. Thus, if SMAP1 were one of the 

Arf6GAPs involved in cytokinesis by controlling the vesicles exocytosis, its 

inactivation is expected to shorten the G2/M phase, increasing the Arf6-GTP amount 

at the plasma membrane and thus the interaction with the exocyst complex and the 

exocytosis, a hypothesis fitting well with our observations.  

In conclusion, we report that loss-of-function SMAP1 mutations frequently 

occur in MSI tumors of various tissue origins, and we provide evidence for their 

implications in diverse biological functions, unraveling their role in oncogenesis. 

SMAP1 is an ArfGAP specific for Arf6, a small GTPase involved in several cellular 

mechanisms such as clathrin-mediated endocytosis of membrane proteins and actin 

remodeling. Owing to the recently reported role for Arf6, as well as several ArfGAP 

proteins, in regulating adhesion, migration, and cancer cell invasion (23-25), we 

propose to assign a new role for SMAP1 in this emerging oncogenic pathway. 
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Figure 2  
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Figure 3  
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Figure 4  
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Figure 5
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Figure 6  
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Table 1  

No. of 
patients % No. of 

patients % P

Age
Median 0.24
Range
< 65 yr 13 76.5 12 57.1 0.19

Sex
Male 10 58.8 10 47.6
Female 7 41.2 11 52.4
Unknown 2

Tumour location
Proximal 14 82.4 15 71.4
Distal 3 17.6 6 28.6
Unknown 2

Differentiation grade
Well / moderate 10 58.8 6 40.0
Poor 7 41.2 9 60.0
Unknown 8

Stage
III A (T1-T2, N1) 2 11.8 1 4.8
III B (T3-T4, N1) 8 47.0 9 42.8
III C (Tx, N2) 7 41.2 11 52.4
Unknown 2

Adjuvant chemotherapy
Fluorouracil 9 52.9 11
FOLFOX 8 47.1 5
None 3
Unknown 4

Table 1 : Clinical features of patients affected with a TNM stage III MSI CRC 
according to SMAP1 mutations. 

49.8 58.9
30.8 - 90.631.1 - 76.0

0.32

0.86

0.53

0.69

SMAP1wt SMAP1mut

 (n = 17)  (n = 23)
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Figure legends 

 

Figure 1. Protein domain structures and subcellular localizations of SMAP1 

and SMAP2 proteins.  

The SMAP1 gene A10 repeat and the corresponding protein regions are conserved 

between human and murine species, whereas the SMAP2 gene A8 repeat is not, 

although the corresponding protein region is conserved. SMAP1 protein is an ArfGAP 

of Arf6, a GTPase involved in clathrin-mediated endocytosis whereas SMAP2 is an 

ArfGAP specific for Arf1, involved in trans-Golgi network trafficking. SMAP1 ArfGAP 

domain: aa 18-136; SMAP1 Zn finger: aa 33-56; SMAP1 clathrin box: 218-222.  

 

Figure 2. SMAP1 mutations in human MSI colorectal cancers.  

A. SMAP1 expression pattern by immunohistochemistry in normal colic mucosa, B. 

in MSI CRC harboring an heterogeneous pattern, and C. in MSI CRC harboring an 

homogeneous pattern. D. SMAP1 mutation frequency according to tumor stage. 

Stage II: in situ tumors (n=41); stage III: tumors with lymph node metastasis (n=45); 

stage IV: tumors with distant metastasis (n=8). E. Percent of disease-free survival in 

patients developing a stage III MSI CRC, according to adjuvant chemotherapy 

treatment, FOLFOX (n=12) or 5FU (n=22). F. Percent of disease-free survival in 

patients with stage III MSI CRC treated by 5FU, according to SMAP1 mutations. 

Survival data were analyzed according to the method of Kaplan and Meier, and 

compared using a two-sided log-rank test.  
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 Figure 3.	
  Characterization of	
   SMAP1 mutations arising in tumor-derived cell 

lines and SMAP1 transcript expression according to tumor SMAP1 mutations.  

A. SMAP1 gene sequencing in cell lines derived from MSS or MSI tumors of various 

tissue origins. B. Distribution of MSI tumor-derived cell lines from various tissue 

origins accordingly to SMAP1 mutation status, wild-type (no mutation), monoallelic or 

biallelic mutations. C. Relative SMAP1 transcript expression in MSS and MSI tumor-

derived cell lines. Hatched box: MSS cell lines derived from non-colorectal tumors; 

black box: MSS CRC-derived cell lines; closely punctated box: MSI CRC-derived cell 

lines with wild-type SMAP1 allele only; largely punctated box: MSI CRC-derived cell 

lines harboring a monoallelic SMAP1 mutation; white box: MSI CRC-derived cell lines 

harboring biallelic SMAP1 mutations. D. Relationship between SMAP1 transcript 

level in tumor-derived cell lines according to SMAP1 mutation status using the Mann 

and Whitney test. Wt: wild-type; mono: monoallelic mutation; bi: biallelic mutations. 

 

Figure 4: Truncated SMAP1 protein expression and stability.  

A. SMAP1 expression was analyzed in the HCT116 cell line carrying a homozygous 

1bp deletion SMAP1 mutation (SMAP1-A9) and in HeLa cells (SMAP1wt) transfected 

with the expression vector of the HA-tagged truncated SMAP1 form corresponding to 

the 1 bp deletion mutation (SMAP1-A9-HA) or not (Ctrl). The membrane was 

revealed with an antibody directed against the SMAP1 peptide 101-115 aa (Sigma); 

the 55kDa and 28kDa bands correspond to the endogeneous wild-type SMAP1 

protein and the SMAP1-A9 truncated protein, respectively. Loading controls were 

obtained using an HRP-conjugated anti-GAPDH antibody (ab9385, AbCam). B. 

HCT116 cells were transfected with pcDNA3.1-SMAP1-A9-HA or pcDNA3.1-SMAP1-

HA and treated with a proteasome inhibitor, MG132, at 5µM during 8 hours. The 

expression of SMAP1-HA and SMAP1-A9-HA was detected by Western blot with an 
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anti-HA tag antibody. The p53 protein used as a control for proteasome inhibition 

was detected with the DO-1 monoclonal mouse antibody. C. Quantification of p53 

and SMAP1 proteins upon proteasome inhibition. Results are represented as the 

ratio between expression in MG132-treated cells and untreated cells after 

quantification normalization using GAPDH as control. 

 

Figure 5. Cell proliferation and cell cycle analysis.  

A. Western blot analysis of SMAP1 expression in HeLa (SMAP1wt), HCT116 

(SMAP1-null) and three clones derived from HCT116 cells by stably transfecting 

SMAP1; immunofluorescence detection of SMAP1 is shown for HCT116 cells and a 

representative HCT116-SMAP1 clone. B. To evaluate proliferation, cells were 

seeded at 12x103 per well and counted 24h or 48h after seeding. Results represent 

the mean of 3 independent experiments ± sem. C and D. For clonogenic assays, 

cells were seeded at 50 per well, and stained with Toluidine blue at day 6 to count 

clones. Results represent the mean of 3 independent experiments ± sem each 

performed in triplicate. E. For cell cycle analysis, cells were treated with nocodazole 

during 16 hours at 37°C, then washed and incubated and fixed at several time points. 

Cells were labelled with propidium iodide and analyzed by flow cytometry. Results 

are means of three independent experiments (except for C12, only one experiment) 

and are expressed as percentage ± s.e.m. Black box: G0/G1 phase; grey box: S 

phase; white box: G2/M phase.  

 

Figure 6. Effects of SMAP1 mutations on transferrin receptor (TfR) 

internalization and recycling. 

A. HCT116 cells and the HCT116-SMAP1 C12 clone stably expressing SMAP1 were 

pre-incubated with Tf-A488. Endocytosis was stopped at different time points and 
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images were obtained by confocal microscopy. B. HCT116 cells and HCT116-

SMAP1 clones (C7, C12, and C16) were pre-incubated with Tf-A488, washed and 

incubated at 37°C to allow internalization. TfR Internalization was stopped at different 

time points and analyzed by flow cytometry. Results are expressed as the ratio of 

internalized Tf/surface bound Tf and represent the mean ± sem of at least four 

independent experiments. C. TfR recycling was analyzed in cells incubated with 

transferrin-A633 (Tf). After Tf excess was eliminated, cells were incubated in a Tf-

A633 free medium and analyzed at various time points by flow cytometry. Results are 

expressed as the ratio of internalized Tf-A633 at various time points/total internalized 

Tf-A633 and represent the mean ± sem of at least three independent experiments. 

 

Table 1 : Clinical features of patients affected with a TNM stage III MSI CRC 

according to SMAP1 mutations. 
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II. Résultats complémentaires 

1. Matériels et Méthodes 

1.1. Immunofluorescence et cytométrie en flux 

	
  
Pour l’immunofluorescence, les cellules ont été cultivées sur lamelles de verre 

pendant 48 h. Toutes les incubations autres que celles des anticorps ont été 

réalisées pendant 15 min à température ambiante. Les cellules ont d’abord été fixées 

au para-formaldéhyde 2% puis, perméabilisées dans un mélange acétone/méthanol 

(1/1, v/v). Enfin, les cellules ont été incubées avec du PBS-BSA 1%  afin de bloquer 

les sites non spécifiques d’attachement des anticorps. Une fois préparées, les 

cellules ont été incubées avec les anticorps primaires dilués dans du PBS-BSA 1%, 

anti-E-cadhérine (Mouse monoclonal, clone HECD-1, AbCam) au 1/400 ; anti-β-

caténine (rabbit polyclonal antibody, C2206, Sigma-Aldrich) au 1/500 pendant 1 h à 

température ambiante. Après lavages avec du PBS, l’anticorps secondaire couplé à 

l’Alexa Fluor 488 (Life Technologies, France) dilué au 1/200 dans du PBS-BSA 1% a 

été ajouté aux cellules pendant 1 h à l’obscurité. Les noyaux des cellules ont ensuite 

été colorés avec une solution de DAPI 300nM pendant 10 min. Après montage sur 

une lame de microscope, les cellules ont été observées au microscope confocal. 

Pour l’analyse en cytométrie en flux, les cellules ont été cultivées dans une plaque 6 

puits pendant 48 h, décollées avec une solution de PBS-EDTA 1%, et 106 cellules 

ont été incubées avec l’anticorps anti-E-cadhérine dilué au 1/400 dans du PBS-BSA 

1% pendant 1 h à 4°C. Après lavages avec une solution de PBS froide, les cellules 

en suspension ont été incubées avec l’anticorps secondaire couplé à l’Alexa Fluor 

488 dilué au 1/200 dans du PBS-BSA 1% pendant 1 h à 4°C. Les cellules ont été 
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lavées avec du PBS puis analysées par cytométrie en flux (BD LSRII, BD 

Biosciences). 

 

1.2.  Migration en deux dimensions  

Les cellules, 5x104 dans chaque chambre des inserts IBIDI (Biovalley, France), ont 

été cultivées dans du milieu sans sérum jusqu’à ce qu'elles soient confluentes 

(Figure 23A). Une fois les cellules confluentes, les inserts ont été retirés et du milieu 

avec 10% de sérum a été ajouté aux cellules. Le moment du retrait de l’insert 

constitue le T0 de la migration. En plus du T0, les cellules ont été prises en photos à 

différents intervalles de temps afin de suivre la fermeture de la blessure. L’analyse 

des photos a été effectuée à l’aide du logiciel ImageJ. 

 

1.3.  Invasion à travers une matrice de Matrigel 

Pour ces expériences, nous avons utilisé des inserts pré-coulés avec du Matrigel 

(BD Matrigel Invasion Chamber, BD Biocoat, BD Biosciences, France) (Figure 24A). 

Les inserts ont été utilisés selon le protocole du fournisseur. Les cellules ont été 

incubées sur le Matrigel à raison de 1,5x105 cellules dans du milieu sans sérum. Les 

inserts sont placés dans un puits de plaque 24 puits contenant du milieu avec 10% 

de sérum. Les cellules ont été incubées à 37°C pendant 24 h. Le Matrigel est retiré 

de l’insert avec un coton-tige afin de se débarrasser des cellules incapables 

d’envahir la matrice. Les cellules qui sont passées sur la face inférieure de l’insert 

sont fixées au méthanol 100% froid pendant 10 minutes à -20°C puis, colorées au 

DAPI 300nM afin de marquer les noyaux pendant 10 min à l’obscurité. Les inserts 

sont ensuite montés entre lame et lamelle dans du milieu de montage (Aqua/Poly 

Mount, Tebu-Bio) pour permettre la prise de photos au microscope à fluorescence. 
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Les images ont été analysées à l’aide du pluggin « Comptage Boyden » du logiciel 

ImageJ, gracieusement mis à disposition par l’unité INSERM U903 à Reims, France.  

 

2. Résultats 

2.1. Les mutations de SMAP1 stabilisent les jonctions adhérentes 

Les protéines SMAP1 et Arf6 ont été décrites comme impliquées dans 

l’internalisation de la E-cadhérine [86] [79]. Nous avons donc analysé les 

conséquences des mutations de SMAP1 sur l’endocytose de la E-cadhérine. Pour 

cela, nous avons utilisé le système cellulaire HCT116 muté pour SMAP1 et les trois 

clones ré-exprimant SMAP1 (HCT116-SMAP1). La complémentation en SMAP1 des 

cellules HCT116 résulte en la relocalisation de la E-cadhérine de la membrane 

plasmique au cytoplasme (Figure 21A), la localisation membranaire diminuant d’au 

moins 25% (Figure 21B). Cette relocalisation s’accompagne de la diminution de 

l’expression de la E-cadhérine dans les clones HCT116-SMAP1 (Figure 21C). La 

perte de l’expression membranaire de la E-cadhérine dans les clones HCT116-

SMAP1 entraine un changement morphologique de cellules. En effet, les cellules 

HCT116 sont cohésives et forment des amas cellulaires compacts, les clones 

HCT116-SMAP1 sont plus étalés sur le support et forment des protrusions 

membranaires (Figure 21D). 
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L’internalisation de la E-cadhérine est couplée à celle de la β-caténine. Nous avons 

donc étudié la localisation cellulaire de cette protéine, qui une fois internalisée est 

normalement dégradée par le protéasome ou transférée au noyau. En concordance 
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Figure 21: Localisation subcellulaire de la E-cadhérine. A. Immuno-fluorescence anti-E-
cadhérine, en vert, sur les cellules HCT116 et 2 clones HCT116-SMAP1, C7 et C12. En bleu, les 
noyaux. B. Mesure du pourcentage de E-cadhérine à la MP dans les clones par rapport à 
HCT116. Ces résultats ont été obtenus en cytométrie en flux après immuno-marquage de la E-
cadhérine et représentent 3 expériences indépendantes ± s.e.m. C. Western blot de lysats 
protéiques totaux. D. Morphologie des cellules en microscopie à contraste de phase. 
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avec les résultats obtenus pour la E-cadhérine, les clones HCT116-SMAP1 

présentent une localisation cytoplasmique et surtout nucléaire de la β-caténine 

(Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2. Les mutations de SMAP1 augmentent la migration cellulaire 

Les résultats obtenus sur les localisations cellulaires de la E-cadhérine et de la β-

caténine nous permettent d’émettre l’hypothèse d’une transition épithélio-

mésenchymateuse initiée par la réexpression de SMAP1 dans les cellules HCT116. 

Nous avons donc analysé la migration des cellules exprimant ou non SMAP1 par un 

test de cicatrisation (wound-healing). Les cellules sont cultivées jusqu’à confluence 

dans des inserts présentant deux chambres séparées par une barrière centrale 

mimant une blessure (Figure 23A). Après retrait de l’insert, la cicatrisation est 

observée jusqu’à fermeture. Sur un support plastique, les clones HCT116-SMAP1 

migrent 4,5 fois moins que les cellules parentales (Figure 23B) ce qui va à l’encontre 

des résultats obtenus sur la stabilité des jonctions adhérentes. Afin de s’assurer que 

HCT116 

C7 

C12 

C16 

Figure 22: Localisation subcellulaire de la β-caténine. Immunofluorescence 
anti-β-caténine, en vert. En bleu, les noyaux. 
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ces résultats ne soient pas des artefacts dus aux conditions de culture sur plastique, 

nous avons reproduit cette expérience sur un substrat de collagène de type I. Dans 

ces conditions, aucune différence significative n’est observée entre les clones et les 

cellules parentales (Figure 23C).  

	
  

Figure 23: Migration deux dimensions. A. Représentation schématique de l’insert. B. 
Migration des cellules sur support plastique. Les histogrammes sont la quantification de la 
cicatrisation visualisée sur les photos et représentent au moins une expérience. C. Migration 
des cellules sur collagène de type I. 

	
  
 

2.3. Les mutations de SMAP1 diminuent le pouvoir invasif des cellules 

 

Les résultats de migration en deux dimensions n’étant pas en accord avec les 

résultats de stabilité des jonctions adhérentes, nous avons étudié la capacité des 

cellules à migrer et à digérer une matrice de Matrigel, mimant la lame basale des 

épithélia. Pour cela, nous avons ensemencé les cellules sur un gel de Matrigel 
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déposé au dessus d’une membrane perforée de pores de 8µm dans un milieu sans 

sérum (Figure 24A). La membrane est placée dans une plaque 24 puits contenant du 

milieu avec sérum jouant le rôle d’attractant. Les cellules sont incubées pendant 24h 

afin de leur permettre de migrer et de dégrader le Matrigel et ainsi se retrouver sur la 

face inférieure de la membrane. Les cellules ayant traversé le Matrigel et la 

membrane sont comptabilisées. Ce test a permis de mettre en évidence un pouvoir 

invasif plus important des clones HCT116-SMAP1 par rapport aux cellules 

parentales en concordance avec les résultats sur la stabilité des jonctions 

adhérentes (Figure 24B). La différence observée entre les données de migration et 

d’invasion ne semble pas si étonnante. En effet, les cellules se comportent 

différemment en deux et en trois dimensions. L’expérience d’invasion se rapproche 

plus de ce qui peut se passer in vivo par la présence du gel de Matrigel qui mime la 

lame basale.  
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Figure 24: Invasion à travers un gel de Matrigel. A. Représentation schématique 
de l’expérience. B. Mesure de l’invasion des cellules après 24h d’incubation. 
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PARTIE III. DISCUSSION & PERSPECTIVES 
	
  
	
  

I. Discussion 

	
  
Ma Thèse portant sur « l’étude fonctionnelle de SMAP1 : un nouveau gène à la 

croisée du trafic vésiculaire et de l’oncogenèse » avait pour objectifs : 

Ø la caractérisation des mutations de SMAP1 ; 

Ø l’étude de l’impact des mutations de SMAP1 sur ses fonctions 

cellulaires ; 

Ø l’analyse des conséquences des mutations sur le pouvoir invasif des 

cellules tumorales 

Les travaux réalisés pendant ma Thèse ont mis en évidence un nouveau gène cible 

de l’oncogenèse MSI, tant d’un point de vue moléculaire que fonctionnel, le gène 

SMAP1. Il s’agit, à ma connaissance, de la première démonstration de l’implication 

d’un gène du trafic membranaire dans l’oncogenèse colorectale MSI. Les mutations 

de SMAP1 dans les CCR MSI ont des conséquences fonctionnelles qui expliquent 

en partie des caractéristiques cliniques des tumeurs MSI telles que leur volume et 

leur faible invasivité.  

 

Dans la suite de mon manuscrit, je discuterai les résultats obtenus dans les trois 

objectifs initiaux et les confronterai avec les données actuelles de la littérature. 
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1. La caractérisation des mutations de SMAP1 dans les tumeurs 

 

Mon projet de Thèse a vu le jour à la suite des travaux réalisés au sein du laboratoire 

[21]. Cette étude a permis de mettre en évidence plusieurs nouveaux gènes 

potentiellement cibles de l’oncogenèse MSI, dont le gène SMAP1. La fréquence de 

mutations de SMAP1 dans une collection de 44 CCR MSI était de 73%, plaçant le 

gène SMAP1 parmi le groupe de gènes très fréquemment muté. Notre étude porte 

sur 89 CCR MSI et définit la fréquence de mutations de SMAP1 à 60%. Cette 

différence observée n’est pas étonnante. La première explication possible est le 

stade TNM des tumeurs (Table 3). En effet, la collection utilisée dans l’étude de El-

Bchiri et al., comportait au moins 25 tumeurs de stade II, 14 tumeurs de stade III et 1 

tumeur de stade IV alors que la répartition au sein de notre collection est plus 

homogène entre les stades II et III, 41 et 40 respectivement. Nous avons montré que 

moins la tumeur était de stade avancé et plus la fréquence de SMAP1 est élevée 

(68% en stade II, 51% en stade III et 25% en stade IV). Ceci explique la fréquence 

de mutation plus élevée dans l’étude d’El-Bchiri et al., enrichie en tumeurs de stade 

II. De plus, bien que nous ayons enrichi notre collection de tumeurs MSI par rapport 

à l’étude d’El-Bchiri et al. en doublant le nombre de cas, nos effectifs restent faibles, 

ce qui pourrait expliquer les différences observées. Une autre explication, plus 

technique, est également possible. En effet, l’extraction d’ADN est réalisée à partir 

de tissu congelé ou inclus en paraffine qui contient, en plus de la tumeur, du tissu 

sain. Malgré l’identification de la zone tumorale et la macro-dissection, l’élimination 

complète du tissu normal n’est pas possible. Ainsi, selon le taux de contamination 

par le tissu sain, le résultat du génotypage peut varier. C’est également la raison 

pour laquelle il n’est pas possible de définir le génotype précis d’une tumeur ; nous 

définissons les tumeurs par leur statut sauvage ou muté. De plus, les mutations par 
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insertion/délétion dans un contexte MSI sont très dynamiques ; ainsi, au sein même 

de la tumeur le génotype pour un gène donné peut être hétérogène. 

Les mutations de SMAP1 sont spécifiques des tumeurs MSI quelque soit l’origine 

tissulaire. En effet, notre étude sur 46 lignées cellulaires dérivées de cancers MSI 

(n=25) ou non (n=21) a permis de mettre en évidence la spécificité phénotypique des 

mutations de SMAP1 puisqu’aucune lignée non-MSI n’est mutée alors que 68% des 

lignées MSI le sont. De plus, ces mutations ne sont présentes que dans le 

microsatellite poly(A10) du gène. La majorité de ces mutations consiste en la 

délétion d’une paire de bases, transformant le poly(A10) en poly(A9) et décalant ainsi 

le cadre de lecture. Le transcrit anormal comporte un codon STOP prématuré en 

position 575. La cellule dispose d’un système de surveillance des ARNm permettant 

la dégradation des ARN comportant un codon STOP prématuré évitant ainsi 

l’expression de protéines tronquées anormales : le système NMD (Non-sense 

Mediated mRNA Decay) [75]. Ainsi, le transcrit de SMAP1 dans les tumeurs MSI et 

dans les lignées cellulaires MSI est diminuée. Dans les tumeurs MSI, la 

contamination par le tissu sain ne permet pas de quantifier avec précision le niveau 

d’expression des transcrits qui malgré tout diminue d’un facteur 2. Le système NMD 

n’étant pas totalement efficace, il est possible que les transcrits anormaux soient 

traduits en une protéine tronquée présentant un néo-peptide C-terminal (Figure 4), 

expliquant le caractère immunogène des tumeurs MSI. Ainsi, nous avons recherché 

la présence éventuelle d’une protéine SMAP1 tronquée, dont la taille théorique est 

de 21kDa, en western blot dans la lignée cellulaire HCT116 dérivée d’un CCR MSI. 

Les mutations de SMAP1, en particulier la mutation poly(A9), aboutissent à une 

absence de protéine détectable en western blot. Cette lignée cellulaire n’exprime que 

11% de transcrit résiduel (Figure 2C de l’article) et nous avons également démontré 

que la protéine tronquée poly(A9) exprimée transitoirement dans les cellules est 
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sensible à la dégradation par le protéasome (Figure 4B et 4C de l’article). De plus, la 

lignée de CRC MSI, LoVo, mutée de manière bi-allélique pour SMAP1, exprime plus 

de 70% de transcrit résiduel (Figure 3 C de l’article) mais aucune bande 

correspondant à la taille théorique n’a jamais été observée en western blot, ce qui 

concorde avec nos résultats d’inhibition du protéasome. Ces données d’expression 

nous ont permis de conclure raisonnablement sur une mutation de type perte-de-

fonction et ceci, bien qu’il soit possible que l’absence de protéine détectable en 

western blot ne soit due qu’au seuil de détection de la technique. Les deux études 

fonctionnelles menées sur les gènes cibles de l’oncogenèse MSI, TGFβ-RII [18] et 

ACVR2 [20], n’ont pas mis en évidence la présence d’une protéine tronquée dans les 

lignées cellulaires utilisées, HCT116 et HCT15 respectivement. Alors qu’une étude 

sur le facteur de transcription TCF4 a mis en évidence l’expression d’une protéine 

TCF4 tronquée dans la lignée LoVo dérivée d’un CRC MSI [177]. Ainsi, l’expression 

d’une protéine tronquée est dépendante du gène étudié. En effet, les codons STOP 

prématurés sont reconnus plus ou moins efficacement par le système NMD selon 

leur position dans le transcrit [75].  

 

 

2. Le rôle de SMAP1 dans l’endocytose clathrine-dépendante du récepteur de 

la transferrine 

 

La protéine SMAP1 est une Arf6-GAP qui serait impliquée dans l’endocytose 

clathrine-dépendante (CME) de protéines membranaires tels que le récepteur à la 

transferrine (TfR) et plus précisément lors de son internalisation [77]. Nos résultats 

obtenus dans la lignée cellulaire HCT116 et les trois clones ré-exprimant stablement 
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SMAP1 (HCT116-SMAP1) ne sont pas cohérents avec les résultats de Tanabe. En 

effet, nous montrons que les mutations de SMAP1, donc son absence d’expression, 

aboutissent à un défaut dans le recyclage rapide du TfR mais n’ont aucune 

conséquence détectable sur son internalisation (Figure 5 de l’article). Nos résultats 

sont en concordance avec ceux obtenus par l’équipe de Philippe Chavrier [3 , 85]. 

Ces travaux ont permis de mettre en évidence le rôle d’Arf6 dans le recyclage du TfR 

plutôt que dans son internalisation. La forme active Arf6-GTP s’associe avec la 

protéine JIP3/4 pour faciliter la liaison avec la dynactine, protéine motrice des 

microtubules permettant le déplacement de la vésicule cargo vers l’intérieur de la 

cellule. Ainsi, la diminution de l’hydrolyse d’Arf6-GTP diminue l’association des 

vésicules cargos avec la protéine motrice des microtubules kinésine-1 qui permet 

leur déplacement vers la membrane plasmique [3]. L’absence de SMAP1 rompt 

l’équilibre du cycle GTP/GDP d’Arf6, en faveur de la forme Arf6-GTP, équilibre 

essentiel à son bon fonctionnement. Cependant, l’absence d’Arf6 induit un défaut de 

recyclage qui se prolonge jusqu’à 30 minutes après le début de l’expérience [85], 

alors que l’absence de SMAP1 n’a de répercussions que lors du recyclage rapide, 

c’est-à-dire pendant les 6 premières minutes de l’expérience (Figure 5 de l’article). 

Une protéine GEF et une protéine GAP seraient dédiées à chaque fonction cellulaire 

d’Arf6 [89]. Ainsi, d’après nos résultats, il est tentant d’émettre l’hypothèse selon 

laquelle SMAP1 serait la Arf6-GAP impliquée dans la régulation de la fonction d’Arf6 

lors du recyclage rapide du TfR (Figure 25). 

Dans notre système cellulaire, où nous comparons les cellules HCT116 avec les 

clones HCT116-SMAP1, dans lesquels un niveau physiologique de SMAP1 est ré-

exprimé,  les taux d’internalisation et de recyclage sont plus bas que ceux obtenus 

avec les cellules HeLa, modèle cellulaire de l’étude de la CME. Le taux maximal 

d’internalisation atteint dans les cellules HCT116 est de 22% et celui du recyclage 
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est de 50% alors que dans les cellules HeLa, ceux-ci avoisinent les 70% [85]. Cette 

différence élevée peut s’expliquer par le type cellulaire utilisé. En effet, la lignée 

cellulaire HeLa est dérivée d’une tumeur MSS du col de l’utérus alors que la lignée 

cellulaire HCT116 est dérivée d’une tumeur colorectale MSI mucineuse. De plus, 

d’autres systèmes de captation du fer sérique ont été décrits dans les cellules 

intestinales notamment via la signalisation mucine-mobilferrine-intégrine  [178]. La 

mucine capterait le fer présent dans la lumière intestinale le rendant soluble. Les 

intégrines présentes à la surface membranaire permettraient le transfert du fer à la 

mobilferrine, protéine navette cytosolique [178]. 
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Figure 25 : Modèle du rôle de SMAP1 dans le recyclage rapide du TfR. L’absence de 
SMAP1 dans les cellules HCT116 (à gauche) n’empêche pas l’internalisation du TfR. Arf6-
GTP se lie à JIP3/4 qui interagissent avec la dynactine permettant le transport des vésicules 
vers les différents organelles intracellulaires. L’absence de SMAP1 ne permet pas l’hydrolyse 
du GTP d’Arf6 ; ainsi la kinésine 1 n’interagit pas avec JIP3/4 et le recyclage rapide du TfR 
est diminué. Après réexpression de SMAP1 (à droite), la quantité d’Arf6-GTP diminue, JIP4 
est libre d’interagir avec la kinésine 1 permettant de rétablir un recyclage rapide plus élevé. 
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3. Le rôle de SMAP1 dans la cytocinèse 

 

De manière inédite, j’ai obtenu des résultats indiquant que la protéine SMAP1 porrait 

être impliquée dans la complétion du cycle cellulaire (Figure 6 de l’article). Le rôle 

d’Arf6 dans la phase d’abscission lors de la cytocinèse, dernière étape du cycle 

cellulaire, est bien documenté dans la littérature [150]	
   [149] [9]	
   [3]. C’est 

principalement pour son rôle lors du recyclage lent qu’Arf6 a été décrit lors de 

l’abscission. En effet, les endosomes de recyclage impliqués dans l’étape 

d’abscission sont en partie issus du compartiment de l’endosome de recyclage 

Rab11- et Arf6-positif [149]	
   [179]. D’après l’hypothèse émise dans le paragraphe 

précédent, à savoir que SMAP1 serait la Arf6-GAP impliquée dans la régulation 

d’Arf6 lors du recyclage rapide en interphase, SMAP1 ne serait pas impliquée dans 

l’étape d’abscission. Or, la réexpression de SMAP1 dans les cellules HCT116 

rallonge la phase G2/M du cycle cellulaire (Figure 6 de l’article), contredisant ainsi 

notre hypothèse. Les endosomes de recyclage lent ne sont pas les seuls endosomes 

impliqués dans l’abscission. En effet, les endosomes Rab35-positifs issus de 

l’endosome de tri ont également un rôle dans la complétion de la cytocinèse [141]. 

Ainsi, le rétablissement d’un recyclage rapide plus efficace après expression de 

SMAP1 dans le cas du TfR devrait avoir lieu lors de la cytocinèse et permettre une 

complétion plus rapide. Cependant, le rétablissement de l’équilibre du cycle 

GDP/GTP aboutit à la diminution de la quantité d’Arf6-GTP à la MP. Ainsi, une fois 

les vésicules dans la région péri-membranaire, l’interaction d’Arf6 avec l’exocytose 

via la sous-unité Sec10 est diminuée au même titre que l’interaction avec Rab11-

FIP3, aboutissant à une exocytose moindre. De plus, le rétablissement de l’équilibre 

du cycle GDP/GTP d’Arf6 diminue l’activation de la PIP5K donc la production locale 

de PIP2, phosphoinositide essentiel à la complétion de la cytocinèse par son rôle 
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dans le recrutement d’autres protéines à la MP [150] [89]. Ainsi, nos résultats sur la 

complétion du cycle cellulaire semblent être en accord avec un rééquilibre du cycle 

GDP/GTP par la réexpression de SMAP1 (Figure 26). 

 

 

Dans le cas de la lignée parentale HCTT16 n’exprimant pas SMAP1, l’augmentation 

de la forme GTP d’Arf6 n’a pas de conséquence sur le recyclage lent des vésicules 

cargos ; ainsi, l’apport des endosomes Rab11- et Arf6-positifs à la MP n’est pas 

pertubé. Arf6-GTP peut se lier à Sec10 et permettre ainsi l’exocytose des vésicules 
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Figure 26: Modèle de l’étape de cytocinèse après réexpression de SMAP1. La protéine 
Arf6 est inactivée par SMAP1. Ainsi les complexes Rab11/FIP3 et Rab11/Exocyste 
n’interagissent pas Arf6 diminuant l’exocytose des vésicules cargos avec la membrane 
plasmique. 
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qui est également facilitée par l’interaction de Rab11 avec une autre sous-unité de 

l’exocyste, Sec15 [152]. La PIP5K est activée par Arf6-GTP permettant la production 

du PIP2 nécessaire à l’abscission. Les cellules HCT116 prolifèrent donc plus 

rapidement que les clones ré-exprimant SMAP1 (Figure 27). Cette observation est 

cohérente avec la caractéristique clinique des tumeurs MSI qui sont plus 

volumineuses que les tumeurs MSS. 
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Figure 27: Modèle de la cytocinèse dans les cellules HCT116. Arf6 n’est pas inactivée par 
l’hydrolyse de son GTP par SMAP1. Ainsi, les interactions des complexes Rab11/FIP3 et 
Rab11/Exocyste sont augmentées permettant la fusion des vésicules cargos à la membrane 
plasmique. De plus, l’augmentation du PIP2 membranaire permet également l’accélération de 
la cytocinèse (non réprésenté).   
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4. Le rôle de SMAP1 dans la migration et l’invasion cellulaires 

 

La protéine SMAP1 a été décrite comme étant impliquée dans l’internalisation de la 

E-cadhérine [79]. Dans cette étude, les auteurs montrent qu’aussi bien la 

surexpression de SMAP1 que l’inhibition de son activité GAP a pour conséquence un 

défaut d’internalisation de la E-cadhérine. Nos résultats ne sont pas concordants 

avec ceux de Kon et al.. En effet, l’expression de SMAP1 dans les cellules HCT116 

mène à la relocalisation cytoplasmique de la E-cadhérine et à la diminution de son 

expression (Figure 21). Cette relocalisation de la E-cadhérine s’accompagne du 

transfert nucléaire de la β-caténine, la E-cadhérine étant internalisée en complexe 

avec la β-caténine [165]. La diminution d’expression de la E-cadhérine dans les 

clones peut être expliquée par l’activation transcriptionnelle des répresseurs SNAIL 

et SLUG par la β-caténine. Nous montrons que la E-cadhérine semble être 

normalement internalisée et n’est pas recyclée à la MP. Or, La réexpression de 

SMAP1 aboutit à la diminution de la quantité d’Arf6-GTP qui est nécessaire à 

l’internalisation de la E-cadhérine [86] [14]. Par conséquent, dans les clones 

HCT116-SMAP1, l’internalisation de la E-cadhérine devrait être diminuée, ce que 

nous n’avons pas observé. Ainsi, comme dans le cas du TfR, la protéine SMAP1 ne 

semble pas être la Arf6-GAP impliquée dans la régulation du cycle GDP/GTP d’Arf6 

lors de l’internalisation de la E-cadhérine. Cependant, dans le cas de la E-cadhérine, 

la réexpression de SMAP1 aboutit à un défaut de recyclage contrairement au cas du 

TfR où l’expression de SMAP1 permet de rétablir son recyclage rapide. À la 

différence du TfR, la E-cadhérine est recylée à la MP par les endosomes du 

recyclage lent, Rab11-positifs, et nous avons montré que SMAP1 n’est pas impliqué 

dans cette phase du recyclage. Ainsi, l’apport des vésicules contenant la E-

cadhérine à recycler n’est pas perturbé comme déduit des résultats du cycle 
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cellulaire. L’effet de l’expression de SMAP1 sur la déstabilisation des jonctions 

adhérentes peut s’expliquer par la diminution de la quantité d’Arf6-GTP à la MP 

nécessaire à l’exocytose des vésicules (Figure 28). Ainsi, nos résultats sur la 

localisation de la E-cadhérine sont en accord avec ceux obtenus sur le recyclage du 

TfR et sur le cycle cellulaire dans notre système cellulaire et confortent notre 

hypothèse selon laquelle SMAP1 serait la Arf6-GAP impliquée dans les fonctions de 

recyclage rapide d’Arf6 et de régulation de l’activation de la PIP5K. 

La déstabilisation des jonctions adhérentes dans les clones HCT116-SMAP1 

s’accompagne de l’augmentation de leur pouvoir invasif à travers une matrice de 

Matrigel (Figure 24B). Bien que ce résultat ne soit pas significatif pour les trois clones 

analysés, la tendance est néanmoins à l’augmentation du pouvoir invasif. Les 

différences observées entre les clones peuvent être attribuées à la variabilité 

importante qui peut exister dans les expériences de biologie cellulaire, nécessitant 

ainsi la répétition des expériences pour pouvoir conclure. Étonnamment, la 

réexpression de SMAP1 aboutit à la diminution de la migration des cellules (Figure 

23) alors que les clones ont des jonctions adhérentes déstabilisées et un pouvoir 

invasif plus élevé (Figures 21 et 24). Ainsi, il semblerait que les conséquences de 

l’expression de SMAP1 sur l’invasion cellulaire soient dues à une meilleure digestion 

de la matrice plutôt qu’à l’augmentation de la migration.  

La réexpression de SMAP1 rétablirait l’équilibre du cycle GDP/GTP d’Arf6 mais est 

responsable de l’entrée en TEM des cellules et de l’augmentation de leur pouvoir 

invasif. Cette observation est en faveur de l’hypothèse selon laquelle les 

conséquences des mutations de SMAP1 dans les tumeurs MSI « compenseraient » 

celles d’un autre défaut, la réexpression de SMAP1 déclenchant alors l’entrée des 

cellules en TEM et à l’augmentation de leur pouvoir invasif. En effet, les cellules 

HCT116 présentent une mutation à l’état hétérozygote sur le gène de la β-caténine 
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qui consiste en la délétion du codon TCT codant la sérine 45, site de phosphorylation 

de la β-caténine par la GSK-3β [180]. Cette phosphorylation dirige la β-caténine vers 

le protéasome afin d’y être dégradée et permet ainsi de réguler l’activité 

transcriptionnelle de la β-caténine [180]. Le gène du facteur de transcription TCF4 

n’étant pas muté dans les cellules HCT116 [177], la mutation de la β-caténine permet 

d’augmenter l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF4 [180] et 

devrait donc augmenter le pouvoir migratoire/invasif de cette lignée cellulaire. Or, les 

cellules HCT116 sont très peu invasives (Figure 23). Ainsi, il est possible de 

supposer que la mutation de SMAP1 dans les cellules HCT116 permet de 

contrecarrer les effets de la mutation de la β-caténine. En effet, nous avons 

démontré que la mutation de SMAP1 permet de stabiliser les jonctions adhérentes 

(Figure 21). Ainsi, la majorité de la β-caténine cellulaire est localisée aux jonctions 

adhérentes, ne pouvant être transférée au noyau et exercer son activité 

transcriptionnelle. Cette hypothèse est concordante avec le faible pouvoir invasif des 

tumeurs MSI, une de leurs caractéristiques cliniques. 
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Figure 28: Modèle du rôle de SMAP1 dans la stabilisation des jonctions. Dans les cellules 
HCT116 (à gauche), la quantité élevée d’Arf6-GTP permet un turnover plus rapide de la E-
cadhérine et donc une bonne stabilité des jonctions adhérentes. Arf6-GTP permet également 
la signalisation de la E-cadhérine et de la β-caténine au protéasome ainsi, une faible quantité 
de β-caténine est transférée au noyau. Dans les clones HCT116-SMAP1 (à droite), le 
rééquilibre du cycle GDP/GTP diminue la quantité d’Arf6-GTP ainsi, l’exocytose de la E-
cadhérine est diminuée alors que son internalisation n’est pas modifiée. La signalisation au 
protéasome est diminuée ainsi, la quantité de β-caténine transférée au noyau augmente 
aboutissant à l’augmentation de son activité transcriptionnelle. 
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II. PERSPECTIVES 

 

Mon travail de Thèse a permis de définir le gène SMAP1 comme gène cible de 

l’oncogenèse MSI dans différents tissus. Les travaux menés in vitro dans la lignée de 

CCR MSI HCT116 ont mis en évidence le rôle de SMAP1 dans la régulation de la 

fonction d’Arf6 dans le recyclage rapide de protéines membranaires. De plus, les 

résultats obtenus dans les expériences de cycle cellulaire et de recyclage de la E-

cadhérine nous ont permis d’émettre l’hypothèse selon laquelle les mutations de 

SMAP1 détectées chez les patients atteints d’un CCR MSI ont un effet protecteur.  

Les différentes hypothèses émises à la suite de mes travaux laissent la porte ouverte 

à des études plus détaillées afin de les valider. 

 

• Hypothèse 1 : SMAP1 est impliquée dans la régulation de la fonction 

d’Arf6 lors du recyclage rapide. 

Le rôle de SMAP1 dans le recyclage rapide sera analysé en étudiant d’autres 

récepteurs dont le rôle dans l’oncogenèse colorectale a été établi, notamment le 

récepteur à l’EGF (Epidermal Growth Factor, EGFR). En effet, selon la nature du 

ligand, l’EGFR peut être dégradé ou recyclé à la MP par la voie rapide ou lente [181]. 

De plus, il a été décrit que l’EGFR peut être co-endocyté avec la E-cadhérine. Dans 

l’optique d’une recherche globale de protéines membranaires dont le recyclage 

rapide est contrôlé par SMAP1, la technique SILAC (Stable Isotope Labeling by 

Amino acids in Cell culture) sera utilisée. Cette technique de protéomique en 

spectrométrie de masse consiste à étudier la différence d’expression de protéines 

entre deux populations cellulaires dont une est cultivée en présence d’acide aminé 
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« lourd ». Dans notre système cellulaire, la comparaison du contenu membranaire en 

protéines sera analysée entre les cellules HCT116 et les clones HCT116-SMAP1. 

 

• Hypothèse 2 : SMAP1 est impliquée dans la régulation de la fonction 

d’Arf6 lors de l’activation de la PIP5K.  

Les effets de la réexpression de SMAP1 sur la cytocinèse et la stabilité des jonctions 

adhérentes seraient dus au rôle d’Arf6 sur l’activation de la PIP5K. Afin de vérifier 

cette hypothèse, la quantité de PIP2 aux membranes sera mesurée dans notre 

système cellulaire. Pour cela, des expériences d’immunofluorescence pourront être 

réalisées puis les images pourront être quantifiées. Une autre technique est possible, 

après lyse des cellules, fractionnement des membranes et extraction des lipides. Les 

lipides seront ensuite déposés sur une membrane de nitrocellulose et le PIP2 sera 

détecté à l’aide d’un anticorps primaire spécifique et d’un anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase. Ainsi, si l’hypothèse est vérifiée, les clones HCT116-SMAP1 

devraient avoir moins de PIP2 à la MP que les cellules parentales 

 

• Hypothèse 3 : SMAP1 est impliquée dans la dégradation de la MEC plutôt 

que dans la migration.  

Cette hypothèse sera testée en étudiant la capacité de digestion de la gélatine 

fluorescente des cellules exprimant ou non SMAP1. La digestion de la MEC est 

réalisée par les MMP dont les gènes sont activés par le complexe β-caténine/TCF. 

Ainsi, la β-caténine étant transférée au noyau après réexpression de SMAP1, le 

niveau d’expression des MMP2, 7 et 9 secrétées sera analysé ainsi que celui de la 

MMP14 (ou MT1-MMP) transmembranaire. L’effet transcriptionnel de la β-caténine 

sera analysé plus largement en utilisant le système TOP-FOP luciférase qui consiste 

en deux plasmides, le TOP-FLASH qui possède les sites de liaison au TCF dans le 
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promoteur du gène de la luciférase et le FOP-FLASH, contrôle négatif, qui ne 

présente aucun site de liaison au TCF dans sa séquence. Ainsi, après transfection 

transitoire, il est possible de mesurer l’activité de la luciférase et donc indirectement 

l’activité transcriptionnelle du complexe β-caténine/TCF. 

L’invasion des cellules est rendue possible par la formation de protrusions 

membranaires tels que les invadopodes, riches en filaments d’actine notamment. Le 

turnover de la formation du réseau d’actine est important dans la formation de ces 

structures. Ainsi, en transfectant les cellules exprimant ou non SMAP1 avec le 

LifeAct, un plasmide exprimant un peptide de 17 acides aminés fluorescent capable 

d’interagir avec la F-actine, il sera possible de visualiser en temps réel la formation 

des filaments d’actine. Il sera également possible d’étudier la formation des 

invadopodes à travers une matrice de Matrigel en étudiant le réseau d’actine. 

Ainsi, une fois le rôle de SMAP1 établi dans l’invasion cellulaire in cellulo, une étude 

in vivo pourra être mise en place afin d’analyser le pouvoir invasif des cellules 

±SMAP1 après injection sous-cutanée d’un agglomérat de cellules contenu dans du 

Matrigel, permettant ainsi de mimer une tumeur solide. L’analyse des éventuelles 

métastases ou micro-métastases sera d’abord effectuée dans le foie et les poumons, 

sites privilégiés des cellules tumorales du côlon après xénogreffe. Cependant, une 

étude systématique de chaque organe devra être réalisée afin de s’assurer qu’il n’y 

ait pas de métastases ou micro-métastases ailleurs que dans le foie ou les poumons. 

Ceci pourra être réalisé par PCR en amplifiant les séquences nucléotidiques Alu, 

absentes du génome murin. 

 

• Hypothèse 4 : Les mutations de SMAP1 seraient protectrices chez les 

patients atteints d’un CCR MSI 
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Cette hypothèse sera étudiée en analysant un plus grand nombre de CCR MSI afin 

d’arriver à une puissance statistique plus importante. De plus, nous pourrions étudié 

l’éventuel rôle prédictif de récidives des mutations de SMAP1 chez des patients 

atteints d’un CCR MSI de stade II, tumeur localisée sans envahissement 

ganglionnaire, qui ne sont généralement pas traités par chimiothérapie, certaines 

tumeurs présentant une hétérogénéité de marquage en immunohistochimie.   

  



	
  
	
  

146	
  

 
 
 
 

CONCLUSION 
GÉNÉRALE  



	
  
	
  

147	
  

PARTIE IV. CONCLUSION GÉNÉRALE 
 

 

La compréhension des mécanismes moléculaires menant au cancer colorectal est le 

meilleur moyen de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques qui 

permettront de diminuer le taux de mortalité lié à ce cancer, troisième cause de 

mortalité par cancer en France. Lors de ma Thèse, je me suis particulièrement 

intéressée au CCR MSI qui, comme vous avez pu le constater, représente un 

phénotype particulier de CCR dont les mécanismes moléculaires néoplasiques, les 

caractéristiques cliniques et la réponse aux traitements diffèrent des CCR MSS.  

De manière originale, nous avons mis en évidence le caractère protecteur des 

mutations d’un gène cible de l’oncogenèse MSI, le gène SMAP1. Les conséquences 

fonctionnelles des mutations de SMAP1 in cellulo expliquent quelques unes des 

caractéristiques cliniques des tumeurs MSI, le volume et le faible potentiel invasif des 

CCR, expliquant en partie le meilleur pronostic de ces tumeurs.  

Cette étude a permis d’initier l’analyse fonctionnelle des mutations de SMAP1 dans 

les CCR MSI et ouvre la porte à de multiples perspectives afin de définir plus 

précisément les mécanismes moléculaires dans lesquels SMAP1 est impliquée.  
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Abstract
Background Microsatellite instability (MSI) constitutes an
important oncogenic molecular pathway in colorectal cancer
(CRC), representing approximately 15% of all colorectal
malignant tumours. In roughly one third of the cases, the
underlying DNA mismatch repair (MMR) defect is inherited
through the transmission of a mutation in one of the genes
involved in MMR, predominantly MSH2 and MLH1, or less
frequently, MSH6 or PMS2. In the overwhelming number of
sporadic cases, MSI results from epigenetic MLH1 silencing
through hypermethylation of its promoter. MMR deficiency

promotes colorectal oncogenesis through the accumulation
of numerous mutations in crucial target genes harbouring
mononucleotide repeats, notably in those involved in the
control of cell proliferation and differentiation, as well as
DNA damage signalling and repair.
Design In this review, we describe the molecular aspects of
the MMR system and the biological consequences of its
defect on the oncogenic process, and we discuss the various
experimental systems used to evaluate the efficacy of
cytotoxic drugs on MSI colorectal cells lines. There is
increasing evidence showing that MSI CRCs differ from all
CRCs in terms of prognosis and response to the treatment.
We report the clinical studies that have evaluated the
prognostic and predictive value of MSI status on clinical
outcome in patients treated with various chemotherapy
regimens used in the adjuvant setting or for advanced CRCs.
Conclusion In view of this, the opportunity of a systematic
MSI phenotyping in the clinical management of patients
with CRC is further discussed.

Keywords Biomarker . Chemotherapy . Colorectal cancer .

Microsatellite instability . Mismatch repair . Prognosis
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IHC Immunohistochemistry
mCRC Metastatic colorectal cancer
MSI Microsatellite instability
MMR Mismatch repair
MSS Microsatellite stable
NER Nucleotide excision repair
OR Odds ratio
OS Overall survival
PFS Progression-free survival
RFS Relapse-free survival
RR Response rate
TGFBR2 Transforming growth factor β receptor 2
TIL Tumour-infiltrating lymphocytes
VEGF Vascular endothelial growth factor

1 Introduction

The importance of DNA mismatch repair (MMR) system in
human oncogenesis clearly emerged in the early 90’s by the
demonstration that its inactivation owing to germline
mutations was the primary cause of hereditary non-
polyposis colorectal cancer (HNPCC), also known as Lynch
syndrome [17, 39, 89, 153, 189]. Colorectal cancers (CRCs)
arising in the context of a Lynch syndrome, are mainly due
to germline mutations in MSH2 or MLH1, more rarely
MSH6 or PMS2, and account for 2–5% of all CRCs. These
tumours are characterized by microsatellite instability (MSI)
due to the accumulation of insertion/deletion mutations in
tandem repeats of short DNA motifs (1–6 bp) called
microsatellites. MSI also arises in approximately 12–15%
sporadic cases of CRCs through somatic mutations, epige-
netic inactivation of MMR, mainly by silencing of MLH1
through promoter hypermethylation. Identifying patients
with Lynch syndrome, the most common inherited cause
of CRC, is important not only for clinical management,
notably because of the higher risk of developing a second
primary cancer, but also for their family members some of
whom have inherited the MMR gene defect. As MSI CRCs
have a better prognosis than microsatellite stable (MSS)
CRCs and behave differently in response to various
therapeutic strategies including treatment with 5-
fluorouracil (5FU), it may now be time to evaluate the
relevance of systematic MSI testing rather than confining it
to genetic screening [17, 39, 166, 171, 189]. In this review,
we will summarize the molecular basis of MMR, the
biological and clinical characteristics of MSI tumours, and
the methods used to detect MSI. We will further describe the
functions of MMR and the consequences of its defect on the
response of cell lines to various drugs, notably those given
to patients with CRC. Finally, we will report data regarding
the impact of MSI on prognosis and clinical outcome of
patients with CRC either treated or not by chemotherapy.

2 Post-replicative DNA mismatch repair

The DNA MMR system was originally identified in
bacteria, in which its inactivation results in an increased
rate of spontaneous mutations [134, 154]. The DNA MMR
system has first been described for its role in post-
replicative repair of the DNA polymerases errors that have
escaped proofreading activity. Replicative polymerases may
incorporate the wrong nucleotide creating Watson-Crick
base-base mismatches or slip on short repeated sequences
such as microsatellites, creating insertion-deletion loops
(IDL). If left unrepaired, the daughter strand synthesized
during the next round of replication carries a single
nucleotide point mutation or a frameshift mutation that
usually leads to a premature STOP codon resulting in the
synthesis of a truncated protein (Fig. 1).

2.1 Bacterial MMR

In procaryotes, MMR system involves three specialized
proteins: MutS, MutL, and MutH [107]. MutS is an ATPase
acting as a homodimer that translocates along DNA,
recognizes base-base mismatches, as well as small IDL, and
promotes DNA loop formation [7, 134]. After loading onto
the DNA, MutS undergoes a conformational change, allow-
ing its interaction with MutL in an ATP-dependent manner
[62]. MutL, another ATPase acting as a homodimer, couples
mismatch recognition to further steps resulting in the removal
of a large newly replicated DNA fragment containing the
mismatch [12]. MutH is an endonuclease that can nick the
newly synthesized nascent strands, which are tagged by the
transient absence of methylation at GATC sequences [197].

2.2 Yeast and mammalian MMR

Yeast has six homologs of MutS (MSH1-MSH6), but
mammals lack MSH1 homolog, which is involved in the
repair of mitochondrial DNA [33]. With the exception of
MSH4 and MSH5, which promote crossing-over and
chromosome synapsis during meiosis [50, 82, 160], all
other MutS homologs participate in mutation avoidance.
Four homologs of MutL have been identified both in yeast
(MLH1, MLH2, MLH3, PMS1) and mammals (MLH1,
MLH3, PMS1, PMS2). These multiple homologs of MutS
and MutL play specialized but partly redundant functions in
yeast and mammals. MSH2 forms a heterodimer with either
MSH6 or MSH3, giving rise to the formation of MutSα and
MutSβ complexes, respectively, with different relative
abilities to bind to base-base mismatches and to IDL [4,
63, 127, 128] (Fig. 1). Studies performed in yeast have
shown that MutSα complexes are able to efficiently bind to
most base-base mismatches (with the exception of CC
mismatches), and to loops of one or two nucleotides,
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whereas MutSβ preferentially repairs heteroduplexes with
larger IDL [6, 127]. In human cells, the mismatch
recognition specificities of MutSα and MutSβ are very
similar to those of their yeast counterparts. MutSα is
present at around ten times higher levels than MutSβ and
plays the major role, while MutSβ is dedicated to the repair
of IDL larger than two repeated motifs [4, 63, 126, 144].
Cells deficient in both MSH3 and MSH6 have a high
mutation rate, similar to that observed in MSH2-deficient
cells, whereas disruption of either gene leads to a weak
mutator phenotype, owing to the partially redundant
functions of MSH3 and MSH6 [41, 51]. MSH2 is the most
abundantly expressed MutS homolog, and its presence is
necessary to prevent degradation of MSH6 and MSH3 [31].

Yeast and mammals have four MutL homologs; yeast
PMS1, MLH1, MLH2 and MLH3 correspond to human
PMS2, MLH1, PMS1 and MLH3, respectively [137]. In
humans, MLH1, the major MutL homolog, interacts with
its three partners, PMS2, PMS1 and MLH3 through a
unique region, to form MutLα, MutLβ and MutLγ,
respectively [104]. Thanks to its latent endonuclease
activity that is activated in the presence of a mismatch,
MutSα, RFC (replication factor C), PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) and ATP, MutLα introduces nicks into
DNA to help degradation of the mismatch-containing
strand by EXO1 [96]. MutLα is the major component in
MMR, operating in conjunction with either MutSα or

MutSβ to repair both base-base mismatches and IDL. In vitro
studies failed to identify a role for human MutLβ formed by
MLH1 and PMS1, in postreplicative MMR [155]. Yeast
MutLγ, the heterodimer of MLH3 and MLH1, acts in
concert with MutSβ to repair a proportion of the IDL,
decreasing the rate of frameshift mutations [60]. In mam-
mals, MutLγ seems to recognize MutSα substrates, such as
G/T mismatch and small IDL, rather than larger loops
recognized by MutSβ [27]. MLH1 is required to stabilize
PMS2 expression in human cells [31], but is dispensable for
MLH3 stability, which is generally much less abundant than
the two other partners of MLH1 [27]. Thus, MutLγ is
unlikely to play a major role in MMR in vivo, but may act as
a backup to MutLα in the absence of PMS2 [27].

2.3 Other functions of MMR

In addition to correcting misincorporated nucleotides,
MMR proteins have further been implicated in double-
strand break repair and recombination [76]. MMR also
recognizes mismatches in heteroduplex recombination
intermediates preventing completion of recombination
between diverged sequences, thus contributing to genetic
stability [156, 176]. MMR components are involved in
DNA damage response, cell cycle regulation and in the
p53-dependent apoptotic DNA damage response to a
variety of compounds [19, 93, 141, 175].

MutSα
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MutLα

MutLγ

MutLβ

MutLα

Single base mismatch 

Insertion-deletion loop

A
T

G
T

G
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Fig. 1 Eukaryotic DNA mismatch repair. Single nucleotide mis-
matches, as well as 1 nucleotide loops typically occurring at micro-
satellite mononucleotide repeated sequences, are recognized by the
MutSα heterodimer formed by MSH2 and MSH6; this complex binds
to DNA as a sliding clamp after MSH2 ADP has been exchanged for
ATP (upper panel). The heterodimer MutSβ, formed by MLH1 and
PMS2, then binds to MutSα. The MutSα-MutSβ complex moves
along the DNA until it meets the DNA polymerase complex, PCNA
and Exo I. The exonuclease then removes up to several hundreds
bases from the newly synthesized DNA strand, to allow correct

resynthesis of DNA by the replicative polymerase. IDL of two or
more nucleotides are preferentially recognized by the MutSβ
complex, formed by MSH2 and MSH3 (lower panel). After binding
to DNA, MutSβ exchanges ADP for ATP and recruits the MutLα
complex, a heterodimer of MLH1 and PMS2 heterodimer. Subse-
quently, excision and resynthesis are performed as described for the
repair of single base mismatches. MLH1 may also form heterodimers
with MLH3 and PMS1 to form respectively the MutLγ and MutLβ
complexes, but their roles in human MMR function are not entirely
clear
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3 Colorectal oncogenesis associated
with MMR deficiency

3.1 MMR defects involved in hereditary and sporadic cases

The predisposition of some families to gastrointestinal and
endometrial cancers was first reported in 1913 by Dr Whartin
[194]. In 1966, Dr Lynch studied two large families who
developed multiple primary cancers, notably adenocarcino-
mas of the colon, endometrium and stomach, and demon-
strated an autosomal dominant pattern of inheritance [122].
In the early 90’s, linkage analysis of large kindreds with
CRC, performed to identify regions of loss of heterozygosity
in the tumour led to the mapping of two susceptibility loci to
chromosome 2p21-22 [1, 139, 148] and 3p21 [139, 140].
Based on the similarities between microsatellite genetic
instability and the mutator phenotype displayed by MMR-
deficient bacteria and yeast, MSH2 and MLH1, the human
homologs of E. coli MutS and MutL genes, located on
chromosome 2p [59, 110] and 3p [21], respectively, were
identified as candidate genes for Lynch syndrome. Mutations
of two additional MutL homologs, PMS1 and PMS2, were
further reported in patients with HNPCC [138]. The role of
PMS1 was later challenged since the mutations occurring
in this family was associated with a mutation in MSH2
which co-segregated with MSI CRC, while the PMS1
mutation did not [117]. Germline mutations of MMR genes
are predominantly found in MSH2 and MLH1, accounting
for approximately 40% and 50% of the families, in whom
200 and 250 pathogenic mutations have been identified,
respectively [21, 59, 110, 138, 147].

Lynch syndrome is characterized by an autosomal
dominantly inherited predisposition to early onset multi-
ple tumours, most frequently in the colon, rectum,
endometrium, stomach, accounting for approximately 2–
5% of the total CRCs [74]. Cancer of the stomach, ureter,
renal pelvis, small bowel, bile ducts and tumours of the
brain are also associated with Lynch syndrome and are
preferentially associated with MSH2 inactivation [195];
the lifetime risk of developing one of these extracolonic
epithelial-derived tumours remains relatively low (<10%)
[185]. The risk of developing endometrial cancer is
highest in families with MSH6 mutations (64–71%)
compared to patients carrying MSH2 or MLH1 mutation
carriers (40–50%) [25, 80, 167]. The mean age at
diagnosis for CRC is 43–46 years for MSH2 or MLH1
mutations carriers [15, 80, 147], and 51–57 years for
MSH6 mutation carriers [15, 80]. Regarding MLH1 and
MSH2 mutation carriers, the lifetime risk for CRC is
estimated to be 60–80% [2, 69, 75, 174].

Approximately 10 to 15% of all CRCs display MSI in
absence of germline mutations in one of the genes involved
in MMR. In the overwhelming majority of cases, MMR

defect results from inactivation of MLH1, due to biallelic
methyation of its promoter [38, 81, 98]. Similarly to Lynch
syndrome, sporadic MSI tumours are most frequently
diploid and patients have a better prognosis than those
with MSS tumours. However, whereas patients with Lynch
syndrome are younger than those with sporadic CRC,
sporadic MSI cases are older. Some studies have suggested
that MSI phenotype could be associated with mutations in
EGFR signalling pathway, such as PI3K/PTEN or BRAF.
Mutations in PIK3CA, which encodes the catalytic subunit
of PI3K, have been reported to be more frequent in MSI
than in MSS CRCs [3], but these results have not been
observed in other series of patients [142, 188]. Neverthe-
less, PTEN, which is the only tumour suppressor in this
pathway, is not only mutated but also epigenetically
silenced with higher frequency in MSI than MSS tumours
[66]. Regarding the alternative EGFR signalling pathway,
BRAF mutations, occurring usually at the V600E hot spot,
are frequent in sporadic MLH1-deficient MSI tumours in
contrast with hereditary MLH1-deficient tumours [42, 129,
192]. Finding the common V600E BRAF mutation,
together with MLH1 promoter methylation, can serve as
excluding a diagnosis of Lynch syndrome since BRAF
mutation are virtually absent in hereditary cases [47, 121].
BRAF mutations are commonly associated with a group of
sporadic carcinomas characterized by the CpG island
methylator phenotype (CIMP), including sporadic MSI
CRCs due to methylation of the of MLH1 promoter [84,
97, 196]. Although the concept of CIMP is not yet clearly
established, CIMP is strongly associated with sporadic MSI
CRCs where MLH1 and p16 promoter methylation occurs,
and is less frequent with MSS CRCs, in which promoter
methylation targets other tumour suppressor genes [43, 67].
The very high frequency of BRAF mutations in colorectal
polyps with serrated morphology showing extensive DNA
methylation further indicates that sporadic MSI CRCs may
originate from sessile serrated adenomas, rather than from
conventional adenomas [97].

3.2 Inactivation of target genes through MSI-driven
mutations

Microsatellites are ubiquitous in all genomes explored so
far and are especially abundant in eukaryote genomes.
Simple sequence repeats are not confined to intergenic non-
coding repeated sequences but are also present in exonic
sequences, most often mononucleotide repeats, in which an
insertion or a deletion of a repeated motif leads to
frameshift mutations. Accumulation of such mutations in
genes harbouring a coding repeat is considered as the major
molecular mechanism driving MMR-deficient cells onco-
genic transformation. Inactivation of the transforming
growth factor β receptor 2 (TGFBR2) and the activin type
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II receptor (ACVR2) genes have been established as playing
a key role in MSI-driven colorectal oncogenesis (Fig. 2)
[79, 94, 145]. These frameshift mutations cause loss of
protein expression and tumour suppressor growth mediated
through SMAD signalling [95, 125]. In absence of
functional studies, discriminating between the genes that
are true targets for colorectal MSI-driven mutagenesis from
those whose mutations occur randomly and are left
unrepaired due to the absence of MMR is not self-evident.
High mutation prevalence in a given gene is generally
regarded as strongly indicating its oncogenic role, although
mutation rates of microsatellites are extremely variable,

being influenced by flanking sequences, sequence compo-
sition, motif unit size, and recombination rate [26, 36, 37].
A bi-allelic inactivation and a role in a growth suppressor
pathway are among other widely accepted criteria, but no
consensus has been achieved, especially no mutation
incidence cut-off value could be defined [18, 48]. To
overcome this problem, several statistical analyses based on
gene mutation frequency independently of functional
considerations have been proposed [49, 199]. A database
of human mononucleotide microsatellite mutations and
their potential impact to tumorigenesis called SelTarBase
for “Selective Targets in Human MSI-H Tumorigenesis

COLORECTAL 
CANCERS

LYNCH SYNDROME
Median age at diagnosis : 42 years
Germline mutation in one of the MMR gene: 

90% MLH1 or MSH2, 10% MSH6 or PMS2

SPORADIC CASES
Median age at diagnosis : >70 years
> 90% MLH1 promoter hypermethylation
Frequent somatic BRAF V600E mutation

MSI PHENOTYPE 
≈15% CRC

MAJOR MSI TARGET 
GENES

DNA REPAIR

MRE11
POLD3
MSH3
RAD50
BRCA2
MSH6
MBD4
PRKDC
MLH3
BLM
LIGASE 3 13%

13%
11%

REV1L
REV3L

DNA DAMAGE 
SIGNALLING 

& 
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42%
25%
12%
11%
10%

BAX
ATR
CHEK1
CDC25
BCL10
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TRANSDUCTION

ACVR2
TGFβR2
EPHB2
PTEN
PIK3CA
IGF2R
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2-5% 12-15%

TRANSCRIPTION 
REGULATION

TCF4
TAF1B
CREBBP
HDAC2
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73%
43%
42%
31%
27%
26%
26%
23%
21%
17%

75%
86%

42%
31%
21%
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19%

Fig. 2 Molecular pathways involved in the development of MSI
CRC. MSI CRCs arise either in a family context known as Lynch
syndrome, which accounts for 2–5% of all CRCs or in sporadic cases,
representing approximately 12–15% of all CRCs. Hereditary tumours
develop at a young age due to the presence of a germline mutation in
one of the MMR genes, followed by inactivation of the wild-type
allele through gene conversion, loss of chromosome, mutation or
methylation (especially for MLH1). Most sporadic cases of CRC
displaying MSI are due to methylation-induced silencing of MLH1.
Sporadic MSI CRCs are generally diagnosed at an age older than for
all CRCs, and frequently carry the common BRAF V600E mutation.

Defects in MMR results in the accumulation of somatic mutations in
genes containing microsatellite repeated sequences, referred to as
target genes. The identification of the relevant genes among the
multitude that carry mutations in a proportion of MSI CRCs remains a
challenge for understanding this oncogenic process. Several target
genes involved in key cellular functions such as DNA damage
signalling and repair, apoptosis, signal transduction and transcription
regulation are suspected to play a critical role in tumour initiation and/
or progression. Only genes carrying mutations in more than 10% MSI
CRCs are shown; mutation frequency data are from the 201006.25,
June 2010 SelTarbase release (http://www.seltarbase.org/) [200]
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Database” was recently built [200]. Today, 74 coding
mononucleotide repeats located within the nearly 600 genes
analyzed have been reported as predicted targets genes
[200]. Classes of genes mutated in MSI tumours include
DNA damage signalling and repair, apoptosis, cell growth
and differentiation, as well as transcription factors [169,
189, 200]. The 1,291 potentially hypermutable human
genes that host a coding mononucleotide repeat longer than
seven base pair are implicated in a restricted number of
functions, such as cell cycle and maintenance of DNA
integrity [119]. In keeping, DNA damage signalling and
repair genes are frequently mutated in MSI CRCs [64, 133],
endometrial cancers [187], as well as urothelial cell
carcinomas of upper urinary tract [135].

4 Experimental models used to evaluate the role
of MMR on the cytotoxicity of chemotherapeutic agents

Considering that most cancer chemotherapy agents target
DNA and create various types of adducts, the question of
whether MMR-deficient tumours behaved differently or not
has been largely investigated. Studies have been conducted
either with matched, isogenic pair of cell lines, where the
cell line differences are supposed to be restricted to the
mutated MMR gene or by comparing a panel of MMR-
deficient cell lines with a panel of MMR-proficient cell
lines [85, 112, 158]. Both approaches have their pitfalls due
to intrinsic characteristics of MMR-deficient cells : (1) cells
accumulate a great number of mutations that may be
selected during oncogenesis or during cell culture, (2) since
these mutations occur preferentially in repeated sequences
through insertion or deletion of the repeated motif, they are
highly dynamic and may revert in a proportion of the
tumour cells [83, 132]. Although MMR-deficient cell lines
derived from MSI cancers may share a common defect in
an MMR gene, they are highly variable with respect to the
target gene mutation spectra; MSI cell lines may be seen as
“mutation factories”, a characteristic that contributes to
some of the discrepancies observed between laboratories. In
order to provide useful information regarding the response
of MSI tumours to treatments, this approach is reliable only
if a reasonable number of cell lines are investigated. This
approach is interesting as it recapitulates the MSI patho-
genesis rather than investigating the impact of MMR defect
per se, a situation that is seen only at the very beginning of
the disease. This is particularly relevant since many genes
involved in DNA damage signalling and/or repair carry
microsatellite repeats that are frequently mutated in an MSI
background [11, 64, 65, 101, 111, 112, 119, 133].
Furthermore, cell lines selected after introduction of a
chromosome or transfection of a cDNA-expressing vector
may not be truly isogenic as they undoubtedly differ in the

mutation status of several target genes, a situation that may
complicate the interpretation of the data (unpublished
personal observations). In order to circumvent the problem
caused by the heterogeneity in target gene mutations, an
isogenic system, in which MLH1 expression is regulated by
doxycycline at the level of the whole cell population has
been established, giving the opportunity to properly
investigate the role of the MMR defect itself [30]. Finally,
experimental models to test the in vivo sensitivity have
been achieved by xenografting human cancer cells either
subcutaneously or orthotopically [20, 151, 158].

4.1 5-fluorouracil

5FU has been the gold standard adjuvant chemotherapy for
CRC for many years, and is still used in association with
other compounds. Most studies indicate that MSI CRC cell
lines grown in vitro are more resistant to 5FU and its
analogues than MSS cell lines [28, 130]. Interestingly, a
direct role for MLH1 could be established in a cell line in
which MLH1 deficiency was due to its promoter methyl-
ation, by reexpressing MLH1 after addition of the deme-
thylating agent 5-azacytidine [10]. In keeping, the
resistance to 5FU of orthotopically xenografted colon
cancers was higher for tumours displaying MSI [151].

4.2 Platinum compounds

Cisplatin is a chemotherapeutic agent with widespread-
spectrum of action on human malignancies that predomi-
nantly forms intrastrand crosslinks between adjacent purine.
As these DNA adducts are repaired by the nucleotide
excision repair (NER) system, cells deficient in this repair
pathway are highly sensitive to cisplatin. In contrast to
NER, a deficiency in MMR appears to contribute to
increased resistance to cisplatin [5, 57, 58]. The 1,2
diguanyl crosslinks are poorly recognized by MutSα unless
a mispaired thymine is incorporated opposite the 3′
guanine; thus, crosslinks that have undergone error-prone
replication are efficiently recognized by MMR [202]. Cell
death results from inefficient cycles of translesion synthesis
through cisplatin DNA adducts followed by MMR-
mediated removal of the newly synthesized mispaired
DNA strand, explaining how loss of MMR confers resistance
to cipslatin. Oxaliplatin is a third generation analogue of
platinum compound that has shown clinical activity against
colon cancer. Oxaliplatin and cisplatin form similar DNA
adducts, and modelling studies suggest that both platinum
compounds induce similar distortion of secondary DNA
structure. However, oxaliplatin-induced adducts differ from
those created by cisplatin in that they are poorly recognized by
MutS complexes [204]. As expected, loss of MMR activity
does not significantly affect oxaliplatin cytotoxicity [181].
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4.3 Topisomerase inhibitors

Topoisomerases are nuclear enzymes that modify the topo-
logical state of DNA and participate in replication, transcrip-
tion, repair, recombination, and chromosome segregation.
Topoisomerases catalyze the relaxation of supercoiled DNA
through the transient cleavage of DNA strands, creating single
or double strand breaks upon action of topoisomerase I or
topoisomerase II, respectively. Camptothecin and etoposide
are among the many anticancer drugs targeting topoiso-
merases I and II. Irinotecan, a water-soluble camptothecin
derivative has proven its clinical efficacy in CRC. Although
not all studies agree [56], MSI cell lines are generally more
sensitive to topoisomerase I inhibitors compared with MMR-
proficient cell lines [85, 123]. Xenografted human MSI
CRCs are also more sensitive to irinotecan but the difference
was more modest than observed in vitro [20]. MSI-driven
mutations occurring in genes involved double strand break
signalling and repair, such as ATR, MRE11, RAD50 and
DNA-PKcs alter efficiency and specificity of the repair
process and are most likely responsible for the increased
sensitivity of MSI CRCs to drugs generating DNA double
strand break [86, 133, 158, 177, 190].

5 MSI phenotyping: who, how and what for?

Lynch syndrome is the most common hereditary colon
cancer syndrome. However, whether large-scale screening
should be performed or not remains controversial. A
number of strategies have been defined to select high-risk
subgroups that should benefit MSI screening. Clinical
criteria to select families with high-risk CRC were first
established in Amsterdam in 1991 by the International
Collaborative Group on HNPCC, referred as Amsterdam I
criteria, but they were too restrictive to allow effective
diagnosis of HNPCC in small families, whereas large
families with random clustering of CRCs could be falsely
diagnosed as HNPCC [183]. Several guidelines for testing
of colorectal tumours for MSI were further developed to
increase sensitivity. The Amsterdam II Criteria proposed in
1998 were derived from the Amsterdam I criteria except
that not only CRCs, but also extracolonic tumours are
considered [186]. However, among families meeting the
most stringent Amsterdam criteria I, 30–50% do not have
pathogenic germline mutations in MMR genes and lack
tumour MSI [116, 118, 149]. The Bethesda Guidelines
developed in 1996 take into account the occurrence of
extracolonic tumours as well as some characteristic pathol-
ogy features such as tumour right-sided location and poor
differentiation [180].

The methods and criteria used to define MSI in CRCs
are still evolving and no consensus has been reached yet.

MSI testing was originally performed on paraffin-
embedded tumour tissues using a polymerase chain
reaction-based assay to examine genetic alterations at four
selected microsatellite loci [179]. A panel of five micro-
satellites, two mononucleotide and three dinucleotide
repeats, was later validated and recommended as a
reference panel at the National Cancer Institute workshop
held in 1997 [18]. Tumours were classified as high-
frequency MSI (MSI-H), if at least two of the five
microsatellite markers showed instability, low-frequency
MSI (MSI-L) if only one of the five markers showed
instability, and microsatellite stable (MSS) if none of the
markers showed instability [18]. Since dinucleotide markers
are highly polymorphic, the interpretation of the profiles
required the comparison with normal DNA from each
patient. In order to avoid the need for matching normal
DNA, an alternative molecular method based exclusively
on quasi-monomorphic mononucleotide markers was
developed and proved to be more specific and sensitive than
the original National Cancer Institute panel [24]. Detecting
MMR protein expression by immunohistochemistry (IHC)
represents an alternative method that is widely used. IHC
has the advantage of identifying the affected gene by
detecting loss of its protein product and to be less expensive
and available in numerous pathology departments. MSI
testing and IHC are complementary, and loss of MMR
protein expression by IHC has been shown to be highly
concordant with DNA based MSI testing, especially when
MSH6 and PMS2 expression are investigated together with
MLH1 and MSH2 [115, 178, 193]. MSI-L and MSS CRCs
are generally grouped together because they have similar
pathological features and clinical outcome [146].

Because IHC is almost equally sensitive (83%) as the
latest molecular MSI technique for tumours with mutations
in MLH1 (91%), and MSH2 (87%) or MSH6 (77%), is as
specific (90% versus 89%), has the advantage of directing
gene mutation screening, and is easy to perform routinely,
IHC tends to replace molecular MSI as a screening method
for MMR-deficient tumours [39, 184, 185]. MSI tumours
tend to share various clinicopathologic characteristics
including preferential location in the proximal colon, poor
differentiation with a mucinous aspect, a Crohn-like
inflammatory reaction and an excess of infiltrating lym-
phocytes within the tumour that have been used to refine
the screening of MSI tumours among familial [74, 87] and/
or sporadic cases [68, 159]. Guidelines to detect Lynch
syndrome or MSI tumours keep changing as our knowledge
improves and should not be seen as definitely established,
but evidence accumulates showing that it is time to
diagnose MSI tumours in the general population [185].
Indeed, despite their overall better prognosis, MSI tumours
do not benefit from 5FU-based adjuvant chemotherapy (see
chapter 7.1). Systematic MSI phenotyping would better
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guide the choice of chemotherapy, increasing its efficiency
while reducing its toxicity. Given that the cost of molecular
MSI analysis is 10 times higher than by running IHC and is
more time-consuming, IHC staining represents an attractive
alternative method provided that it is performed in trained
laboratories [143]. IHC screening using a 2-antibody panel,
MSH6 and PMS2, has recently been shown to be as
specific and efficient as a 4-antibody panel also comprising
MSH2 and MLH1 [72, 170]. Loss of MSH2 or MLH1
results in concomitant loss of their respective partner,
MSH6 or PMS2, while the reverse is not true. On the basis
of these biochemical properties and recent observations, it
may be attractive to investigate tumour expression of
MSH6 and PMS2 as a first-line screening method, and to
restrict MSH2 and MLH1 immunostaining to those dis-
playing a defect in MSH6 or PMS2, in order to define the
primary gene defect [72, 170].

6 Impact of microsatellite instability on the prognosis
of patients with colorectal cancer

Most studies report that CRCs exhibiting MSI-H phenotype
have improved survival compared to MSI-L or MSS
tumour, but the prognostic value of MSI status varies
significantly between studies. This may be because rela-
tively few studies were population-based or controlled for
tumour stage as well as other known confounding factors
such as the age. Indeed, when patients with Lynch
syndrome, who tend to be younger than average, are
excluded from a series of patients, MSI tumours are mainly
those arising in sporadic cases; the fact that they are older
than the average may contribute to their shorter overall
survival (OS). Moreover, patients receiving chemotherapy
were most often analysed together with those who were
treated by surgery alone. The favourable clinical outcome
of patients with MSI-H tumours was already observed
when this form of genetic instability was first discovered in
CRCs [120, 179]. Subsequently, several retrospective
studies either restricted to patients with stages II or III
CRCs [34, 73, 109, 201] or including CRCs at all stages
[14, 61, 165] found that MSI-H CRCs had a significantly
better outcome compared with MSI-L or MSS tumours. In a
large study that focused on patients developing CRC before
50 years of age at diagnosis, MSI was found in 17% of the
607 young patients examined and was associated, in a
multivariate analysis, with a significant advantage in
survival independently of all standard prognostic factors,
including tumour stage [70]. In additional multivariate
analyses, the survival advantage conferred by the MSI-H
phenotype was generally shown to be independent of
tumour stage and other clinical and pathologic variables
[14, 61, 165]. Most of this risk reduction occurred in

patients with stage III tumours and to a lesser extent to
those with stage II tumours [14, 165], while MSI, which is
less frequent in stage IV CRCs, appeared to confer little
[165] or no [14] prognostic advantage. The better prognosis
of patients with stages II and III tumours was observed in
series of patients not receiving chemotherapy [14, 34, 109,
201]. Improved prognosis of patients with MSI tumours
was further confirmed in a study based on five randomized
trials of 5FU-based adjuvant chemotherapy trials in which
570 patients with stages II and III colon cancers were
enrolled [157]. Indeed, among patients not receiving
chemotherapy, those with MSI-H tumours had a signifi-
cantly higher rate of five-year disease-free survival (DFS)
and longer OS (P=0.004) than those with MSI-L or MSS
tumours [157]. These observations have recently been
confirmed in another study based on five completed
randomized clinical trials including patients with patholog-
ically confirmed stage II (n=218) or III (n=239) colon
cancers [166]. In univariate models in patients treated with
surgery alone, MMR deficient status was associated with
improved DFS (P=0.03) and a trend towards improved OS
(P=0.06) [166]. These trends remained in multivariate
models for both DFS and OS but were not significant
(P=0.17 and P=0.24; respectively) [166].

However, some studies failed to demonstrate significant
differences in recurrence-free survival (RFS), DFS or OS
between patients with MSI-H and MSS/MSI-L, whether
analysis was restricted to stages II and III CRCs [99] or to
tumours at all stages [13, 108, 162]. One was based on
approximately one third of patients participating in a large
cooperative group trial conducted from 4 randomized colon
cancer adjuvant treatment studies (n=542), among whom
173 had not received chemotherapy [99]. The hazard ratio
(HR) for RFS when comparing MSI-H to MSS/MSI-L
patients was 0.77 (95% CI, 0.40 to 1.48) in the untreated
group, indicating that there was a trend towards improved
RFS in patients with MSI-H CRC although the difference
was not statistically significant [99]. Another study was
performed on 416 consecutive patients with stages I to IV
CRCs, among whom 202 did not receive chemotherapy.
DFS of patients with stage III as well as pooled data of
patients with stages II and III was better in patients
exhibiting an MSI-H phenotype (n=35) than in patients
with MSS tumours (n=218), but the differences did not
reach statistical significance (P=0.28) [108]. There was no
difference in OS between the subgroups, neither in the
study cohort as a whole nor in early stage or locally
advanced cancers (stages I to III) [108]. These results
further confirmed a previous study based on a series of 181
unselected stages I to IV CRCs, in which survival analysis
revealed no statistically significant difference in prognosis
between MSI and MSS cases, although a trend towards
better survival for MSI cases was observed [162]. The
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marginal influence of the MSI status on prognosis observed
in these latter studies may be due to unidentified confound-
ing factors in retrospective studies or insufficient sample
size to detect moderate effect of MSI [108, 162]. Yet, the
prognostic impact of MSI-H on survival has clearly been
established in a meta-analysis of 32 studies comprising a
total of 7,642 patients with stages I to IV CRCs, including
1,277 MSI cases [152]. The analysis included untreated
patients, as well as patients receiving 5FU-based adjuvant
chemotherapy. The combined HR estimate for OS associ-
ated with MSI-H was 0.65 (95% CI, 0.59 to 0.71); this
benefit persisted when restricting analyses to patients with
stage II or III disease participating in clinical trial [152].
The association between MSI and favourable prognosis was
recently confirmed in another meta-analysis based on
pooled data from 31 published studies [71].

The possible molecular mechanism underlying the better
outcome of patient with MSI CRC remains largely
unknown. A number of MSI tumour characteristics may
play a role in the evolution of the disease. MSI tumours
generally present with a greater depth of invasion but with a
lower stage, as defined by the American Joint Committee
on Cancer. In patients having developed MSI CRC, distant
metastases were found less frequently in studies focusing
on young patients, [70], sporadic CRCs [88] or in a large
series of consecutive and unselected patients undergoing
surgery for CRC [124]. In addition, aneuploidy, a hallmark
of tumours with chromosomal instability, is an independent
marker of poor prognosis in patients with CRC [191].
Given that alterations in tumour cell DNA content are
inversely associated with MSI-H phenotype, whether both
MSI and DNA ploidy contributed to improved clinical
outcome was investigated using data obtained from 6
randomized 5FU-based phase III adjuvant studies [173].
MSI-H and DNA ploidy status were found to be indepen-
dent prognostic variables, with ploidy being the strongest
marker; diploidy was associated in better survival in both
MSI and MSS patients groups [173]. Finally, tumour-
infiltrating lymphocytes (TIL) may also contribute to the
survival advantage of patients with MSI CRC by eliciting a
protective anti-tumour immune response against tumour-
specific carboxy-terminal frameshift neopeptides accumu-
lating as a result of frameshift mutation hotspots in MMR-
deficient cells [23, 168, 172]. MSI tumours are character-
ized by strong tumour lymphocyte infiltration [131], a
criterion that has recently been proposed as a marker to
more accurately predict MSI in CRCs [68]. TIL in MSI
CRCs are activated and cytotoxic containing higher ratios
of CD8/CD3 mRNA copy numbers than TIL infiltrating
MSS tumours [150]. Interestingly, a recent study reported
that CD8+ and CD45RO+ T cell densities were higher in
tumours showing a lymphocytic response or MSI, while
FOXP3+ was not associated with either of these features

[163]. These observations are in keeping with a recent
study reporting that CD8+FOXP3+ cells display strong
immunosuppressive properties in vitro [32].

7 Predictive impact of microsatellite instability
for adjuvant chemotherapy

Patients with MSI-H tumours are generally treated accord-
ing to the same strategy as those with MSI-L or MSS
phenotype, with the stage of the tumour being the major
determinant for choosing patients who will receive adjuvant
chemotherapy. However, evidence accumulates showing
that MSI status may also be important in predicting clinical
outcome and response to chemotherapy.

7.1 5-fluorouracil-based adjuvant chemotherapy

The predictive role for MMR status has been evaluated in
numerous studies investigating the outcome of patients
receiving adjuvant 5FU-based therapy or undergoing
surgery alone (Table 1). These studies led to contradictory
results, with some reporting a benefit from 5FU for patients
with MSI tumours, while others concluded that 5FU had no
benefit or even a deleterious effect. Various reasons may
account for these discrepancies, (1) some studies focused
on stage III patients only, while in others, patients with
disease at various stages were mixed, (2) in some, patients
having rectal carcinomas were excluded, restricting inves-
tigations to patients with colon cancer exclusively, (3)
multivariate analysis were not always performed. Above
all, the patients were generally not allocated to a 5FU-based
treatment at random, allowing for selection bias or any of
the many other traps associated with nonrandomized
comparisons.

Numerous reports concluded that survival of patients
with MSI CRC tumours were not improved by 5FU-based
chemotherapy [14, 29, 40, 92, 109] (Table 1). Fluorouracil-
based adjuvant chemotherapy has even been suspected to
be detrimental for patients with MSI colon cancer [157,
166] (Table 1). In a retrospective study of 204 consecutive
stages II and III CRC patients, multivariate analysis showed
no difference in survival between MSI-H and MSS groups
when the analysis did not take into account whether
patients were treated or not by 5FU (P=0.88) [29]. There
was a significant OS benefit among stages II and III
patients who were treated with 5FU-based chemotherapy
compared to those who were not (P=0.04) [29]. When
categorized by the MSI status, there was no difference in
survival among patients with MSI tumour, irrespective of
whether they received 5FU-based chemotherapy (P=0.52)
[29]. By contrast, there was a significant survival benefit
among patients who had MSS or MSI-L tumours and who
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received 5FU (P≤0.05) [29]. Another study including 718
consecutive patients with adjuvant CRC (393 stage II and
325 stage III) showed a significantly better clinical outcome
for patients whose tumour lacked expression of either
MLH1 or MSH2 [109]. In stage III CRCs, the survival
advantage conferred by absence of detectable expression of
MMR protein in tumours was more evident among patients
undergoing surgery alone than among patients who further
received adjuvant 5FU chemotherapy [109]. Similar con-
clusions were drawn in a prospective study investigating
505 patients with stage II (n=296) or stage III (n=209)
CRCs [90]. Consistent with previous reports, patients with
stage II or III CRCs treated with 5FU chemotherapy had
better DFS and OS, but the survival benefit of 5FU
treatment was again restricted to the group of patients with
MMR proficient tumours [91, 92]. In HNPCC families, the
5-year survival of subjects with stage III colon cancer that
were treated with (n=28) and without (n=64) adjuvant 5FU
did not differ [40]. Benatti et al. reported that the use of
5FU-based treatment was not a significant factor for
survival in a cohort of patients with stage II (n=491) or
III (n=461) CRCs [14]. There was no difference in survival
among patients with MSI tumour (22%), irrespective of
whether they received 5FU-based chemotherapy, even
when adjusting for stage [14]. This also held true for
patients with MSS stage II tumours, while those with MSS
stage III CRC had a significant survival advantage when
receiving 5FU therapy [14].

The impact of MSI status to predict the benefit of 5FU-
based adjuvant chemotherapy was further evaluated in a
study based on five randomized phase III trials in which
312 patients with stage II and 258 with stage III CRC were
enrolled [157]. Among patients who received chemotherapy,
those with MSI-H tumours were associated with a slightly
lower 5-year survival rate compared to the MSI-L or MSS
tumours (70.7% vs 75.5%; P=0.66). Chemotherapy with
5FU in patients with MSI-H tumours was associated with a
worse outcome (HR for death, 2.14; P=0.11). Altogether,
these results suggest that 5FU-based chemotherapy does not
improve survival of patients with MSI-H CRC and may even
be detrimental with a nonsignificant, 2-fold excess in
mortality among stage III MSI CRC patients and a 3-fold
increase in mortality among stage II MSI CRC patients
[157].

In order to provide an independent validation of the
findings of Ribic et al., an international collaboration was
established to investigate whether patients with MSI tumour
benefit from 5FU-based chemotherapy or not. This study
was based on the data obtained from 457 patients with stage
II or III colon cancer previously enrolled onto five
completed, randomized clinical trials of 5FU-based treat-
ment versus no-treatment control [166]. Since the findings
obtained with these patients were highly consistent with

those previously obtained by Ribic [157], the two data sets
were pooled. In patients not treated with FU-based therapy,
deficient MMR status was associated with improved DFS
(P=0.009) and OS (P=0.004). Only patients with stage III
disease and MMR-proficient tumours benefited from
chemotherapy [166]. There was a statistically significant
decreased OS in patients with stage II disease and MMR-
deficient tumours who were treated compared with patients
who underwent surgery alone (P=0.04); in keeping, there
was a trend for worse DFS in this group, but the difference
was not statistically significant [166]. Neither DFS nor OS
was improved by chemotherapy in patients with stage III
MMR-deficient tumour [166].

On the other hand, several studies failed to demonstrate a
survival difference among patients treated by 5FU between
MSI and MSS tumours [99, 108], whereas others reported a
greater benefit of adjuvant 5FU chemotherapy for MMR-
deficient tumours [52, 53, 78, 198]. One study used data
from 391 stage III colon cancer patients who participated in
a prospective randomized trial evaluating adjuvant 5FU-
based chemotherapy, in which MSI phenotype was deter-
mined in 273 patients [198]. In univariate analysis, MSI-H
tumours were associated with a longer DFS (P=0.04), but
in a multivariate model adjusting for nodal involvement,
histology, invasion, and grade of tumour, the association of
MSI-H status with DFS no longer reached statistical
significance (P=0.06) [198]. The retrospective series of
patients with stage III CRC published by Elsaleh et al.
reported that among patients who received 5FU-based
chemotherapy, those whose tumour displayed MSI had
longer survival [52, 54]. In the earliest report, patients
receiving 5FU were on average 13 years younger than those
who did not, which may represent an additional bias [52].
Likewise, another study conducted in a group of 95 stage
III CRC patients receiving adjuvant 5FU-based chemother-
apy after surgery showed that the 3-year RFS was 90% and
43% for MSI and non-MSI tumours (P=0.02), respectively
[78]. A better clinical outcome of patients with MSI tumour
was also reported in a large cooperative group trial
conducted from 4 randomized colon cancer treatment
studies where 369 patients were treated by 5FU chemo-
therapy, among whom the 61 patients whose tumour
exhibited an MSI-H phenotype had a trend for longer
RFS compared to MSS/MSI-L patients, but the differences
were not statistically significant [99]. In keeping, Lamberti
et al. found no significant difference in OS among patients
with stage III CRC treated with 5FU adjuvant chemother-
apy when comparing MSI (n=5) and MSS (n=81) tumours
(P=0.55) [108].

Finally, a recently published meta-analysis was per-
formed for treated and non-treated MSI population on
seven studies representing 3,690 CRC patients (810 stage II
and 2,444 stage III), including 454 MSI cases [45]. A total
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of 1,444 patients received 5FU-based chemotherapy,
whereas 1,518 patients did not. There was no survival
difference among MSI patients whether or not they received
chemotherapy, whereas MSS patients had a better response to
chemotherapy, suggesting that MSI could be considered as a
predictive marker of chemoresistance to 5FU [45]. Another
recent meta-analysis, based on seven studies stratified by
5FU-based adjuvant chemotherapy of 2,863 stages II and III
CRC patients of whom 396 were MSI tumours, reported
similar results [71]. The MSS 5FU-treated patients showed a
significant better OS as compared to untreated MSS patients
(OR=0.52; 95% CI, 0.4 to 0.6; P<0.0001).The pooling data
of the three randomised studies confirmed the benefit of 5FU
treatment for MSS patients (OR=0.62; 95% CI, 0.47 to 0.82;
P=0.003), while the beneficial effect of 5FU was not
obvious for the 214 MSI patients (OR=1.03; 95% CI 0.25
to 4.3; with evidence heterogeneity: P=0.03) [71]. Such
clinical outcomes are consistent with findings of preclinical
data, which showed that 5FU mediated cytotoxicity may be
dependent on intact DNA MMR gene function [28].

The lack of benefit from 5FU-based chemotherapy in
patients with MMR-deficient tumours justifies to routinely
assess MMR status at least for patients being considered for
5FU therapy.

7.2 Oxaliplatin-containing adjuvant chemotherapy

The addition of oxaliplatin to 5FU improves the adjuvant
treatment of stage II and III colon cancer by reducing the
risk of recurrence and increasing OS [8, 9, 106]. However,
adding oxaliplatin did not improve OS in unselected
patients with stage II disease [9]. Based on these trials,
infusional fluorouracil, leucovorin, and oxaliplatin, known
as FOLFOX regimen, is now the current standard adjuvant
therapy for stage III colon cancer. Up to now, the predictive
impact of MSI status upon the chemosensitivity to
FOLFOX remains poorly explored. A recent retrospective
study was performed on 135 patients treated by FOLFOX
chemotherapy after curative resection for colon adenocar-
cinoma (13 stage II and 108 stage III: 12 MSI) or with
metastases to liver only (14 stage IV: no MSI) [103]. There
was no significant difference in terms of DFS and OS
according to the MMR status [103] (Table 1). In order to
determine the value of MSI phenotype to predict benefit
from adjuvant chemotherapy, we recently performed a
retrospective study including 233 unselected patients with
stage III colon cancer treated by 5FU and leucovorin alone
(n=124) or with oxaliplatin (n=109). In this series, among
the patients with stage III colon cancer displaying MSI,
those treated by FOLFOX had a significantly longer 3-year
DFS than those receiving 5FU chemotherapy (P=0.01)
[203]. However, because no disease recurrence was observed
among patients with MSI tumours treated by FOLFOX,

multivariate analysis to test whether MSI was an indepen-
dent factor could not be performed [203]. Interestingly, in the
subset of patients with MSS tumours, adding oxaliplatin to
5FU remained beneficial, but the improvement in DFS was
slight and was not statistically significant (P=0.15). Thus,
MSI phenotype seems to have a favourable impact on the
efficacy of adjuvant treatment by FOLFOX in patients with
stage III colon cancer although our results require confirma-
tion in samples from randomized trials. Since future trials
comparing FOLFOX to 5FU in adjuvant treatment will
probably never be done, prospective validation will not be
feasible. In view of this, the effort currently made to analyze
materials of previously completed trials such as the
MOSAIC study represents a unique chance to translate these
observations into clinical application [8].

7.3 Irinotecan-containing adjuvant chemotherapy

Unlike oxaliplatin, irinotecan added to 5FU as adjuvant
therapy in patients with stage III colon cancer did not confer
a statistically significant improvement in DFS or OS compared
with 5FU alone [164, 182]. Bertagnolli et al. evaluated the
impact of MSI phenotype in 723 of the 1,264 stage III CRC
patients randomly assigned to receive either 5FU-based
chemotherapy alone or with irinotecan [16]. Patients with
MMR-deficient tumours (n=96) treated by 5FU and irinote-
can showed an improved 5-year DFS as compared with those
whose tumour normally expressed MMR proteins (P=0.03)
[16]. This relationship was not observed among patients
treated with 5FU-based chemotherapy alone. A trend towards
longer DFS was observed in patients with MMR-deficient
tumours treated by 5FU and irinotecan as compared with
those receiving 5FU alone (P=0.07) [16]. Loss of tumour
MMR function may predict improved outcome in patients
treated with the 5FU and irinotecan regimen as compared
with those who do not receive irinotecan.

In summary, adding oxaliplatin to 5FU improves clinical
outcome for stage III colon cancer; results for stage II are
controversial, though high risk stage II colon cancer most
probably benefit from the addition of oxaliplatin to 5FU [8,
9, 161]. MSI is an important molecular marker for
prognosis and lack of benefit from 5FU adjuvant chemo-
therapy. Preliminary data indicate that adding either
oxaliplatin or irinotecan to 5FU may overcome the poor
response observed in patients with stage III MSI colon
cancer. Based on these data, patients with stage III colon
cancer should receive FOLFOX, whatever the MMR status.
For patients having high risk stage II colon cancer, those
with MSS tumours could be treated with 5FU or FOLFOX.
Besides, in the present state of our knowledge, patients
having high risk stage II MSI colon cancer tumours should
be given FOLFOX rather than 5FU, if treatment is needed.

A. Zaanan et al.



8 Predictive impact of microsatellite instability
for chemotherapy in metastatic colorectal cancer

Significant developments have been made in chemotherapy
regimens for the treatment of metastatic CRC (mCRC) over
the past decade with introduction of new cytotoxic drugs
including fluoropyrimidine, oxaliplatin, irinotecan and biolog-
ical agents. Several studies have investigated novel predictive
factors that could allow to choose the best individualised
therapy but none of these markers has been introduced into
routine clinical practice except for KRAS mutations that are
considered as a predictive marker associated with resistance
to anti-EGFR treatment [114, 182]. The predictive value of
MSI status on the efficacy of chemotherapy in mCRCs has
been investigated in only few studies and one meta-analysis,
representing a difficult issue because of the reduced likeli-
hood of metastases at diagnosis (Table 2). Moreover, the
chemotherapeutic protocols given to patients with advanced
CRC are highly variable, and the parameters to evaluate the
impact of MSI differed among the studies being the response
rate (RR), progression-free survival (PFS) or OS.

8.1 5-fluorouracil-based chemotherapy

The data regarding the predictive value of MSI-H in the
treatment of mCRCs based in 5FU chemotherapy are very

limited. The results from two studies suggested that
patients with advanced MSI CRC benefit from 5FU-
based chemotherapy [22, 113]. Liang et al. observed in
244 mCRC patients a significantly better outcome among
MSI-H mCRCs treated with 5FU/leucovorin in terms
of RR (65.7% vs 35.1%; P=0.001), and OS (24 vs
13 months; P=0.0001), compared to patients with non
MSI-H tumours [113]. In their series in which an
unusually high proportion of metastatic tumours displayed
MSI (>20%), the authors concluded from a multivariate
analysis that the better prognosis of stage IV sporadic
CRCs with MSI might be associated with better chemo-
sensitivity, rather than lower aggressiveness in biologic
behaviour. Similarly, another study including 43 mCRC
patients treated in first-line chemotherapy with 5FU and
folinic acid showed slightly better RR (72% vs 41%, P=
0.07) and a significant longer median survival (33 vs
19 months; P=0.02) for MSI (n=7) patients compared to
patients with MSS tumours [22].

8.2 Oxaliplatin-containing chemotherapy

A retrospective study reported the predictive value of MSI
in patients treated with palliative first-line combination of
5FU and oxaliplatin (FOLFOX) in 40 patients with mCRC,
among whom nine exhibited an MSI phenotype. In this

Table 2 Impact of microsatellite instability in chemotherapy metastatic colorectal cancer

Reference Type of
study

Number of
patients

Number of MSI
tumours (%)

Protocols of
chemotherapy

Outcome analysis
criteria

Results

5-fluorouracil-based chemotherapy

Liang et al., 2002 [113] NR 244 52 (21) 5FU + leucovorin RR/OS Better for MSI

Brueckl et al., 2003 [22] RCT 43 7 (16) 5FU + folinic acid RR/OS Better for MSI

Oxaliplatin-containing chemotherapy

des Guetz et al., 2007 [44] R 40 9 (22.5) FOLFOX RR/PFS/OS No significant
difference

Müller et al., 2008 [136] RCT 108 4 (4) FUFOX or CAPOX RR/PFS/OS No significant
differencea

Chua et al., 2009 [35] P 118 2 (2) FOLFOX RR/PFS/OS No significant
difference

Kim et al., 2009 [102] R 171 10 (6) FOLFOX or CAPOX RR/PFS/OS No significant
difference

Irinotecan-containing chemotherapy

Fallik et al., 2003 [55] R 72 7 (9.7) 5FU + irinotecan RR Better for MSI

Koopman et al., 2009 [105] RCT 515 18 (3.5) Capecitabine or CAPIRIb RR/PFS/OS No significant
difference

Kim et al., 2010 [100] R 200 23 (11.5) Irinotecan-based regimen RR/PFS No significant
difference

CAPIRI capecitabine + irinotecan; CAPOX capecitabine + oxaliplatin; FOLFOX 5FU + leucovorin + oxaliplatin; FUFOX 5FU + oxaliplatin; NR
non-randomized; P prospective; R retrospective; RCT randomized controlled trial
a Only disease control rate (complete/partial remission + stable disease vs progression disease) is significantly better for MSI (P=0.02). b Patients were
randomized between first-line capecitabine, second-line irinotecan, third-line CAPOX (sequentiel arm) versus first-line CAPIRI, second-line CAPOX
(combination arm); RR and survival were analyzed for first-line treatments only
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study, in which a frequency of MSI was unexpectedly
high (22.5%), there was no significant difference be-
tween MSI-H and MSS cases in terms of RR, PFS and
OS [44]. Similar conclusions were drawn from a series of
118 mCRC patients who underwent FOLFOX treatment
from three successive phase II trials [35]. Of note, the
incidence of tumour with MSI-H status was especially low
in this study, representing only 2% of patients [35].
Likewise, Kim et al. also reported similar outcomes of
patients with MSI and MSS tumours in a study including
171 patients who received capecitabine and oxaliplatin
(CAPOX) or FOLFOX in first-line combination chemo-
therapy for advanced CRC [102]. MMR defect displayed
by 6% cases did not significantly influence the RR, PFS or
OS in patients with mCRC [102]. Another study investi-
gated the value of MSI-H in 108 patients with mCRC who
were enrolled in a prospective, randomised trial compar-
ing two 5FU/oxaliplatin-based first-line chemotherapy
(FUFOX vs CAPOX) [136]. MSI-H was found in four
cases and was correlated with a lower rate of disease
control compared to non-MSI-H patients (P=0.02) [136].
However, there was no correlation between MSI-H and
RR, PFS or OS [136].

8.3 Irinotecan-containing chemotherapy

Fallik et al. have evaluated the impact of MSI-H
phenotype on the tumour response in 72 mCRC patients
treated with 5FU and irinotecan after disease had
progressed under first-line 5FU-based therapy [55]. In
this study, among the seven MSI-H tumours, four
responded to chemotherapy, whereas only seven of the
65 MSI-L and MSS tumours did (P=0.009) [55]. Thus,
MSI appeared to predict the tumour sensitivity to 5FU +
irinotecan, but the impact on survival was not investigated
[55]. Later, Koopman et al. evaluated the impact of MSI
status from 515 mCRC patients who were enrolled in a
randomised phase III study (CAIRO study) between first-
line capecitabine, second-line irinotecan and third-line
capecitabine + oxaliplatin (sequential treatment arm)
versus first-line capecitabine + irinotecan and second-line
capecitabine + oxaliplatin (combination treatment arm), of
whom only 3.5% displayed MSI [105]. For first-line
treatments, this study showed no significant difference in
terms of objective RR (25% vs 31%; P=0.63), median
PFS (4 vs 6.9 months; P=0.28) and median OS (10.2 vs
17.9 months; P=0.41) when comparing patients with MSI
versus MSS tumours [105]. At last, Kim et al. recently
reported the predictive value of MSI in a series of 200
mCRC patients receiving irinotecan-containing regimen as
their first-line chemotherapy [100]. MMR deficiency was
found in 23 patients (11.5%). The objective RR was 47%
in MSS and 56.5% in MSI tumours (P=0.11). The median

PFS tended to be longer with 8.8 months in patients with
MSI tumours compared to 6.8 months in patients with
MSS tumours, but the difference was not statistically
significant (P=0.09) [100].

In summary, these studies suggest that MSI phenotype
may have a predictive value of better clinical outcomes for
patients with mCRC treated by 5FU alone [22, 113], but not
for patients treated by combination chemotherapy as 5FU
with oxaliplatin or irinotecan. These observations are
surprising in light of the lack of benefit survival from
adjuvant 5FU chemotherapy in patients with MSI tumours.
Nevertheless, these results should be interpreted with
caution because of the absence of randomized studies,
small number of patients in these studies and the highly
variable incidence of MSI in mCRCs. In 2009, des Guetz
et al. have investigated the predictive value of MSI status
on the effect of chemotherapy given to patients with a
mCRC by a meta-analysis study. Statistical calculations
were performed on six studies representing 964 patients,
with 287 patients receiving 5FU-based chemotherapy, and
678 patients receiving combinations of 5FU or capecitabine
with oxaliplatin and/or irinotecan [46]. In this meta-analysis,
MSI status did not predict the effect of chemotherapy in
terms of RR, which was similar in MSI and MSS mCRC
tumours, but the impact on survival was not investigated
[46]. To our knowledge, there is no study evaluating the
predictive value of MSI phenotype in patients treated by
chemotherapy combined with targeted therapies such as
monoclonal antibodies against vascular endothelial growth
factor (VEGF) or epidermal growth factor receptor (EGFR).

9 General conclusions and perspectives

This review summarizes the increasing evidence showing
that MSI CRCs differ from all CRCs in terms of
prognosis and response to various treatments. Based on
these data, we believe that it is now time to consider
performing large scale MSI phenotyping to improve the
clinical management of patients with CRC. In this
perspective, it becomes essential to define a consensus
method for the screening of MSI tumours that is reliable,
inexpensive and robust enough to be used in routine
laboratories, a goal that has not been achieved yet. In
keeping, MSI phenotyping should be systematically
investigated in future clinical trials as it represents a
powerful biomarker to identify the appropriate personal-
ized treatment regimen based on tumour molecular
characteristics. Identifying genes and pathways that are
altered preferentially in MSI CRCs should be pursued as it
represents a promising opportunity for designing targeted
treatments.
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The idea that stem cells of adult tissues with high turnover are protected from DNA replication-
induced mutations by maintaining the same ‘immortal’ template DNA strands together 
through successive divisions has been tested in several tissues. In the epithelium of the small 
intestine, the provided evidence was based on the assumption that stem cells are located 
above Paneth cells. The results of genetic lineage-tracing experiments point instead to crypt 
base columnar cells intercalated between Paneth cells as bona fide stem cells. Here we show 
that these cells segregate most, if not all, of their chromosomes randomly, both in the intact 
and in the regenerating epithelium. Therefore, the ‘immortal’ template DNA strand hypothesis 
does not apply to intestinal epithelial stem cells, which must rely on other strategies to avoid 
accumulating mutations. 
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After semiconservative replication of eukaryotic chromo-
somes, each sister chromatid inherits one of the two original 
template DNA strands, and segregation of the new chro-

mosomes between daughter cells is thought to occur randomly. 
However, past the period of rapid growth characteristic of devel-
opment, the stem cells of some tissues are suspected to switch to 
a nonrandom mode of chromosome segregation (CS; reviewed in 
ref. 1). From that point of time onwards, one of the two template 
DNA strands of each chromosome, the ‘immortal strand’, according 
to the Cairns hypothesis2, is thought to be selectively and repeat-
edly transmitted to the ‘stem’ daughter cell, division after division  
(Fig. 1a, asterisk), whereas the other template is inherited by the 
other, shorter-lived, daughter cell that will eventually migrate out 
of the stem compartment. This CS mode is assumed to prevent the 
accumulation of replication errors in the genome of stem cells2. 
Alternatively, if only a subset of chromosomes are involved, nonran-
dom CS could link the transmission of different epigenetic marks 
to differences in daughter-cell fate (reviewed in ref. 3). In several 
mammalian tissues, including the small intestine4, breast5, brain6 
and muscle7,8, nonrandom CS has been linked to self-renewing 
divisions of a fraction of stem cells. The main evidence provided 
in support of asymmetric CS in brain, breast and muscle cells was 
the observation of asymmetric label segregation in cultured cells. 
Two other experimental paradigms were examined in the intestine 
and the muscle: juvenile growth4,7 and regeneration after injury in 
adult animals4,7,8. In the latter case, stem or progenitor cells of the 
injured tissue are assumed to transiently switch back to a symmetric 
mode of cell division involving random CS. This presumably ena-
bles incorporation of nucleic-acid base analogues into both DNA 
templates. Following the regenerative response, stem or progenitor 
cells are thought to resume nonrandom CS, and the repeated and 
selective inheritance of the ‘immortal’ strands is inferred from the 
long-term retention of labelled DNA in their nucleus, during suc-
cessive divisions in the absence of label.

The crypt of the intestinal epithelium is indeed seen as a poten-
tial candidate site for nonrandom CS because of its high cell turn-
over and capacity for regeneration sustained by a high number of 
stem cells9,10, as well as the fact that no quiescent intestinal stem cell 
has been identified so far, which could have a role of guardian of 
the genome11. However, the precise location of stem cells has long 
remained contentious (reviewed in ref. 12). Until very recently, the 
so-called cell position  + 4 (cp4) model placed stem cells at the base 
of the transit-amplifying progenitor compartment, just above the last 
Paneth cells in the small intestine13. The other model, supported by 
lineage studies14,15, assigned the status of stem cells to the immature 
proliferative crypt base columnar (CBC) cells intercalated between 
Paneth cells in the small intestine16. These cells were recently shown 
to express the leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled 
receptor 5 (Lgr5) along the entire gastrointestinal tract15. Support-
ing both the cp4 model and the Cairns hypothesis was the finding 
that tritiated thymidine incorporated during post-irradiation crypt 
regeneration could be retained for at least 18 days in cycling cells, 
preferentially localized above Paneth cells4. Furthermore, some 
recently discovered multipotent stem cells expressing the B-cell-
specific Maloney Murine Leukaemia Virus integration site 1 (Bmi-
1) ring finger nuclear protein were reported to be preferentially 
located around cp4 (ref. 17). However, Bmi-1 is not expressed in the 
distal half of the small intestine and in the colon17, and its expression 
was later shown to overlap with that of several CBC stem-cell mark-
ers, including Lgr5 (refs 18, 19). Hence, Bmi-1 and Lgr5 may mark 
overlapping cell populations. As CBC cells were shown to generate 
all epithelial lineages along the entire gastrointestinal tract, both  
in vivo14,15,20 and in culture21, we decided to investigate their mode of 
CS in both the intact and regenerating intestinal epithelium of adult 
mice, and compare it with that of the neighbouring cp4 cells. Here 
we demonstrate that, unlike what is commonly thought, cp4 cells are 

not long-term label-retaining cells (LRCs) and our results suggest 
that both CBC and cp4 cells segregate their chromosomes randomly 
under homeostatic conditions and when recovering from a lesion.

Results
Defining the experimental approach. The best available test capable 
of discriminating a nonrandom from a random CS mode involving 
all chromosomes is the DNA label dilution assay. The nonrandom 
CS mode has two implications, which are key to understanding 
the simulations described below. First, only one DNA strand per 
chromosome can be labelled in stem cells, regardless of the length of 
the labelling period (Fig. 1a,b). Second, all chromosomes of all stem 
cells should become unlabelled as soon as the ‘immortal’ strands 
serve as templates in the absence of label (Fig. 1c, 1 generation). 
In contrast, both chromosome strands can be labelled in the case 
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Figure 1 | Chromosome fates and labelling in the stem-cell lineages 
depending on the mode of chromosome segregation (CS). Solid lines 
represent parental template DNA strands and dotted lines represent 
newly synthesized strands. (a) Nonrandom chromosome segregation (CS) 
implies an asymmetric mode of cell division generating stem and non-stem 
daughter cells. The ‘immortal’ DNA template (*) inherited by a stem cell at 
generation g − 1, is again inherited by the stem progeny at generations g and 
g + 1. (b) In the case of nonrandom CS, and no matter how long the labelling 
period (1 to n generations), only one strand of each chromosome can be 
labelled (red) in stem cells as they systematically inherit the chromatid 
containing the initially unlabelled ‘immortal’ strand (blue*). (c) In the 
case of nonrandom CS, stem cells replicating their DNA in the absence 
of label are unlabelled from the first generation. (d) On the contrary, 
because random CS implies that both templates of generation g − 1 can 
be transmitted to generation g + 1 with equal probability, the proportion 
of labelled chromosomes steadily increases with each generation of stem 
cells produced in the presence of label (e), and steadily decreases with 
each generation of stem cells produced during the chase period (f).
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of random CS and the probability that all chromosomes become 
unlabelled after the first division occurring during the chase is 
negligible (Fig. 1d–f). Therefore, the fraction of labelled CBC cell 
nuclei detected after two or more cell cycles under both scenarios 
should mainly depend on two parameters, namely, the length of the 
labelling period relative to that of the cell cycle, and the threshold 
level of detection, hence explaining the importance of determining 
the cytokinetic parameters of CBC cells in order to optimize the 
labelling protocol and simulate the respective rates of decay in the 
labelling ratio under both scenarios.

Cytokinetic parameters of CBC cells. To determine the average 
duration of the CBC cell cycle, we subjected adult mice to a proto-
col of cumulative CldU labelling22. In an asynchronously distributed 
cell population, the proportion of CldU +  cells scored after the first 
CldU pulse should reflect the length of the S phase (Fig. 2a, solid 
black line) relative to the total length of the cell cycle (dotted cirle)22.  
Each new pulse of CldU labels cells that have entered the S phase 
since the last injection (red line). As a result, the fraction of labelled 
cells increases with time and a number (n) of pulses are needed to 
label all cycling cells. We then performed immunohistochemistry 
(IHC) on thin paraffin sections of rolled intestine, using Ki67 as a 
marker of cycling cells and phospho (ser10)-histone H3 to evaluate 
the percentage of cells in the G2/M transition. For cell scoring, we 
selected cells flanked by Paneth cells in longitudinal sections fea-
turing part or all of the crypt lumen23. Analysis of the relationship 
between the ratio of CldU +  Ki67 +  CBC cells to the total number of 
Ki67 +  CBC cells and time revealed a linear increase in labelled CBC 
cells until CldU labelling became saturated (Fig. 2b). It follows that 
CBC cells represent a single population in terms of S phase (9.4 h), 
G2/M phase (3.4 h) and cell cycle duration (28.5 h).

CBC and cp4 cells segregate chromosomes randomly. In addition 
to the cell cycle length and the CS mode (random versus nonran-
dom), the rate of decrease in the proportion of labelled cell nuclei 
should also depend on the rate of migration of the cell progeny out 
of the stem compartment, and the threshold of label detection δ. 
We built a mathematical model that integrates all the parameters 
cited above, the predictions of which are shown in Fig. 3a–d (see 
Methods). According to this model, nonrandom CS should easily 
be distinguished from random CS by examining the time-depend-
ent decrease in the proportion of CldU +  CBC cells, starting from a 
fully labelled cell population, and provided that δ is equal or infe-
rior to 0.25 labelled strand per chromosome (see Methods). This 
threshold allows the detection of cells in which at least one-fourth 
of the chromosomes contain one labelled strand (green curves in  
Fig. 3c,d). Indeed, if these conditions are met, very few labelled 
nuclei should be detected in crypt bottoms after three days of chase 
( > 2 generations) in case of nonrandom CS (Fig. 3c), whereas over 
90% labelled CBC cell nuclei should still be detected in the case of 
random CS (Fig. 3d).

Using the timeframe predicted by our model, we designed a 
DNA labelling–dilution experiment. To avoid the stress inflicted by 
repeated injections, adult mice were administered one initial injec-
tion of CldU, followed by CldU in drinking water for 2.5 days (~2 
generations), a duration that we knew was more than sufficient to 
label 100% cells. Using CldU instead of BrdU allowed us to pulse 
mice with IdU at the end of the labelling period, and we found that 
the proportion of CBC cells transiting through the DNA S phase 
(36%) was unchanged compared with untreated control mice. For 
cell scoring, we distinguished Ki67 +  CBC cells flanked by Paneth 
cells from the first Ki67 +  located above the last Paneth cells, at the 
average  + 4 position (cp4) from the base24. The results show that 
after 2 days of chase, which exceeds the time required to complete 
the first round of cell divisions in the absence of label, a CldU sig-
nal is detected in nearly 100% of CBC and cp4 cells (Fig. 3e and  

Supplementary Table S1). By day 3, all cells have been through two 
successive divisions in the absence of label and yet a clear signal 
can be detected in 94–97% of CBC cells and 93–96% of cp4 cells  
(Fig. 3e). These experimental data are incompatible with the non-
random CS segregation scenario and are instead in broad agree-
ment with the predictions of the random CS model, with a detection 
threshold of 0.09 labelled strand per chromosome (Fig. 3f, orange 
line, r2 = 0.74). The observed kinetics of label dilution nevertheless 
suggests that modelling the detection of the label using a single 
parameter (δ)25 is oversimplified (orange line in Fig. 3g). Realisti-
cally, other factors than the amount of label in the cell should influ-
ence the results, such as the orientation of the cell relative to the 
crypt section. Therefore, the data are better explained with a two-
parameter model accounting for some degree of randomness in the 
decision of calling a cell CldU +  (Fig. 3f,g, blue lines, r2 = 0.96).
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within the cycle, which have been labelled with CldU. (b) Kinetics of 
cumulative CldU incorporation in CBC stem cells. We performed CldU 
immunohistochemistry on thin paraffin sections of rolled intestine, 
using Ki67 as a marker of cycling cells and phospho (ser10)-histone H3 
to evaluate the percentage of cells in the G2/M transition. Analysis of 
the relationship between the ratio of CldU +  Ki67 +  CBC cells to the total 
number of Ki67 +  CBC cells and time revealed a linear increase in labelled 
CBC cells until CldU labelling became saturated. Data points represent 
mean percentages of Ki67 +  CldU +  CBC cell nuclei from two mice (A-F and 
I-M), except for the 21-h and 25-h time points (mice G,H). The average 
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As illustrated in Fig. 4, the CldU-labelling pattern changed 
from bright and homogeneous at the end of the labelling period 
(T0) to spotty after 24 h in the absence of CldU. The largest CldU-
labelled spots (Fig. 4i–k) likely correspond to clusters of major 
and minor satellite repeats of centromeres (also called chromo-
centers) that remain associated through interphase and S phase, 
and dissociate only in prophase26,27. Between 1 and 3 days of chase 
(Fig. 4h–j), the number but not the intensity of the spots steadily 
decreased, attesting the progressive loss of labelled chromosomes 
through successive divisions. Taken together, the results indicated 
that in the unlesioned epithelium of adult mice, CBC stem cells 
as well as cp4 cells segregate most if not all their chromosomes 
randomly.

CBC and cp4 cells are not LRCs. There are several reports on the 
capacity of stem cells of the adult small intestinal epithelium to retain 
DNA label for long periods of time during the period of regenera-
tion that follows a lesion4,28–30. Although a clear correlation between 
cell position and differentiation or proliferation of LRCs was not 
evident in these studies, long-term label retention has been consid-
ered until now as the exclusive property of stem cells in the epithe-
lium of the small intestine4,28–30. We therefore decided to perform a 
label retention assay that includes an IHC technique (see Methods) 

capable of discriminating putative cycling or quiescent undifferen-
tiated LRCs from post-mitotic differentiated LRCs present in the 
crypt base (Paneth, entero-endocrine and tuft cells12).

To be as discriminatory as possible in the detection of stem cells, 
we used Lgr5-EGFP mice15 in which GFP is expressed in 20–30% of 
the crypts and cycling CBC cells sandwiched between Paneth cells 
are GFPhigh 15. Lgr5-EGFP mice were irradiated with a dose of 6 Gy of 
Cs137 to the whole body, after which mice were administered BrdU 
in drinking water for 5 days. Control and irradiated mice were killed 
2, 5, 14 and 23 days post irradiation. Both GFP +  and GFP −  CBC 
cells were counted and the data pertaining to this experiment can 
be found in Supplementary Tables S2–S5. The efficiency of irradia-
tion was attested at day 2 by a significant decrease in the number 
of GFP +  crypt sections (Fig. 5a) and in the number of Ki67 +  CBC 
cells (Fig. 5b), whereas the Ki67 +  cp4 cell score was unchanged  
(Fig. 5b). The complete recovery of GFP expression and CBC cells 
was observed 5 days post irradiation (Fig. 5a,b). In addition, the 
CBC and cp4 cell populations were fully labelled as in control mice 
(Fig. 5c). Fluorescent photomicrographs acquired at low as well as 
high magnification illustrate the radiation-induced changes in the 
CBC cell population observed during the BrdU-labelling period 
(Fig. 6). As predicted by the model of random CS (Supplementary 
Fig. S1), BrdU +  CBC and BrdU +  cp4 cells could still be detected 
after 9 days of chase but not at day 23 after 18 days of chase (Fig. 7). 
After 9 days of chase (day 14 post-irradiation), two types of BrdU +  
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Figure 3 | Analysis of the CBC and cp4 cell-modes of chromosome 
segregation during a labelling-dilution experiment. (a,b) Simulation 
of the CldU content fluctuations in ten individual CBC cell lineages (one 
colour per lineage) during a pulse-chase experiment. A CldU content 
beyond 2 cannot be reached before the beginning of the S phase, when 
ploidy increases. (a) In the case of nonrandom CS, the number of labelled 
DNA strands per chromosome (CldU content) should substantially 
increase after 2 days of labelling ( − 2 to 0) but should decrease abruptly 
within 2–3 days of chase. (b) In the case of random CS, the CldU content 
should decay at a slower rate and labelled DNA should still be present after 
5 days of chase. (c,d) Mathematical modelling of the DNA label dilution 
kinetics. The proportion of CldU +  cells depends on the minimal amount 
of CldU-labelled DNA that can be detected by immunofluorescence. The 
parameter δ corresponds to this threshold in our simple detection model25. 
Predictions are represented for the nonrandom and random CS scenarios 
and six thresholds of detection ranging from δ = 1 (CldU content  > one 
labelled strand per chromosome) to the limit when δ approaches 0 (black 
line perfect detection). (c) In the case of nonrandom CS, CldU should 
be lost from the stem cell compartment after 3 days of chase, whereas 
in the case of random CS (d), CldU should still be present and detected 
provided that δ < 0.5. (e) Kinetics of CldU dilution in the fully labelled CBC 
(dark blue) and cp4 (turquoise blue) cell populations. Mean ± s.d. (n = 3). 
One initial injection of CldU was followed by CldU in drinking water for 
60 h ( > 2Tc). Mice were killed at the end of the labelling period and every 
day for 5 consecutive days. The differences between day 4 and day 3 and 
between day 5 and day 4 are significant (P <  0.05, Fisher’s exact test). 
(f) Model fit for CBC cells. The observed kinetics (data represented by 
open circles) is compared with the nonrandom CS scenario (grey hatched 
area) and the random CS scenario after estimating the label-detection 
threshold (orange line) and a more sophisticated two-parameter model of 
label detection (blue line). The fraction of variance (r2) explained by this 
second model reaches 0.96 compared with 0.74 with the simple model. 
(g) Modelling the probability of label detection as a function of the CldU 
content. The orange line represents the probability of detection, using 
the simple model estimated on the experimental data (δ = 0.088). The 
second model represented by the blue line accounts for randomness in the 
detection process. It involves two parameters, δ and ε, estimated from the 
experimental data (δ = 0.055 and ε = 0.085).
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nuclei were present in the stem compartment and could easily be 
distinguished on the basis of the intensity and staining pattern. Both 
in GFP +  and GFP −  crypts, all BrdUhigh nuclei without exception 
belonged to post-mitotic lineage +  cells, whereas BrdUlow nuclei were 
predominantly found in CBC or cp4 cells at a frequency expected in 
case of random CS after eight cell generations (Fig. 7). In line with 
their relatively longer turnover time (8 weeks)31, Paneth cell nuclei 
were over-represented in the BrdUhigh group, compared with entero-
endocrine and tuft cells, with turnover times of 4–10 days32,33 (Fig. 7 
and Supplementary Table S5).

Discussion
Before Lgr5 was coined as a specific marker of intestinal epithelial 
stem cells15, CBC cells were known to be more radiosensitive, to 
cycle more slowly and not to display the circadian rhythm evident 
for cells at higher positions, suggesting that they represent a distinct 
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staining on (g) day 0, (h) day 1, (i) day 2, (j) day 3, (k) day 4 and (l) day 5. 
Note that the number but not the intensity of the spots steadily decreased 
from T0 (g) to day 5 (l), attesting the progressive loss of labelled 
chromosomes through successive divisions. (m–r) Ki67 staining on  
(m) day 0, (n) day 1, (o) day 2, (p) day 3, (q) day 4 and (r) day 5. Closed 
and open arrowheads point to CBC cell and cp4 cell nuclei, respectively. P, 
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10 µm.
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Figure 5 | Quantification of CBC cell depletion, followed by recovery 
in the ileum of irradiated mice. Lgr5-EGFP mice were irradiated (or 
not) with a dose of 6 Gy of Cs137 to the whole body. They were then 
administered BrdU in drinking water for 5 days and killed 2, 5, 14 and 23 
days post irradiation. (a) Temporary decrease followed by recovery in 
GFP expression in the crypt epithelium of irradiated mice. (b) Transient 
irradiation-induced depletion in CBC cells (dark blue) but not cp4 
cells (turquoise blue) 2 days post irradiation. (c) Similar rates of BrdU 
incorporation (day 5) and BrdU dilution (day 14) in CBC cells (red) and 
cp4 cells (purple) in irradiated versus control mice. Note that 2 days 
post irradiation, 100% of surviving CBC cells were Ki67 +  BrdU + . Data are 
presented as mean with error bars. Error bars with * (n = 3) correspond 
to standard deviations and bars without * (n = 2) indicate the range. 
The values obtained from distinct mice for the same time point (see 
Supplementary Tables S2–S5) were compared using Fisher’s exact test.
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cell population (reviewed in refs 12, 34). Here we confirmed that, at 
least in the small intestine, CBC cells do represent a single popula-
tion in terms of proliferation kinetics and in terms of radiosensi-
tivity. The return to a normal number of CBC cells within 5 days 
post irradiation highlights the outstanding capacity of the crypt 
to respond to acute damage by recruiting surviving CBC cells or 
progenitors of the transit-amplifying zone so as to replenish the 
stem-cell pool. The results of our label dilution and label retention 
assays suggest that intestinal epithelial stem cells segregate most if 
not all their chromosomes randomly, both under homeostatic con-
ditions and when recovering from a lesion. In addition, we dem-
onstrate that unlike what is commonly thought, all label-retaining 
cells found in the lower half of the crypts 18 days after irradiation 
are post-mitotic, terminally differentiated cells, and that cycling cp4 
cells are not LRCs. The observed longer retention of BrdU in Paneth 
cell nuclei compared with CBC cells and other types of differen-
tiated cells was expected considering the slow rate of Paneth cell 
replacement compared with the other cell types.

With the type of pulse-chase experiments used to test the immor-
tal strand hypothesis in our study and in previous studies, it is dif-
ficult to answer the question of whether one or a small number of 
chromosomes segregate asymmetrically, a potential mechanism pro-
posed by others to regulate lineage cell commitment3,8. This question 
was recently addressed in the unlesioned mouse colon epithelium, 
using the technique of chromosome orientation fluorescent in situ 
hybridization to follow the fate of parental template strand inherit-
ance in mitotic cell pairs35. Because the orientation of major satellite 
DNA relative to telomeric DNA is fixed, probes hybridized to major 
satellite repeats were used to arbitrarily define a Watson (major  
A-rich satellite) and a Crick (major T-rich satellite) DNA template. 
The results revealed a higher frequency of daughter-cell pairs with 
asymmetry, than predicted by simulated random segregation. This 

was interpreted as a possible indication that nonrandom CS contrib-
utes to cell-fate decisions35. However, CS could, in theory, be non-
random with respect to chromosome orientation (that is, all Crick 
or all Watson strands inherited by the same daughter cell) and yet, 
cell fate be independent of this phenomenon. Conversely, if reten-
tion of the same parental template strand of one or several chromo-
somes is linked to cell fate, and if this mechanism is independent of 
DNA orientation, the current chromosome orientation fluorescent 
in situ hybridization method could not possibly detect it.

We have examined some possible scenarios that deviate from the 
purely random CS model and consider the possibility of nonrandom 
CS concerning a fraction of chromosomes, or occurring in a fraction 
of the cell population (Supplementary Fig. S2 and Supplementary 
Discussion). Whereas rare occurrences of either scenario cannot be 
completely ruled out, we reached the conclusion that to be compatible 
with our data and the sensitivity of our technique (detection in the 
transit amplifying zone after 3 days of chase, that is, after five rounds 
of division and a 32-fold dilution of the label), the fraction of cells or 
chromosomes subjected to nonrandom CS would have to be small in 
order to escape detection in the post-irradiation label retention assay.

Our post-irradiation label retention assay is the first of the kind 
in which a clear correlation between cell position, differentiation 
and proliferation for each label-retaining and each non-LRC could 
be established among the hundreds of cells examined. A significant 
point of concern regarding previous studies was the lack of refer-
ence to Ki67 or PCNA staining, which could have been used to 
unambiguously establish the proliferative status of LRCs4,28–30. In one 
instance, the close proximity of labelled and unlabelled nuclei was 
used to distinguish mitotic pairs from unrelated nuclei in whole-
mount preparations30. However, in our opinion, deciding whether 
two nuclei form a mitotic pair or belong to neighbouring cells 
are difficult distinctions to make in situ, when based only on the 
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are Ki67 +  (m), BrdU +  (n) and GFP +  (o). (p) Merge picture of a succession of GFP +  and GFP − crypt sections. (q) Merge picture of a single GFP +  crypt section 
with four CBC cells, all of which are Ki67 +  (r), BrdU +  (s) and GFP +  (t). Note the presence of a Ki67 +  BrdU +  GFP −  cp4 cell and the BrdU + Ki67 −  nucleus (*) of 
a post-mitotic cell sandwiched between Ki67 +  BrdU +  progenitor nuclei. P, Paneth cell nuclei. Scale bar, 10 µm. DAPI, 4′-6-diamidino-2-phenylindole.
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distance between nuclei. In contrast, the distance between nuclei 
is a valid parameter when looking at dividing cells in vitro6–8. We 
assume that the differences listed above between our experimental 
setup and that of previous studies could explain why we reached 
substantially different conclusions. Importantly, our results agree 
with the conclusion of two recent studies in which monoclonal con-
version of intestinal epithelial crypts was analysed at single stem cell 
resolution36,37. In both studies, clone-size expansion or contraction 
was observed before monoclonal conversion was complete, and this 
early dynamics was found to have the ‘scaling’ behaviour expected 
for a scenario of neutral drift within a population of stem cells. 
According to their data the authors state that if the population size 
is 14–18, a figure they believe to be likely, then symmetric divisions 
in which both stem cell daughters have the same fate should be the 
rule rather than the exception36,37, and this argues against long-term 
template-strand retention in the stem-cell lineage.

In conclusion, similar to what was previously demonstrated for 
the haematopoietic system and the skin25,38,39, both tissues undergo-
ing continuous turnover during adult life and engaged in wound 
repair in response to injury, our study does not support the chro-
mosome-sorting model as a major mechanism of genome integrity 
preservation in the adult intestinal epithelium.

Methods
Mice and chemicals. Adult (13- to 16-week old) male C57BL/6 mice were 
purchased from Charles River Laboratories (Arbresle, France) and housed under 
standard laboratory conditions on a light–dark cycle of 0800 to 2000 hours of light, 
with free access to food and water. Lgr5-EGFP-IRES-creERT2 (Lgr5-EGFP) mice 
were provided by Dr Eduard Batlle at the Institute for Research in Biomedicine of 
Barcelona, Spain. Experiments were performed according to the principles of labo-
ratory animal care in compliance with the European and French law. Chemicals 
and antibodies are listed in Supplementary Methods and Supplementary Table S6.

Measurement of CBC cell cytokinetic parameters. Adult C57BL/6 mice were 
administered five successive intraperitoneal injections of CldU (35 mg per kg of 
body weight) in Hanks buffered saline solution at 3- or 4-h intervals for a total 
period of 24 h. The first and last injections were administered at 0700 h. Two mice 
were killed 1 h after each CldU injection. The small intestine was flushed with 
phosphate-buffered saline (PBS) and 10-cm long segments were everted on 3-mm 
OD wooden skewers before fixation in 3% paraformaldehyde (PFA) for 3 h, fol-
lowed by overnight incubation in ice-cold PBS. Intestines were released from the 
skewers by a longitudinal incision and rolled up using wooden toothpicks. Rolls 
were then processed for IHC on paraffin sections, according to standard proto-
cols40. Thin (1–2 µm) sections were stained for CldU and Ki67, and the proportions 
of Ki67 + CldU +  and CldU −  CBC cell nuclei were determined from a collection of 
fluorescence images acquired with a Zeiss Axio Imager microscope equipped with 
a ×40 objective and an ApoTome slider.

CldU-labelling-dilution and CldU-IdU double labelling assays. Adult C57BL/6 
mice were administered one initial intraperitoneal injection of 32.56 mM CldU in 
Hanks buffered saline solution (85.5 mg per kg of body weight), followed by CldU 
in drinking water (1 mg ml − 1) for 60 h, a duration that is more than sufficient to la-
bel 100% CBC cells. The lack of cytotoxicity induced by continuous CldU exposure 
was attested, after one IP injection of 32.56 mM IdU (115.3 mg kg − 1 of body weight), 
by the unchanged level of nuclear cleaved caspase 3, compared with untreated con-
trol mice (not shown) and the unchanged proportion (36%) of CBC cells transiting 
through the DNA S phase. This procedure was adapted from a previously described 
protocol41. Antigen retrieval in 10 mM sodium citrate buffer, pH 6.0 for 20 min, was 
not followed by incubation with HCl (2 N). Incubation with the primary antibodies 
overnight at 4 °C was followed by incubation with 0.5 M NaCl for 6 min to eliminate 
nonspecific binding of the anti-IdU antibody. The anti-Ki67 and anti-lysozyme 
antibodies were then reapplied for 1 h at room temperature before rinsing in PBS-
Tween and incubation for 1 h at room temperature with secondary antibodies41.

BrdU-labelling during post-irradiation crypt regeneration. Lgr5-EGFP mice 
were administered one initial injection of BrdU (60 mg kg − 1) followed (or not) 
by irradiation with a dose of 6 Gy of Cs137 to the whole body (3.5 Gy min − 1), with 
a therapeuthic irradiator. They were then administered BrdU in drinking water 
(1 mg ml − 1) for 5 days and groups of control and irradiated mice were killed 2, 5, 14 
and 23 days post irradiation.

CBC and cp4 cell scoring procedure. For cell scoring, we distinguished Ki67 +  
CBC cells flanked by Paneth cells from the first Ki67 +  located above the last Paneth 
cells, at the average  + 4 position (cp4) from the base24. To facilitate CBC cell spot-
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Figure 7 | CBC and cp4 cells of irradiated Lgr5-EGFP mice are not label-
retaining cells. Control and irradiated Lgr5-EGFP mice were continuously 
exposed to BrdU for 5 days and killed 14 days (9 days of chase) and 23 
days (18 days of chase) after the beginning of the treatment. Ileum sections 
were either simultaneously stained for BrdU, GFP and lysozyme (a–l) or 
BrdU, GFP, lysozyme, chromogranin A, Dclk1 and Ki67 (m–x). (a–d) Single 
crypt section from a control mouse. (a) Merge. (b) BrdU +  CBC cell nuclei 
(green arrowheads) sandwiched between BrdU +  and BrdU −  Paneth cell 
nuclei (p). The CBC cells of this crypt section are all GFP +  (arrowheads 
in c) and the Paneth cells are lysozyme +  (d). (e–h) Single crypt section 
from an irradiated mouse killed 14 days post irradiation. (e) Merge. The 
two nuclei that stain positive for BrdU (f) and negative for GFP (g) belong 
to Paneth cells with cytoplasmic lysozyme granules (h). (i–l) Single crypt 
section from an irradiated mouse killed 23 days post irradiation. (i) Merge. 
The BrdU +  nucleus (j) belongs to a GFP −  (k) lysozyme +  (l) Paneth cell. 
(m–p) Single crypt from a control mouse. (m) Merge. (n) The small arrow 
points at an entero-endocrine cell (E) with nuclear BrdU and cytoplasmic 
chromogranin A staining. Arrowheads point at BrdU +  nuclei that belong to 
GFP +  (o), KI67 +  (p) CBC cells. (q–t) Single crypt section from an irradiated 
mouse killed 14 days post irradiation. (q) Merge. (r) Two BrdU +  nuclei, 
one of which belongs to a GFP +  cell (arrowhead in s) and the other to a 
lysozyme +  Paneth cell (t). (u–x) Single crypt section from an irradiated 
mouse killed 23 days post irradiation. (u) Merge. (v) The BrdU +  nucleus 
belongs to a GFP −  (w) lysozyme +  (x) Paneth cell. White arrows in (x) 
point at BrdU − Dclk1 +  tuft cells. Scale bar, 10 µm. DAPI, 4′-6-diamidino-2-
phenylindole.
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ting, we restricted our analysis to the ileum, at which the most abundant Paneth 
cell and CBC cell populations are found. As all CBC cell nuclei stain positive for 
Ki67, to determine the fraction of CBC cells with labelled nuclei (BrdU, CldU or 
IdU), the following criteria were applied during counting: CBC cell nuclei located 
between Paneth cells (not above) were scored; Ki67 + /BrdU +  and Ki67 + /BrdU −  
nuclei were scored in well-oriented crypt sections, defined as crypts that contain a 
single layer of epithelial cells surrounding their lumen, and those that are adjacent 
to the muscularis mucosa. Two independent persons performed scoring.

Scoring procedure for long-term BrdU-retaining cell nuclei. We performed 
IHC on thin paraffin sections of rolled intestine, using antibodies directed 
against GFP and Ki67 (cycling cells), BrdU, and a cocktail of primary antibodies 
directed against lineage-specific antigens: chromogranin A for entero-endocrine 
cells; doublecortin-like kinase 1 (Dclk1) for tuft cells11; and lysozyme for Paneth 
cells. A donkey anti-sheep-A488 conjugate was used to detect nuclear BrdU and 
cytoplasmic chromogranin A in entero-endocrine cells. A donkey anti-rabbit-Cy3 
conjugate was used to detect nuclear Ki67, lysozyme +  granules in the cytoplasm 
of Paneth cells and cytoplasmic dclk1 in tuft cells. Revealing several antigens with 
a single conjugate was possible because of the different subcellular localizations 
of the antigens (nuclear/cytoplasmic, diffuse cytoplasmic/cytoplasmic granules), 
and because each labelled cell could be unambiguously identified by its shape and 
localization along the crypt–villus axis. Importantly, this procedure was absolutely 
required to minimize the risk of overlooking the presence of rare cycling or quies-
cent lineage-negative BrdU +  cells.

Statistical analysis. Proportions of Ki67 +  CBC and cp4 cells labelled with CldU 
or BrdU obtained from distinct mice for the same timepoint were compared using 
Fisher’s exact test. When not statistically significantly different (P-values > 0.05), 
counts from distinct mice were aggregated before timepoint comparison, also 
based on Fisher’s exact test.

Stochastic modelling of the proportion of labelled CBC cells. In the CldU label 
dilution assay, the expected proportions of CldU +  CBC daughter cells under the 
random and nonrandom CS scenarios were estimated using Monte-Carlo simula-
tions of stem cell lineages, according to the model we describe below. Additional 
information is provided in the Supplementary Methods and Supplementary 
Software.

The length of the cell cycle has mean µ = 28.5 h and standard deviation σ = 2 h. 
The cell cycle is subdivided into three parts with respect to ploidy. The S phase 
(ploidy increases from 2 to 4) accounts for a fraction βS = 9.4 h/28.5 h of the cycle. 
The time after the S phase (ploidy = 4) accounts for β2 = 3.4 h/28.5 h of the cycle. The 
time before the S phase (ploidy = 2) accounts for β1 = 1 − βS − β2 of the cycle.

As the number of CBC cells per crypt does not vary significantly during the 
day, production of new cells is continuously compensated by upward migration 
of older cells during this time. The daughter cells cannot be distinguished from 
one another until one of them migrates, and both have thus been included in the 
final count. Given that the maximum amount of time spent by each new genera-
tion should not exceed the duration of the CBC cell cycle, we modelled the two 
daughter cells as remaining for the same length of time in the crypt base, which is 
the most unfavourable situation to distinguish random from nonrandom CS in our 
pulse-chase experiment.

Just before the gth generation, the stem cell contains K = 2n + 2 chromosomes 
(n = 19) made of two DNA strands: one strand was the template, whereas the other 
was synthesized during generation g − 1. After completion of the S phase, the cell 
contains two copies of the K chromosomes but only one copy of each chromosome 
contains the template DNA strand of generation g − 1. At the beginning of genera-
tion g + 1, each daughter cell inherits one copy of the K chromosomes. For each 
chromosome, the copy that contains the template DNA strand of generation g − 1 
remains in the simulated stem cell lineage with a probability P. The random and 
nonrandom CS scenarios compared in this study correspond to P = 0.5 and P = 1, 
respectively (Fig. 1a,d).

The amount of CldU incorporated into the cell DNA increases at a constant 
rate during the S phase and as our unit of measure, we used the average number of 
labelled strands per chromosome. Therefore, one unit corresponds to one labelled 
DNA strand per chromosome in a diploid cell (40 labelled strands in the mouse) 
and two units to either one labelled DNA strand per chromosome in a tetraploid 
cell (at the end of the S phase) or two labelled strands per chromosome in a diploid 
cell (80 labelled strands in both cases). Figure 3a,b illustrate the variations of CldU 
content in stem cell lineages simulated with this model.

The parameter δ is the amount of labelled DNA that a cell must contain to be 
detected and scored as CldU + 25. It is expressed in the unit of measure described 
above. The output of our simulations is the proportion of CldU +  cells detected 
for δ varying between 0.0625 and 1. We used the simulations to estimate δ and to 
investigate the fit of a more realistic model that incorporates a certain level of ran-
domness in the detection of the label by means of a second parameter ε (Fig. 3f,g).

Modelling the post-irradiation BrdU dilution assay. Computations were carried 
out by the same procedure as that for the CldU dilution assay. As stem cells are sup-
posed to adopt a random mode of CS during tissue regeneration before resuming 

nonrandom CS, the dynamics of label incorporation were not simulated. For sim-
plicity, we assumed that all chromosomes were fully labelled after 5 days of pulse. 
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