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PREAMBULE 

 

Le cancer colorectal est une problématique majeure de santé publique dont les voies 

moléculaires de la tumorigenèse sont connues depuis de nombreuses années. Les données 

s’accumulent, les technologies progressent et les questions, bien que différentes, sont toujours 

aussi nombreuses. Les formes familiales, minoritaires, représentent un intérêt scientifique 

majeur par les signatures génétiques qu’elles permettent de mettre en évidence. L’histoire du 

syndrome de Lynch que nous aborderons dans ce manuscrit illustre la nécessité de transfert 

entre les observations cliniques et les recherches fondamentales.  

 

L’équipe Signalisation Hormonale et Cancer, dirigée par le docteur Vincent Cavaillès, 

s’intéresse à la régulation transcriptionnelle impliquée dans les pathologies cancéreuses, 

notamment digestives. Le corégulateur transcriptionnel RIP140 est aujourd’hui connu pour 

être un facteur de bon pronostic des cancers colorectaux sporadiques. Ce travail étudie le rôle 

de ce corégulateur dans la problématique des cancers colorectaux familiaux, de la réparation 

de l’ADN et du syndrome de Lynch. Ce projet a été financé pendant deux ans par l’INCa dans 

le cadre d’un «Soutien à la formation à la recherche translationnelle en cancérologie» du Plan 

Cancer 2014-2019. La troisième année a été supportée par l’ARS Occitanie dans le cadre d’un 

contrat d’«Année de recherche» de l’internat en pharmacie.  

 

Après une introduction permettant un aperçu des contextes à la fois clinique et 

moléculaire du cancer colorectal, les résultats obtenus au cours de ces travaux de thèse seront 

présentés. La première partie des résultats aborde les effets du corégulateur transcriptionnel 

RIP140 sur un complexe majeur de la réparation de l’ADN, le complexe MutSα. La seconde 

partie s’intéresse à ses effets sur une polymérase translésionnelle particulière, Polκ. Enfin, les 

résultats obtenus lors du développement d’outils nécessaires à ce projet seront présentés dans 

une troisième partie. 
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INTRODUCTION 

1. Le cancer colorectal 

1.1. Généralités 

1.1.1. Epidémiologie 

Le cancer colorectal est une pathologie hétérogène causée par des facteurs génétiques et 

environnementaux. Il s’agit du troisième cancer le plus fréquent en France et dans le monde. 

L’incidence est estimée à 43 068 nouveaux cas par an en France. Il est le deuxième cancer le 

plus fréquent chez la femme, après le cancer du sein et le troisième chez l’homme, après ceux 

du poumon et de la prostate (Ferlay et al., 2015). Il représente la deuxième cause de mortalité 

par cancer avec 17 833 décès estimés en 2015. Le taux de survie à 5 ans du cancer colorectal, 

tous stades confondus, est estimé à 63%. Cependant cette survie à 5 ans n’est plus que de 13% 

lors d’un diagnostic au stade IV, métastatique. L’âge médian au moment du diagnostic est de 

71 ans pour les hommes et 75 ans pour les femmes (INCa).  

Le risque accru de ce cancer s’explique notamment par l’exposition réitérée de cet organe 

à de nombreuses substances toxiques, mais aussi par l’importante capacité de renouvellement 

de l’épithélium colique, où les tumeurs se développent dans 65% des cas. Elles affectent 

l’épithélium rectal dans 35% des cas.  

Bien que les formes sporadiques soient les plus fréquentes, environ 15% des cancers 

colorectaux surviennent dans un contexte familial. Dans ce contexte, les formes héréditaires 

avec une mutation germinale identifiée ne représentent que 2 à 5% de tous les cancers 

colorectaux, dont la polypose adénomateuse familiale (FAP) et le syndrome de Lynch sont les 

plus fréquents (respectivement 1% et 2 à 3%) (Jasperson et al., 2010). La FAP se caractérise 

par le développement de milliers de polypes adénomateux qui évoluent en cancer colorectal 

en l’absence de traitement. Elle est due à une mutation germinale autosomique dominante du 

gène APC (Bisgaard et al., 1994), même s’il existe des formes dues à des mutations de novo 

(Zeichner et al., 2012). Il existe une forme atténuée (AFAP Attenuated Familial Adenomatous 

Polyposis) qui se caractérise par un nombre réduit de polypes (10 à 100) apparaissant à un âge 

plus tardif avec un risque de cancérisation diminué (Knudsen, 2003). La polypose associée à 

MUTYH (MAP) ressemble cliniquement à l’AFAP, sans mutation du gène APC, mais 

présente une mutation germinale biallélique du gène MUTYH impliqué dans le système de 

réparation de l’ADN Base Excision Repair (BER) (Win et al., 2014).  
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La dénomination de cancer héréditaire non polyposique peut correspondre, selon 

l’acception prédominante, au syndrome de Lynch. Cette pathologie est due à une première 

mutation germinale autosomique dominante d’un des gènes du système de réparation des 

mésappariements de l’ADN, le système Mismatch repair (MMR). Cette première mutation est 

suivie, au cours de la vie, d’une mutation somatique du second allèle conduisant à la perte 

totale d’expression de la protéine MMR concernée. Cette perte d’expression entraîne un 

dysfonctionnement global du système avec pour principale conséquence l’instabilité des 

régions microsatellitaires qui caractérise le syndrome de Lynch (Sehgal et al., 2014).  

 

1.1.2. Particularités de l’épithélium colique et nomenclature 

A la différence de l’intestin, l’épithélium de surface du côlon ne présente pas de 

microvillosités. L’épithélium est principalement constitué de cellules caliciformes, 

d’entérocytes et de cellules indifférenciées (Figure 1) (Booth and Potten, 2000). Les cellules 

caliciformes, cellules glandulaires à sécrétion muqueuse, lubrifient le tube digestif. Cet 

ensemble cellulaire définit un épithélium monostratifié, prismatique simple, dépourvu de 

cellules de Paneth, connues au sein de l’épithélium intestinal pour secréter des agents 

antimicrobiens, tels que les défensines ou le lysozyme. 

 

 

Figure 1 Représentation schématique de la muqueuse colique 
(Booth and Potten, 2000) 
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L’ensemble formé par l’épithélium invaginé et le chorion représente l’unité fonctionnelle 

du côlon, les glandes ou cryptes de Lieberkühn qui sont des glandes séro-muqueuses, 

tubuleuses droites s’ouvrant entre les villosités intestinales. Le côlon adulte contient 107 

cryptes qui se composent chacune de 1000 à 4000 cellules. Une crypte et sa villosité associée 

constituent la plus petite unité d’auto-renouvellement de l’épithélium. La durée de vie des 

entérocytes et des cellules caliciformes est de 5 jours. L’épithélium colorectal humain se 

renouvelle intégralement tous les 2 à 3 jours (Okamoto and Watanabe, 2004). Le 

renouvellement résulte de la multiplication et de la différenciation des cellules souches situées 

à la base des glandes de Lieberkühn. L’élimination des cellules en fin de vie se fait par 

desquamation apicale. Le fort potentiel réplicatif de l’épithélium intestinal explique en partie 

le risque accru de mutations potentielles et de développement de cancer. 

La nomenclature des tumeurs dépend de leur nature histologique. Dans le cadre du cancer 

colorectal, le tissu d’origine concerné est un tissu épithélial glandulaire. La tumeur bénigne 

qui peut se développer sera alors nommée adénome (adenos signifie glande et désigne une 

tumeur glandulaire). Le terme de polype regroupe l’ensemble des tumeurs bénignes qui 

apparaissent en surface de la paroi du côlon ou du rectum. Les polypes peuvent être plans, 

sessiles ou encore pédiculés. Seuls les polypes adénomateux évoluent en cancer et tout 

adénome bénin est une dysplasie de bas grade, dont la prévalence est de 30% à partir de 65 

ans. Ils résultent de la prolifération des cellules des glandes de Lieberkühn. La polypose 

correspond à un nombre de polypes supérieur à 10. Le risque de cancer augmente avec le 

nombre, la taille (>1cm) et la composante villeuse des polypes. Le terme carcinome désigne, 

quant à lui, la tumeur épithéliale maligne. A l’inverse des tumeurs bénignes, elles sont mal 

délimitées, peu différenciées, elles présentent une croissance rapide et sont capables d’envahir 

des tissus à distance. Le stade de carcinome in situ ne se mentionne que dans le cas 

d’épithéliums séparés du tissu conjonctif par une membrane basale distincte. Les cancers 

colorectaux se développent dans 15% des cas au niveau du côlon ascendant, au niveau du 

côlon transverse dans 8% des cas et au niveau du côlon descendant dans 13% des cas.  
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1.1.3. Facteurs de risque, dépistage et diagnostic 

1.1.3.1. Facteurs de risque 

La répartition géographique mondiale des cancers colorectaux illustre l’importance du 

mode de vie « occidental » dans la prévalence de ces cancers. En effet, une part des facteurs 

de risque sont inhérents à la personne et à son histoire familiale, tels que l’âge, les antécédents 

de polypes coliques, de cancer colorectal ou encore de maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin. Néanmoins, les facteurs environnementaux comme l’alimentation, le tabagisme 

(Liang et al., 2009), la consommation d’alcool (Fedirko et al., 2011) et la sédentarité sont des 

facteurs de risque majeurs (Brenner et al., 2013). L’obésité, le diabète, une consommation 

excessive de viande rouge et une alimentation trop riche en graisses en font partie (Chan et 

al., 2011; Ma et al., 2013). L’alimentation peut également être, dans une moindre mesure, 

source de facteurs protecteurs lorsqu’elle est riche en fruits et légumes, en fibres et en 

produits frais (Aune et al., 2011). Le risque de développer un cancer colorectal est 

inversement associé à la prise ou au taux de vitamine D dans le sang, même si le mécanisme 

de cet effet protecteur n’est pas clairement défini (Ma et al., 2011). L’exercice physique 

régulier diminue le risque de cancer colorectal de 40%, indépendamment de l’indice de masse 

corporelle (IMC) (Boyle et al., 2012; Renehan et al., 2008). Certains médicaments ont été 

étudiés pour leur rôle potentiel dans la prévention du cancer colorectal. L’utilisation régulière 

d’acide salicylique (ASA) et d’anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) est associée à une 

diminution du risque de CCR (Chan et al., 2008). En revanche, des études ont montré 

l’absence de bénéfice significatif des statines dans la prévention du CCR (Vasen et al., 2013). 

L’ensemble des facteurs de risque permet de définir trois niveaux de risque de développer 

un cancer colorectal. 

· Un niveau de risque très élevé concerne les personnes atteintes de formes 

familiales, liées à une prédisposition génétique, comme le cancer colorectal 

héréditaire non-polyposique (HNPCC) ou la polypose adénomateuse familiale 

(FAP).  

· Le niveau de risque élevé est défini par un antécédent personnel d’adénome ou de 

cancer colorectal, un antécédent familial au premier degré de cancer colorectal ou 

d’adénome de plus de 1 cm avant 65 ans, deux ou plusieurs antécédents familiaux 

au premier degré de cancer colorectal ou encore une maladie inflammatoire 

chronique, telles que la rectocolite hémorragique et la maladie de Crohn. 

· Le niveau de risque modéré concerne tous les individus âgés de plus de 50 ans. 
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1.1.3.2. Dépistage 

Un programme de dépistage national a été généralisé en 2009 et concerne les individus 

asymptomatiques qui présentent un risque modéré de développer un cancer colorectal, soit 

tout individu âgé de plus de 50 ans. Une évaluation de leur éligibilité à ce dépistage qui 

correspond à une recherche de sang occulte dans les selles est effectuée par le médecin 

traitant. Depuis 2015 le dépistage a évolué vers un test immunologique, plus sensible, qui 

nécessite moins d’échantillons de selles (1 contre 6 avec le précédent test au gaïac) (Guittet et 

al., 2009). Cette nouvelle procédure de dépistage se veut ainsi moins contraignante à mettre 

en œuvre et a pour objectif d’améliorer le niveau de participation. Car pour réduire de 15 à 

18% le taux de mortalité induite par ce cancer, le taux de participation au dépistage doit 

excéder les 50%. Il était de 29,3% en 2015-2016 (INCa, 2017). En cas de positivité au test de 

dépistage, une coloscopie est prescrite (4,5% des cas). Dans le cas contraire, le patient est 

invité à réitérer le dépistage deux ans plus tard.  

 

1.1.3.3. Diagnostic 

Certains symptômes, en dehors de la détection d’une masse abdominale et du dépistage, 

peuvent évoquer l’éventualité d’un cancer colorectal. Concernant le rectum, les rectorragies, 

un syndrome rectal (ténesmes, épreintes), l’alternance de diarrhées et constipation peuvent 

être des circonstances révélatrices. Le cancer du côlon peut se révéler par des douleurs 

abdominales, un trouble du transit, une anémie ferriprive sans autre cause identifiée. 

L’interrogatoire du patient tient une place importante afin de mettre en évidence les facteurs 

de risque, les antécédents personnels et familiaux, recherchés sur trois générations (HAS, 

2012). La coloscopie indispensable au diagnostic, consécutive notamment à la découverte de 

sang occulte dans les selles, permet de visualiser la totalité du côlon et du rectum et de réaliser 

dans le même temps une exérèse et une biopsie des tumeurs ou polypes, dont dépendra la 

prise en charge thérapeutique. Cette analyse permet d’identifier le caractère malin de 

l’adénome excisé et de préciser le stade d’évolution du cancer. 
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1.2. Stades et prise en charge thérapeutique 

1.2.1. Stades 

Le stade se définit par l’étendue de la dissémination des cellules cancéreuses, selon trois 

critères : 

· La taille et la profondeur de la tumeur : les cellules cancéreuses apparaissent en surface 

de la muqueuse et envahissent progressivement les couches plus profondes. 

· Le nombre de ganglions lymphatiques atteints : ils sont localisés au niveau du tissu 

adipeux qui entoure le côlon et le rectum.  

· Les métastases : qui signent la présence de cellules cancéreuses et le développement 

tumoral à distance du point initial. Les organes le plus souvent atteints sont le foie, les 

poumons et le péritoine.  

 

L’ensemble de ces critères permet d’évaluer le score TNM d’une tumeur (pour Tumor, 

Nodes and Metastasis) (Tableau 1). 

 

T Tumeur primitive 

Tx Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive 

T0 Pas de signes de tumeur primitive 

Tis Tumeur in situ : intra-épithélial ou envahissant la lamina propria 

T1 Tumeur envahissant la sous-muqueuse 

T2 Tumeur envahissant la musculeuse 

T3 
Tumeur envahissant la sous-séreuse ou les tissus péricoliques ou les tissus péricoliques et 
périrectaux non péritonéalisés 

T4 T4a : Tumeur perforant le péritoine viscéral 

 T4b : Tumeur envahissant directement les autres organes ou structures 

N Adénopathies régionales 

Nx Renseignements insuffisants pour classer les adénopathies régionales 

N0 Pas de métastase ganglionnaire régionale 

N1a Métastase dans un ganglion lymphatique régional 

N1b Métastase dans 2 ou 3 ganglions lymphatiques régionaux 
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N1c 
Nodule(s) tumoraux, satellite(s), dans la sous-séreuse ou dans les tissus non-péritonéalisés 
péricoliques ou périrectaux sans métastase ganglionnaire régionale 

N2a Métastases dans 4 à 6 ganglions lymphatiques régionaux 

N2b Métastases dans 7 ou plus ganglions lymphatiques régionaux 

M Métastase à distance 

M0 Pas de métastase à distance 

M1a 
Métastase localisée à un seul organe (foie, poumon, ovaire, ganglion(s) lymphatique(s), autre 
que régional) 

M1b Métastase dans plusieurs organes ou péritonéales 

Tableau 1 Classification TNM/AJCC du cancer colorectal 
(Union internationale contre le cancer et al., 2010) 

 
Le score TNM identifié permet de définir le stade de la tumeur (Tableau 2). 

 

Stades T N M 

Stade 0 Tis N0 M0 

Stade I 
T1 N0 M0 

T2 N0 M0 

Stade IIA T3 N0 M0 

Stade IIB T4a N0 M0 

Stade IIC T4b N0 M0 

Stade III 
Tous T N1, N2 M0 

T1, T2 N1 M0 

Stade IIIA 
T1 N2a M0 

T3, T4a N1 M0 

Stade IIIB 

T2, T3 N2a M0 

T1, T2 N2b M0 

T4a N2a M0 

Stade IIIC 
T3, T4a N2b M0 

T4b N1, N2 M0 

Stade IVA Tous T Tous N M1a 

Stade IVB Tous T Tous N M1b 

Tableau 2 Stades du cancer colorectal en fonction de la classification TNM de la 
tumeur  

(Union internationale contre le cancer et al., 2010) 
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1.2.2. Prise en charge thérapeutique 

La prise en charge thérapeutique est obligatoirement précédée d’un bilan pré-

thérapeutique qui met en évidence les comorbidités du patient et évalue son état général, selon 

l’Indice de Karnofsky ou le Performans Status de l’OMS, ainsi que le statut nutritionnel. Il 

s’agit d’éléments pronostiques importants, susceptibles de modifier le suivi des 

recommandations. La chirurgie représente le principal traitement du cancer colorectal, seule 

préconisée aux stades 0, I et II, en l’absence de facteurs de risque de récidive (Lee et al., 

2012). Une radiothérapie est mise en place dans le cancer du tiers inférieur ou moyen du 

rectum, à titre curatif ou palliatif. La chimiothérapie adjuvante, qui permet de parfaire le 

traitement chirurgical, commence à être envisagée au stade II à haut risque de récidive. En 

l’absence de définition consensuelle, l’European Society of Medical Oncology (ESMO) et 

l’American Society of Clinical Oncology (ASCO) considèrent à haut risque les lésions T4 et 

moins de 10 à 12 ganglions lymphatiques analysés avec des caractéristiques de haut risque 

(Benson et al., 2004; Labianca et al., 2013). 

 

1.2.2.1. Mécanismes d’action des molécules thérapeutiques 

1.2.2.1.1. Cytotoxiques conventionnels 

Le 5-fluorouracile (5-FU) est une molécule cytostatique qui appartient à la classe des 

antimétabolites, les fluoropyrimidines. Par son analogie de structure avec l’uracile il bloque la 

synthèse de thymine (base azotée de l’ADN), inhibant ainsi la synthèse d’ADN, ce qui freine 

la prolifération cellulaire. Le 5-FU est un inhibiteur de la thymidilate synthase qui transforme 

l’uridine monophosphate en thymidine monophosphate. Il remplace l’uracile dans les 

molécules d’ARN (sous forme triphosphatée), entraînant des erreurs de lecture lors de la 

synthèse des protéines. Le sel lévogyre de l’acide folinique, le lévofolinate de calcium 

(leucovorin), est fréquemment associé au 5-FU. Il potentialise l’inhibition de l’enzyme en 

stabilisant le complexe formé entre le 5-FU et la thymidylate synthase par l’augmentation du 

taux de folates intracellulaires (6-méthylène-tétrahydrofolate) qu’il induit. La capécitabine est 

un précurseur oral du 5-FU. L’enzyme terminale des réactions qui assurent sa conversion en 

5-FU est la thymidine phosphorylase, présente à des taux plus importants dans les tissus 

tumoraux que dans les tissus sains. La capécitabine permet de remplacer le 5-FU, mais ne 

peut être utilisée en combinaison avec les anti-EGFR. 

L’oxaliplatine, sel de platine dérivé du 1,2-diaminocyclohexane, présente une activité 

cytostatique, anti-tumorale, liée aux ponts intra-brins et inter-brins (adduits volumineux) que 
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les dérivés hydratés de cette molécule sont capables de former avec l’ADN. Cela interrompt la 

synthèse d’ADN et induit l’apoptose.  

L’irinotécan est un analogue synthétique d’un alcaloïde naturel la camptothécine (CPT-

11). Le SN-38 est le métabolite actif de l’irinotécan. Il inhibe spécifiquement l’ADN 

topoisomérase I. Cette inhibition est spécifique de la phase S et entraîne des lésions simple 

brin de l’ADN qui bloquent la fourche de réplication de l’ADN et la prolifération cellulaire. 

Le SN38 est capable d’augmenter l’effet anti-tumoral de molécules telles que le 5-FU, le 

cisplatine et l’étoposide (pour revue (Panczyk, 2014). 

Le TAS-102 (LONSURF®) est une combinaison orale d’un analogue nucléotidique de la 

thymidine, la trifluridine et d’un inhibiteur de la thymidine phosphorylase, l’hydrochlorure de 

tipiracil, qui prévient la dégradation de la trifluridine et assure le maintien d’une concentration 

adéquate en substance active. La trifluridine est le composé cytotoxique de cette combinaison, 

dont la forme triphosphatée est incorporée à l’ADN assurant ses effets anti-tumoraux (Mayer 

et al., 2015). Il s’agit d’une nouvelle option en dernière ligne pour les patients qui présentent 

une maladie évolutive après avoir reçu tous les traitements possibles et disponibles. 

 

1.2.2.1.2. Agents de thérapie ciblée 

- Anti-VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) :  

Le bévacizumab (AVASTIN®) est un anticorps monoclonal partiellement humanisé qui 

cible spécifiquement le VEGF-A circulant, auquel il se lie. Il diminue la néoangiogenèse 

propre à la croissance tumorale. Le bevacizumab augmente l’activité du FOLFIRI et des bolus 

de LV5FU ou encore de la capécitabine seule, en termes de taux de réponse, d’absence de 

progression et de survie globale (Kabbinavar et al., 2008). Cependant son efficacité est 

diminuée chez les patients dont les tumeurs présentent des mutations acquises du gène KRAS 

(Hurwitz et al., 2009). Le bévacizumab n’est pas recommandé en monothérapie. 

L’aflibercept (EYLEA®) est une protéine de fusion recombinante qui contient des 

fragments de liaison au VEGF provenant des domaines extracellulaires des récepteurs VEGF 

humains 1 et 2, fusionnés au fragment Fc de l’IgG1 humaine. Cette protéine de fusion bloque 

l’activité du VEGF-A et B en se comportant comme un récepteur soluble de haute affinité qui 

piège les ligands, empêchant leur liaison aux récepteurs endogènes et bloquant la signalisation 

d’aval. L’aflibercept améliore la survie globale lorsqu’il est associé au FOLFIRI (Van Cutsem 

et al., 2012). 

Le ramucirumab (CYRAMZA®) est un anticorps monoclonal entièrement humanisé 

(IgG-1), qui se lie avec une haute affinité au domaine extracellulaire du VEGFR-2, ce qui 
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empêche la liaison des ligands naturels du VEGFR et son activation. Cet anticorps 

monoclonal a montré son avantage en termes de survie globale lorsqu’il est associé au 

FOLFIRI en seconde ligne de traitement (Tabernero et al., 2015). 

 

- Anti-EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) :  

Le cétuximab (ERBITUX®) est un anticorps monoclonal chimérique spécifiquement 

dirigé contre le récepteur de l’EGF. L’affinité de cet anticorps pour l’EGFR est 5 à 10 fois 

supérieure à celle des ligands endogènes et en bloque ainsi la liaison et l’activation des voies 

de signalisation en aval (RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT, cf. section 2.3.4). Ces voies de 

signalisation sont impliquées dans la croissance tumorale, contrôlant différents paramètres 

cellulaires tels que la prolifération. Les mutations activatrices, indépendantes des signaux de 

l’EGFR, de KRAS et de BRAF inhibent la réponse au cétuximab des tumeurs présentant ces 

mutations acquises. Ces observations en font des marqueurs prédictifs de l’efficacité de ces 

traitements (Van Cutsem et al., 2011) (Figure 2). 

Le panitumumab (VECTIBIX®) est un anticorps entièrement humanisé qui se lie 

spécifiquement et avec une grande affinité au domaine de liaison des ligands naturels de 

l’EGFR. Cela inhibe son activation par autophosphorylation. Le mécanisme d’action étant le 

même que celui du cétuximab, le statut de KRAS devra être étudié (Douillard et al., 2010).  

 

 

Figure 2 Anticorps monoclonaux anti-EGFR et effecteurs de la signalisation 
Adapté de (Pritchard and al, 2011) 

 

Ces molécules ont fourni la preuve de leur efficacité en augmentant l’activité cytotoxique du 

doublet FOLFOX, mais pas de l’oxaliplatine seul (Douillard et al., 2013; Maughan et al., 
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2011). Cependant elles ne sont efficaces que chez une minorité de patients, en l’absence de 

mutation acquises des gènes KRAS et BRAF. Elles sont généralement bien tolérées, malgré 

des effets indésirables (rashs cutanés, des nausées et diarrhées) et représentent un coût 

considérable dans la prise en charge thérapeutique. Une méta-analyse réalisée sur 22 études 

cliniques a montré l’intérêt d’une analyse étendue des mutations potentielles des gènes 

KRAS, NRAS et BRAF ainsi que la fonctionnalité de la protéine PTEN, comme 

biomarqueurs pronostiques du bénéfice escompté des traitements anti-EGFR (Therkildsen et 

al., 2014). Il n’existe à ce jour pas de preuve de supériorité entre un traitement (anti-VEGF 

versus anti-EGFR) et un autre (Van Cutsem et al., 2016). 

Le Regorafenib (STIVARGA®) est un inhibiteur oral récent de plusieurs kinases 

impliquées dans le développement et la progression du cancer colorectal, notamment celles 

impliquées dans l’angiogenèse tumorale (VEGFR1, 2, 3, TIE2), l’oncogenèse (KIT, RET, 

RAF1, BRAF et BRAFV600E) et le micro-environnement (PDGFR et FGFR). Ce traitement 

améliore modestement (1 mois) la survie globale par rapport à un placebo et présente des 

effets indésirables non négligeables. Il offre cependant une option supplémentaire de 

traitement chez les patients atteints de cancer colorectal métastatique dont la pathologie a 

progressé malgré toutes les lignes de traitement et qui présentent encore un état général 

correct (Grothey et al., 2013). 

 

1.2.2.2. Recommandations de traitement 

1.2.2.2.1. Cancer colorectal non métastatique 

La chimiothérapie adjuvante recommandée à la suite du traitement chirurgical au stade III 

(tout T, N1-N2, M0) et du stade II à haut risque, associe le 5-fluorouracile (5-FU), l’acide 

folinique (métabolite actif de l’acide folique) et l’oxaliplatine dans le protocole FOLFOX 

(mFOLFOX6). Un autre schéma allie la capécitabine avec l’oxaliplatine (CAPOX). Ces deux 

schémas ont démontré leur efficacité en augmentant la survie en l’absence de maladie (DFS, 

Disease Free Survival) à 3 ans de 7% et de 4,4% respectivement, en comparaison au 

traitement par 5-fluorouracile et acide folinique seuls (Haller et al., 2011), y compris chez les 

patients dont les tumeurs présentent une mutation du gène BRAF (André et al., 2015). Quand 

l’adjonction d’oxaliplatine n’est pas recommandée, une infusion intraveineuse lente ou une 

administration orale du 5-FU doivent être préférées à des administrations en bolus (André et 

al., 2004; Labianca et al., 2013). Dans ce contexte non métastatique, le bénéfice d’une 

administration d’irinotécan (Van Cutsem et al., 2009) ou d’agents de thérapie ciblée, tels que 
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le bévacizumab (de Gramont et al., 2012) et le cétuximab (Alberts et al., 2012) n’a pas été 

prouvé. 

 

1.2.2.2.2. Cancer colorectal métastatique (mCCR) 

La chimiothérapie peut être qualifiée de néoadjuvante si elle est mise en place avant la 

chirurgie dans le but de faciliter la résection des métastases. C’est le cas du protocole 

FOLFOX qui associe le 5-FU, l’acide folinique et l’oxaliplatine. Cette chimiothérapie 

néoadjuvante permet une augmentation de la survie sans progression et est recommandée pour 

cette raison, même si elle ne semble pas modifier significativement la survie globale 

(Nordlinger et al., 2013).  

Au stade IV, le but du traitement clairement défini, influence le choix des molécules 

thérapeutiques et le schéma selon lequel elles seront administrées. Dans ses recommandations 

de prise en charge, actualisées en juillet 2016, l’ESMO a défini deux groupes de patients 

atteints de cancer colorectal métastatique (Van Cutsem et al., 2016). Les patients susceptibles 

de répondre à la chimiothérapie et ceux dont la présentation clinique ne correspond pas aux 

objectifs de ces traitements intensifs et qui recevront un traitement palliatif. Dans le premier 

groupe, les patients sont subdivisés en fonction de la résécabilité ou non de la tumeur et des 

métastases ainsi que de la menace clinique qu’elles représentent. Ces critères modifient la 

finalité de la chimiothérapie, de cytoréduction suivie de résection empêchant la progression de 

la maladie, à un « simple » contrôle de la maladie lorsque la résection n’est pas envisageable 

et que les symptômes cliniques ne sont pas majeurs. Au sein de ces deux sous-groupes, les 

principaux biomarqueurs qui orientent le traitement sont les statuts de RAS et BRAF (pour 

détails, cf. section 2.3.4).  

La première ligne de chimiothérapie des mCCR comprend une fluoropyrimidine (5-

fluorouracile, utilisé en administration intraveineuse) qui peut être employée en combinaison 

avec l’irinotécan (FOLFIRI) ou l’oxaliplatine (FOLFOX) (Van Cutsem et al., 2014). Ces 

combinaisons assurent de meilleures réponses que le 5-FU seul (de Gramont et al., 2000), 

(Douillard, 2000). Cependant la capécitabine (fluoropyrimidine orale) n’est pas utilisée en 

association avec l’irinotécan, car cette association s’avère plus toxique que le FOLFIRI 

(Fuchs et al., 2007). La majorité des patients seront traités en première ligne par un doublet 

cytotoxique (FOLFOX, CAPOX ou FOLFIRI), chez de très rares patients par un triplet 

cytotoxique (FOLFOXIRI) ou par une fluoropyrimidine seule lorsqu’ils sont 

asymptomatiques avec des métastases non résécables et non candidats à une 

polychimiothérapie. Les anticorps monoclonaux bevacizumab (anti-VEGF) ainsi que le 
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cetuximab et le panitumumab (anti-EGFR) améliorent les résultats obtenus en combinaison 

avec les agents de chimiothérapie conventionnels. Ils sont recommandés en première ligne de 

traitement chez tous les patients, en l’absence de contre-indication (Van Cutsem et al., 2011) 

mais ne doivent pas être associés à la capécitabine ni aux bolus de 5-FU.  

Bien que très ardu à aborder, par la multiplicité des facteurs à prendre en compte et la 

multitude des schémas de traitement possibles, des preuves concordantes démontrent que, 

dans la mesure du possible, le traitement du mCCR doit comporter les trois cytotoxiques 

disponibles et l’ensemble des thérapies ciblées (anti-VEGF, anti-EGFR) (Grothey et al., 

2004). Cela permet de comprendre le choix des traitements d’entretien et des éventuelles 

lignes ultérieures. Les molécules qui n’ont pas été utilisées dans les traitements antérieurs 

seront recommandées de même que certaines seront reconduites car elles ont été efficaces 

pour le patient concerné (Van Cutsem et al., 2016) (Figure 3).  

 

 

Figure 3 Stratégies de continuité des soins du cancer colorectal métastatique 
Adapté de (Van Cutsem et al., 2014) 

  



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 

28 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

1.3. Le syndrome de Lynch 

1.3.1.  Définition et bases moléculaires 

Le syndrome de Lynch est la forme la plus fréquente de prédisposition au cancer 

colorectal héréditaire, 1 à 3% de tous les CCR (Peltomäki, 2016). Ce syndrome correspond à 

une prédisposition héréditaire à un spectre de cancers (cf. section 1.3.2), due à une mutation 

autosomique dominante affectant un des gènes du système de réparation des mésappariements 

de l’ADN, le système mismatch repair (MMR) (cf. section 3.1). Les gènes dont les mutations 

germinales ont été associées au syndrome de Lynch sont MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2.  

 

L’histoire de ce syndrome n’est pas simple et les contours n’en sont pas encore clairement 

définis aujourd’hui. Le système MMR n’avait pas encore été décrit chez l’Homme lors des 

premières suspicions cliniques d’une prédisposition héréditaire aux cancers colorectaux 

(Lynch et al., 1966). Le caractère héréditaire de ce syndrome a été réfuté par la communauté 

médicale jusque dans les années 1990 et l’avènement de la génétique. Ceci permet de 

comprendre les premières descriptions et les critères d’orientation diagnostique 

essentiellement cliniques (Tableau 3). Les patients dont l’histoire personnelle et familiale 

concorde avec les critères d’Amsterdam, établis historiquement en 1991 (Critères 

d’Amsterdam I), et élargis en 1999 (Critères d’Amsterdam II) (Vasen et al., 1999), sont 

diagnostiqués atteints d’un cancer colorectal héréditaire non polyposique (HNPCC), défini 

dans le syndrome de Lynch.  

Ce Syndrome de Cancers Familiaux sera renommé par Boland en syndrome de Lynch 

(Boland and Troncale, 1984). Mais le terme de cancer colorectal non polyposique (HNPCC) 

reste également employé, initialement dans le but de le distinguer du syndrome familial 

héréditaire à forte polypose, que nous avons abordé précédemment, la FAP (Familial 

Adenomatous Polyposis). Cette dénomination apparaît néanmoins incomplète pour désigner 

ce syndrome qui peut affecter d’autres organes que le côlon, même si celui-ci reste majoritaire 

(Boland, 2005).  

Les critères issus de la conférence de Bethesda (Tableau 3) ont été proposés et révisés, en 

fonction des dernières avancées moléculaires dans la compréhension de ce syndrome, afin 

d’augmenter la sensibilité de détection des patients susceptibles d’être atteints (Umar et al., 

2004).  
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Critères d’Amsterdam I  

(Vasen et al., 1991) 

Au moins trois apparentés atteints d’un cancer colorectal 

histologiquement prouvé :  

· Dont un doit être lié au premier degré avec les deux autres 

· Au moins deux générations successives atteintes 

· Au moins un de ces cancers diagnostiqué avant l’âge de 50 ans 

· Dont la polypose adénomateuse familiale a été exclue 

Critères d’Amsterdam II  

(Vasen et al., 1999) 

Au moins trois apparentés atteints d’un cancer du spectre large du 

syndrome HNPCC :  

· Dont un doit être lié au premier degré avec les deux autres 

· Au moins deux générations successives affectées 

· Au moins un cancer associé au syndrome doit avoir été diagnostiqué 

avant l’âge de 50 ans  

· La polypose adénomateuse familiale a été exclue  

· Les tumeurs doivent être vérifiées aussi souvent que possible 

 

Critères de Bethesda  

(Umar et al., 2004) 

Permettent de tester les tumeurs colorectales avec instabilité 

microsatellitaire (MSI) :  

· CCR diagnostiqué chez un patient de moins de 50 ans 

· Présence d’autres cancers appartenant au spectre du syndrome de Lynch, 

en même temps ou non, sans notion d’âge 

· CCR avec une importante instabilité microsatellitaire (MSI-H) 

histologiquement diagnostiquéechez un patient de moins de 60 ans 

· CCR ou une tumeur associée au syndrome de Lynch avant l’âge de 50 ans 

chez au moins un des apparentés du premier degré 

· CCR ou une tumeur associée au syndrome, à n’importe quel âge chez 

deux apparentés du premier ou second degré 

Tableau 3 Critères d’Amsterdam I et II - Critères élargis de Bethesda 
Adapté de (Lynch et al., 2015) 

 

En effet, les premières analyses génétiques des cancers associés à ce syndrome ont mis en 

évidence une de leurs caractéristiques fondamentales, l’instabilité microsatellitaire (MSI) 

(Thibodeau et al., 1993). Elle correspond à une augmentation de la fréquence des mutations 

acquises par insertion, délétion ou encore de mésappariements, au niveau des séquences 

microsatellitaires du génome. C’est à peu près à ce moment-là que le système mismatch 

repair (MMR) et son fonctionnement ont été caractérisés chez la levure (Strand et al., 1993). 

L’instabilité microsatellitaire est une conséquence du dysfonctionnement dans la correction 
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des erreurs de réplication de l’ADN par ce système. Les critères élargis de Bethesda ont alors 

intégré dans leurs recommandations une sélection plus large des patients candidats à l’analyse 

MSI. 

Les premières cartographies du génome ont identifié les loci des gènes MSH2 et MLH1 et 

certaines de leurs mutations responsables du syndrome de Lynch chez quelques familles, 

suggérant déjà l’hétérogénéité étiologique de ce syndrome (Aaltonen et al., 1993). Plus tard 

les gènes PMS1 et PMS2 furent décrits. C’est en 1997 qu’une mutation délétère du gène 

MSH6 a été rapportée, bien que les membres de cette famille ne répondaient pas aux critères 

d’Amsterdam I et présentaient essentiellement des cancers extra-coliques, faisant émerger la 

notion d’hétérogénéité phénotypique (Tableau 4). Les gènes MMR les plus fréquemment 

mutés sont MLH1 (40%) et MHS2 (34%). Les mutations de MSH6 comptent pour 18% des 

cas et des mutations de PMS2 sont retrouvées dans 8% des cas. Ne sont pas connues à ce jour 

de mutations des gènes MSH4, MSH5 et PMS1 associées au syndrome de Lynch (Peltomäki, 

2016). Un certain nombre de cas est dû à une délétion de l’extrémité 3’ du gène EPCAM 

(Epithelial Cell Adhesion Molecule), qui conduit à une extinction épigénétique de MSH2 

(Figure 4). Ce gène n’étant exprimé qu’au sein des tissus épithéliaux, l’extinction 

épigénétique de MSH2 n’a lieu que dans ce type de tissus, ce qui explique le phénotype des 

tumeurs liées à cette mutation (Ligtenberg et al., 2013). La base de données InSiGHT 

(International Society for Gastrointestinal and Hereditary Tumors), créée en 2004, répertorie 

depuis toutes les mutations identifiées responsables de cancers dans le syndrome de Lynch 

(Thompson et al., 2014). 

 

Figure 4 Implication des différentes altérations constitutionnelles des gènes MMR 
  Adapté de (Olschwang and Eisinger, 2010) 
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Malgré les améliorations techniques, près de 30% des familles suspectées cliniquement de 

présenter un syndrome de Lynch demeurent sans mutation germinale identifiée. De rares 

familles ont permis de mettre en évidence une mutation épigénétique constitutionnelle du 

gène MLH1. Cette mutation entraîne la méthylation du promoteur et l’inhibition de la 

transcription de cet allèle dans les tissus sains et a été associée à un haplotype MLH1 

présentant deux variants d’un nucléotide (Kwok et al., 2014). Cependant les mutations 

épigénétiques de MLH1 surviennent majoritairement de novo, ce qui explique l’absence 

d’histoire familiale de ces cas. Les mutations épigénétiques de MLH1 sont incriminées dans 

plus de 10% des cas de LS avec des tumeurs déficientes en protéine MLH1, mais sans 

mutation germinale retrouvée et dans une proportion équivalente de cancers sporadiques avec 

hyperméthylation du promoteur MLH1, survenant chez des personnes âgées de moins de 60 

ans (Hitchins, 2013).  

La pathogénicité de la plupart des mutations faux-sens des gènes MMR répertoriées 

demeure incertaine. Ces variants sont nommés VUS pour Variants of Uncertain Significance.  

 

Mécanisme causal Hétérogénéité des phénotypes associés 

Mutation hétérozygote de MLH1 
LS : prédominance du CCR ; cancers extracoliques moins 

fréquents qu’avec les mutations MSH2 

Mutation hétérozygote de MSH2 LS : plus grande fréquence des cancers extracoliques 

Mutation hétérozygote de MSH6 
LS : prédominance des cancers de l’endomètre ; tumeurs 

avec parfois un faible niveau d’instabilité microsatellitaire 

Mutation hétérozygote de PMS2 
LS : peuvent présenter un excès de polypes coliques ; 

fréquence des cancers plus faible 

Délétion hérézygote d’EPCAM 

LS : inhibe l’expression de MSH2 ; souvent moins de risque 

de cancers extracoliques ; risque augmenté de cancers de 

l’endomètre 

Epimutation monoallélique de MLH1 

LS : l’expression phénotypique semble similaire à celle des 

porteurs de mutations MLH1 ; une certaine proportion de 

mutations épigénétiques de MLH1 sont héréditaires mais le 

plus souvent ces mutations arrivent de novo 

Mutation biallélique de MSH2, 6, 

MLH1 ou PMS2 

Définit le syndrome CMMR-D ; très jeune âge de survenue 

des cancers (pédiatriques), hématologiques, du tractus 

urinaire, glioblastomes et neurofibromatose 

Tableau 4 Hétérogénéité phénotypique des cancers associés aux mutations MMR 
Adapté de (Lynch et al., 2015) 
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Pour qu’un cancer se développe chez ces patients génétiquement prédisposés par leur 

première mutation germinale héréditaire, il faut qu’un second événement génétique affecte 

l’allèle sauvage (Figure 5).  

 

Figure 5 Evénements moléculaires lors du développement d’un CCR dans le LS 
Adapté de (Lynch et al., 2015) 

 

Nous savons aujourd’hui qu’il subsiste des CCR, avec instabilité microsatellitaire et une 

IHC des protéines MMR anormale, qui ne sont ni dus au syndrome de Lynch ni à une 

hyperméthylation du promoteur MLH1. Ces cas ont été nommés LLS (Lynch like Syndrome) 

pour, syndromes apparenté au syndrome de Lynch (Rodríguez-Soler et al., 2013). Une étude a 

rapporté l’existence de deux mutations acquises d’un gène MMR dans plus de 50% des CCR 

MSI analysés (n = 25) qui pourraient être impliquées dans ce syndrome (Mensenkamp et al., 

2014a). Certains cancers de l’endomètre sont également concernés (Haraldsdottir et al., 2014) 

(cf section 1.3.2.). Le cancer colorectal familial de type X est la dénomination qui a été 

attribuée à la moitié des familles qui remplissent les critères d’Amsterdam mais qui ne 

présentent ni d’instabilité microsatellitaire ni de mutation germinale d’un gène MMR (Lindor, 

2009). 
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1.3.2. Caractéristiques et spectre du syndrome de Lynch 

La majorité (70%) des cancers colorectaux survenant dans le syndrome de Lynch affectent 

le côlon droit proximal, au niveau de la courbure splénique et sont généralement « non 

polypoïdes ». Le phénomène de carcinogenèse colorectale est accéléré chez les patients 

souffrant de ce syndrome, en comparaison des formes sporadiques de CCR, seulement 2 à 3 

ans contre 6 à 10 ans. Histologiquement ces cancers contiennent un excès de cellules 

mucineuses, peu différenciées et présentent un infiltrat lymphocytaire important (Figure 6). 

La présence de lymphocytes au sein de ces tumeurs entre probablement en ligne de compte 

dans l’avantage de survie connu chez ces patients en comparaison de ceux atteints d’un cancer 

sporadique au même stade (Watson et al., 1998).  

. 

 

Figure 6 Développement du syndrome de Lynch au niveau cellulaire 
Adapté de (Lynch et al., 2015) 

 

Les porteurs d’une mutation germinale d’un gène MMR présentent un risque accru de 

développer, au cours de leur vie, un cancer colorectal (25 à 70%) (Figure 7), de l’endomètre 

(30 à 70%) et d’autres cancers, appartenant au spectre de ce syndrome, tels que l’estomac, 

l’intestin grêle, le système hépato-biliaire, le tractus urinaire supérieur, les ovaires, mais aussi 

le cerveau, avec les glioblastomes (Vasen et al., 2013). La moyenne d’âge à laquelle ces 

patients développent un cancer colorectal est inférieure à celle de la population générale (45 

au lieu de 69 ans respectivement).  
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Figure 7 Modèle de susceptibilité du CCR 
Adapté de (Jasperson et al., 2010) 

 

Le phénotype d’instabilité microsatellitaire, caractéristique des tumeurs du syndrome de 

Lynch, est également retrouvé dans 15% des cancers colorectaux sporadiques dus à la 

méthylation du promoteur du gène MLH1. Cependant la mutation du gène BRAF (V600E) 

caractéristique, quant à elle, des cancers colorectaux sporadiques de phénotype MSI, n’est 

quasiment jamais retrouvée dans le syndrome de Lynch (Laurent-Puig et al., 2009), ce qui 

oriente le diagnostic.  

Une étude nationale française de l’estimation des risques cumulés de développer un 

cancer associé au syndrome de Lynch, chez les porteurs de mutations des gènes MLH1, MSH2 

et MSH6 (ERISCAM, Estimation des Risques de Cancer chez les porteurs de mutation des 

gènes MMR) a été menée sur 537 familles, incluses entre 2007 et 2009 (Bonadona et al., 

2011a). Cette étude a mis en évidence que le risque de développer un cancer associé au 

syndrome de Lynch, n’est pas significativement différent entre l’homme et la femme et ce 

quel que soit l’âge. A partir de 70 ans ce risque est le même pour les porteurs d’une mutation 

des gènes MLH1 ou MSH2, à savoir 59% et 57% respectivement, alors qu’il est beaucoup 

plus faible, 25%, pour les porteurs d’une mutation affectant MSH6. Le risque cumulé de 

développer un cancer colorectal à partir de 70 ans est de 38% chez les hommes et de 31% 

chez les femmes. Ces risques sont de 33% pour le cancer de l’endomètre et de 9% pour le 

cancer des ovaires.  
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Le Tableau 5 illustre les résultats de cette étude concernant les risques cumulatifs estimés 

des différents cancers en fonction du gène MMR muté, à partir de l’âge de 70 ans.  

 

 

Colorectal Endomètre Ovaire 

% de risque 
IC 

95% 
% de risque 

IC 
95% 

% de risque 
IC 

95% 
MLH1 41 25-70 54 20-80 20 1-65 

MSH2 48 30-77 21 8-77 24 3-52 

MSH6 12 8-22 16 8-32 1 0-3 

Tableau 5 Risques cumulatifs estimés par cancer en fonction du gène MMR muté 
Adapté de (Bonadona et al., 2011b) 

 

Concernant le cancer colorectal, ces risques cumulés estimés n’augmentent pas avant 

l’âge de 30 ans, de même que le risque de développer un cancer de l’endomètre ne dépasse 

pas 2% et celui de l’ovaire 1%, avant l’âge de 40 ans, quel que soit le gène muté considéré. 

Les autres carcinomes susceptibles de se développer, appartenant au spectre du LS, tels que 

l’estomac, l’intestin grêle, l’épithélium biliaire et urinaire ne présentent pas un risque de plus 

de 3% à 70 ans. Des tumeurs cutanées et cérébrales ont été décrites au sein de familles 

suspectées atteintes du syndrome de Lynch, il s’agit du syndrome de Muir-Torre et Turcot qui 

est considéré comme une variante du syndrome de Lynch (Watson et al., 2008). L’atteinte 

possible de ces différents organes définit les spectres, étroit et large, de ce syndrome. Le 

spectre étroit concerne le côlon et le rectum, l’endomètre, l’intestin grêle et les voies urinaires. 

Les critères d’Amsterdam I ont été élargis afin d’intégrer ces cancers extra-coliques. Ces 

spectres d’expression servent de signal d’appel pour motiver la recherche de mutation 

constitutionnelle délétère. Le développement d’un cancer de l’intestin grêle par exemple, 

malgré le faible risque chez un patient porteur d’une mutation, est un excellent indicateur de 

mutation car il est extrêmement rare dans la population générale. La fréquence des cancers du 

pancréas, du sein et de la prostate, qui n’appartiennent pas ou pas clairement à ce jour au 

spectre du LS, semble plus importante chez ces patients (Win et al., 2012).  
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1.3.3. Particularités de la prise en charge et surveillance 

Comme nous l’avons déjà abordé, la transmission d’une mutation germinale d’un des 

gènes MMR est autosomique dominante. Le diagnostic du syndrome de Lynch est 

aujourd’hui basé sur une combinaison de paramètres cliniques, l’analyse pathologique de la 

tumeur et/ou la recherche de mutation. L’immunohistochimie (IHC) permet d’étudier sur une 

coupe histologique l’expression tissulaire des protéines MMR. A l’état normal, ces protéines 

sont exprimées dans le noyau de nombreuses cellules en particulier de l’intestin par les 

cellules du tiers inférieur des cryptes de la muqueuse, par les lymphocytes et les cellules 

endothéliales du stroma de la tumeur, qui servent de témoins positifs à la technique. La perte 

d’expression est exclusive entre MLH1 et MSH2, c’est-à-dire qu’elle ne concerne que l’une 

de ces deux protéines, et ne s’observe que dans les cellules tumorales. La perte d’expression 

de protéines MMR sert à la fois de biomarqueur et oriente la recherche de mutation causale. 

Une perte spécifique de l’expression de PMS2 ou MSH6 implique une mutation germinale de 

PMS2 ou de MSH6 respectivement, alors que la perte de MLH1 et PMS2 en IHC tend à 

suggérer une mutation de MLH1 (PMS2 étant déstabilisée en l’absence de MLH1, cf. section 

3.5.1). La sensibilité de cette technique est inférieure à celle du génotypage car toutes les 

mutations ne modifient pas nécessairement l’épitope reconnu par l’anticorps (pour revue 

(Olschwang et al., 2004).  

Le phénotype MSI de la tumeur doit être caractérisé lors de l’examen 

anatomopathologique par un génotypage standardisé de 5 marqueurs permettant d’isoler les 

patients qui doivent bénéficier d’une recherche de mutation délétère. La valeur prédictive 

d’une mutation délétère constitutionnelle est définie par le risque relatif qui peut être faible (1 

à 5), intermédiaire (5 à 8) ou fort (>8). Ce risque relatif permet d’affiner les spectres. Les 

cancers de l’endomètre, du bassinet et de l’intestin grêle présentent un risque relatif supérieur 

à huit qui les classe dans le spectre étroit. Alors que le risque relatif intermédiaire de 

développer un cancer de l’estomac, des voies biliaires et des ovaires, les classe dans le spectre 

large. Il est aujourd’hui recommandé de tester tous les cancers colorectaux ainsi que les 

cancers de l’endomètre développés avant l’âge de 70 ans par IHC des quatre protéines MMR 

(MLH1, MSH2, MSH6 et PMS2) ou par génotypage du phénotype MSI pour améliorer la 

sensibilité de détection des patients atteints d’un syndrome de Lynch (Pritchard and al, 2011). 

L’arbre décisionnel ci-après (Figure 8) est issu du guide « Tests somatiques recherchant une 

déficience du système MMR au sein des tumeurs du spectre du syndrome de Lynch », 

collection Outils pour la pratique, (INCa 2016). 
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.  

Figure 8 Stratégie diagnostique du syndrome de Lynch 
Adapté de (INCa, 2016) 

 

Une consultation d’oncogénétique est indiquée pour tout patient qui remplit les critères 

d’Amsterdam II, ainsi que ceux dont la probabilité de cancer MSI est supérieure à 50% 

(cancer colorectal avant 40 ans, antécédent personnel de cancer colorectal ou de l’endomètre). 

Elle permet de définir le rythme et les modalités de surveillance et des membres de sa famille.  
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Lorsque le diagnostic de syndrome de Lynch est posé, une surveillance particulière des 

patients est recommandée. Les facteurs de risque du cancer colorectal reconnus dans la 

population générale ont un impact similaire chez les personnes qui présentent cette 

prédisposition. Cependant la précocité de l’âge au diagnostic des cancers du spectre étroit du 

syndrome de Lynch, nécessite la mise en place d’une prévention et d’un dépistage adaptés et 

anticipés. Les recommandations concernant la prise en charge globale du syndrome de Lynch 

ont été récemment révisées par un groupe d’experts européens (Vasen et al., 2013). Le tableau 

suivant, (Tableau 6), issu de ce travail, résume le consensus révisé des recommandations de 

surveillance. 

 

Site atteint Limite d’âge 

inférieure  

Examen Intervalle  

Colorectum 20-25 ans Coloscopie complète et chromocoloscopie à 

l’indigo carmin 

1-2 

Utérus / Ovaires 35-40 ans Proposition d’examen gynécologique, ultrasons 

transvaginaux, biopsie d’aspiration, discuter « les 

pour et les contre » 

1-2 

Estomac 30-35 Endoscopie gastrointestinale supérieure seulement 

recommandée chez les familles LS de régions 

avec une forte incidence de cancers gastriques, de 

préférence dans un cadre de recherche. Dépistage 

de tous les porteurs de plus de 25 ans de 

l’infection à Helicobacter pylori 

1-2 

Tractus 

urinaire 

30-35 Surveillance (cytologie urinaire et ultrasons) des 

porteurs de mutation MSH2 seulement dans le 

cadre de recherche ou si ces résultats sont 

systématiquement collectés par un registre de LS 

1 

Tableau 6 Protocole de surveillance du syndrome de Lynch  
 (LS, Lynch syndrome ; limite d’âge et intervalle en années)  

 

L’hystérectomie et l’ovariectomie bilatérale préviennent le développement des cancers de 

l’endomètre et des ovaires et doivent être discutées chez les porteuses de mutation de plus de 

40 ans qui ne souhaitent plus avoir d’enfants. Si une chirurgie colorectale est programmée, 

l’option d’une chirurgie prophylactique dans le même temps doit être envisagée. Une étude 

finlandaise a montré que 61% des décès par cancer du syndrome de Lynch sont dus à d’autres 

cancers que ceux du côlon et de l’endomètre. Malheureusement, le bénéfice de la surveillance 
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des autres cancers (gastrique, intestin grêle, tractus urinaire, prostate et sein) n’est pas connu 

et nécessite d’être préalablement évalué. Il est important de ne pas négliger les effets 

psychologiques potentiellement néfastes que peuvent avoir ces dépistages et une surveillance 

accrue chez des personnes encore saines. Il a été mis en évidence que la prise régulière 

d’aspirine pouvait réduire de manière significative l’incidence des CCR chez les patients 

atteints de LS (Movahedi et al., 2015), (pour revue (Vasen et al., 2013).  

Concernant la prise en charge chirurgicale du cancer colorectal dans le cadre d’un 

syndrome de Lynch, le risque de développer un deuxième cancer colorectal, après une 

colectomie partielle, en dépit de la surveillance accrue, est de 16% à 10 ans. Ce risque accru 

invite à considérer une résection plus étendue, même si cela doit être remis en perspective 

avec le risque réellement encouru et l’impact d’un tel traitement chirurgical sur la qualité de 

vie du patient et doit être discuté avec chacun, particulièrement chez les plus jeunes (Haanstra 

et al., 2012).  

Nous verrons plus loin (3.5.4) que le système MMR, élément clé de la pathologie, est 

aussi impliqué dans la réponse globale à certaines formes de dommages à l’ADN (Sinicrope 

and Sargent, 2012). Bien qu’une sensibilité atténuée des cancers MSI au 5-FU ait été 

démontrée, il a également été mis en évidence une augmentation de la survie sans maladie 

(DFS) lors de l’utilisation de chimiothérapies adjuvantes associant l’oxaliplatine (Tougeron et 

al., 2016) ou le SN38 (Bertagnolli et al., 2009) au 5-FU. La poursuite des recherches 

pharmacogénomiques pourrait aboutir à des traitements plus adaptés à ces patients par une 

meilleure compréhension de l’effet de certaines mutations germinales sur les résultats 

thérapeutiques.  

Un essai clinique a montré l’efficacité supérieure du pembrolizumab (KEYTRUDA®) qui 

est un anticorps monoclonal humanisé qui se lie au récepteur PD-1 (Programmed Death-1) et 

bloque son interaction avec les ligands PD-L1 et PD-L2, dans les tumeurs présentant une 

déficience MMR par rapport aux proficientes (Le et al., 2015). La voie de signalisation PD-1 

est un rétrocontrôle négatif qui réprime l’activité cytotoxique de la réponse immunitaire TH1, 

qui peut être toxique pour l’hôte, en l’absence de régulation. Cette voie est surexprimée dans 

de nombreuses tumeurs et leur micro-environnement, leur permettant ainsi d’échapper au 

système immunitaire. Le taux de réponse objectif et la survie sans progression, liés à 

l’immunité, sont significativement augmentés chez les patients qui présentent des cancers où 

le système MMR est déficient, quelle que soit la localisation du cancer, par rapport aux 

mêmes cancers sans défaut du système MMR, faisant du statut MMR un élément prédictif de 

la réponse à ce traitement et ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutiques. 
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1.3.4. Lynch Like Syndrome 

Au sein des familles qui remplissent les critères d’Amsterdam I, environ 80% d’entre elles 

présentent une anomalie héréditaire d’un gène MMR. La dénomination de Lynch Like 

Syndrome (LLS) désigne les 60 à 70% de cas où le syndrome de Lynch est suspecté, mais où 

les tests génétiques ne parviennent pas à identifier de mutation germinale des gènes MMR. 

Les tumeurs LLS sont MSI et l’IHC révèle une perte d’expression d’une protéine MMR. 

L’âge moyen de survenue d’un cancer colorectal dans ce contexte (53,7 +/- 16,8 ans) n’est 

pas statistiquement différent de celui du syndrome de Lynch (48,5 +/- 14,13 ans), mais 

significativement plus jeune que pour les cancers sporadiques (68,8 +/- 9 ans) (Rodríguez-

Soler et al., 2013). Cela laisse supposer des mutations germinales non identifiées au moins 

pour une part de ces cas. Les apparentés ont un risque plus faible (2,12) de développer un 

cancer colorectal que ceux avec des mutations des gènes MMR (6,04), mais plus élevé que 

dans les familles sans prédisposition génétique où apparaissent les cancers sporadiques (0,48).  

 

Il existe plusieurs voies d’explication de ce phénomène. Premièrement, il est possible que 

certains patients classés LLS puissent être atteints de LS, qu’il y ait une mutation germinale 

en cause au sein des gènes MMR qui ne soit à ce jour ni détectée, ni détectable. En effet, 

certaines d’entre elles n’ont été découvertes que très récemment, en partie à cause de la 

variabilité génomique due aux polymorphismes entre individus. Il apparaît intéressant 

d’explorer les séquences introniques ainsi que les régions promotrices des gènes MMR, afin 

d’étudier dans quelle mesure elles peuvent affecter l’expression de ces gènes (Boland, 2013). 

D’autres mécanismes sont capables d’inactiver le système MMR, engendrant un phénotype 

tumoral très proche du LS. Une inactivation somatique biallélique d’un gène MMR est 

retrouvée au sein des tumeurs de 50 à 60% des patients LLS (Mensenkamp et al., 2014b), 

(Sourrouille et al., 2013). Une mutation somatique de n’importe quel allèle d’un gène MMR 

couplée à une perte d’hétérozygotie de l’autre allèle est le schéma le plus communément 

accepté (le second étant deux mutations somatiques). Les mutations en mosaïque peuvent 

également expliquer le défaut de détection de mutations des gènes MMR, par les approches 

classiques, lié au mosaïcisme cellulaire de l’ADN dérivé des lymphocytes (Sourrouille et al., 

2013). Il apparaît donc nécessaire de tester plusieurs sources d’ADN par individu, comprenant 

l’ADN dérivé des cellules sanguines, de la muqueuse normale et du tissu tumoral et de 

confirmer la présence de cette mutation dans le sang des apparentés (Buchanan et al., 2014). Il 

est également possible que les patients LLS présentent des mutations germinales ou 

somatiques affectant d’autres gènes que ceux du système MMR, cependant responsables 
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d’une perte d’expression des protéines MMR. Peut-être une inactivation génétique ou 

épigénétique d’un gène suppresseur de tumeur contribue-t-elle à l’initiation de la tumeur dans 

des cellules haploinsuffisantes (Peltomäki, 2016). Les différentes présentations cliniques des 

membres d’une famille présentant un LLS suggèrent qu’il existe d’autres mécanismes 

capables d’engendrer une déficience en protéine MMR et un phénotype MSI. D’où la 

nécessité de rechercher de nouveaux gènes de susceptibilité aux cancers du côlon survenant 

dans un contexte de LLS. 

La dénomination HNPCC regroupe différentes pathologies (Figure 9), dont les phénotypes 

présentent des similitudes. Une confirmation génétique du diagnostic permet de différencier 

certains des syndromes HNPCC, mais ne modifie pas à ce jour les recommandations de 

surveillance des patients et de leurs apparentés. 

 

 
Figure 9 Dichotomisation du HNPCC en fonction du statut MSI 

Adapté de (Carethers and Stoffel, 2015)  

 

Enfin le syndrome de déficience MMR constitutionnelle (CMMRD, Constitutional 

mismatch repair deficiency) est une rare condition où une mutation biallélique germinale 

affecte un gène MMR, ce qui conduit au développement de cancers pédiatriques qui affectent 

particulièrement le cerveau et le tractus gastro-intestinal (notamment le côlon). Des cancers 

hématologiques tels que des leucémies ou des lymphomes sont également retrouvés (Bakry et 

al., 2014). 
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2. Bases moléculaires du cancer colorectal 

2.1. Caractéristiques des cellules cancéreuses 

L’être humain adulte est constitué de 10 000 milliards de cellules. Un milliard de cellules 

est renouvelé chaque jour pour remplacer les cellules perdues de façon continue dans les 

tissus à fort renouvellement, comme la peau, le tube digestif ou le système hématopoïétique. 

Il a été estimé que chaque cellule humaine est sujette à environ 70 000 lésions par jour 

(Lindahl and Barnes, 2000). Le mécanisme de division cellulaire est régulé par un grand 

nombre de protéines intervenant transitoirement et dans un ordre précis. Si cette régulation est 

perturbée, les cellules échappent aux différents freins qui limitent leur capacité de division et 

prolifèrent anormalement jusqu’à former une tumeur (une tumeur de 1 mm de diamètre 

correspond à l’accumulation d’un million de cellules cancéreuses) (Meijer, 2003). De même, 

la plupart des lésions de l’ADN subies chaque jour sont normalement efficacement réparées. 

Des mutations de gènes critiques, les gènes suppresseurs de tumeurs, les oncogènes ou encore 

les gènes impliqués dans la réparation des dommages de l’ADN, entraînent un stress réplicatif 

et transcriptionnel responsable de l’instabilité génétique et d’une perte progressive de la 

différenciation (Tubbs and Nussenzweig, 2017). Cela permet d’appréhender la progressivité 

du processus de transformation qu’est la tumorigenèse, qui s’étend sur de nombreuses années 

(Vogelstein et al., 2013a). 

Les cellules tumorales sont qualifiées d’anormales car elles présentent des caractéristiques 

qui les distinguent des cellules normales, illustrées dans la figure ci-après (Figure 10) (pour 

revue (Hanahan and Weinberg, 2011). Les cellules tumorales sont indépendantes des signaux 

qui proviennent de leur environnement, que ce soient des signaux prolifératifs ou 

antiprolifératifs. Les signaux prolifératifs sont généralement des facteurs de croissance dont la 

fixation sur des récepteurs permet l’activation de voies de signalisation intracellulaires qui 

contrôlent la progression du cycle cellulaire. La caractéristique la plus fondamentale des 

cellules cancéreuses est leur capacité proliférative soutenue qu’elles sont capables d’assurer 

de différentes façons : en produisant leurs propres facteurs de croissance et les récepteurs 

associés, en stimulant la production de ces facteurs par les cellules normales du stroma, en 

exprimant un taux élevé de récepteurs à ces facteurs de croissance ou encore par une 

activation constitutive des composants en aval des récepteurs, permettant de stimuler ces 

voies de signalisation de manière indépendante de la fixation du ligand. Ces signaux 

influencent d’autres paramètres biologiques tels que la survie et le métabolisme énergétique. 
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Figure 10 Caractéristiques des cellules cancéreuses 
Adapté de (Hanahan and Weinberg, 2011) 

 

Les cellules tumorales se caractérisent notamment par la perte de l’inhibition de contact, 

permettant de maintenir l’homéostasie tissulaire. Elle renforce l’attachement cellule-cellule 

par l’intermédiaire de la cadhérine et limite l’émission de signaux mitogéniques par la 

séquestration des récepteurs des facteurs de croissance. Mais ce n’est pas le seul moyen de 

limiter la prolifération cellulaire, une signalisation exagérée de certaines oncoprotéines peut 

provoquer l’induction des phénomènes de sénescence et/ou d’apoptose (Collado and Serrano, 

2010). Cependant, les cellules cancéreuses se sont adaptées à cette signalisation soutenue en 

désamorçant ces phénomènes, leur permettant de résister à la mort cellulaire. La sénescence 

explique le potentiel réplicatif limité des cellules normales. Son dépassement est le 

phénomène d’immortalisation, se traduisant par une capacité de prolifération illimitée. Les 

télomères, largement impliqués dans ce phénomène, sont des séquences hexanucléotidiques 

répétées en tandem qui protègent les extrémités des chromosomes. Ils se raccourcissent au fur 

et à mesure des différentes divisions cellulaires. La longueur de l’ADN télomérique révèle le 

nombre de générations encore possibles avant qu’il ne soit trop érodé et perde ses fonctions 

protectrices, provoquant l’entrée en crise des cellules. Les télomérases, quasiment absentes 

des cellules normales, sont des enzymes capables d’ajouter des segments à l’ADN 

télomérique et sont fortement exprimées par la majorité des cellules spontanément 
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immortelles, comme les cellules cancéreuses humaines, permettant de déjouer l’érosion des 

télomères (Blasco, 2005).  

La mort cellulaire programmée par apoptose est elle aussi une barrière naturelle au 

développement cancéreux, déclenchée en réponse à un stress physiologique quelle que soit sa 

provenance. Le système apoptotique est composé de régulateurs et d’effecteurs capables de 

recevoir, d’intégrer et d’induire des signaux de mort cellulaire qui aboutissent à l’activation 

de protéases, normalement latentes (caspases 8 et 9). Ces caspases vont réaliser des cascades 

de protéolyse au cours desquelles les cellules vont être peu à peu désassemblées, puis 

phagocytées. Ce système apoptotique est contrôlé par un équilibre différentiel entre les 

membres pro et anti-apoptotiques de la famille des protéines régulatrices Bcl-2 (Adams and 

al., 2007). Les cellules tumorales sont capables de contourner l’apoptose, par autant de voies 

qu’il en existe pour l’activer.  

Enfin, la nécrose est un autre type de mort cellulaire qui apparaît génétiquement contrôlé 

dans certaines circonstances. Elle entraîne un gonflement des cellules nécrotiques jusqu’à 

l’éclatement, ce qui libère dans le milieu environnant des molécules informatives, telles que 

des cytokines pro-inflammatoires (IL1α). Ces molécules pro-inflammatoires permettent de 

recruter des cellules inflammatoires du système immunitaire, ce qui stimule la prolifération 

des cellules, l’angiogenèse et l’invasion (Galluzzi and Kroemer, 2008). 

 

2.2. Phénotypes moléculaires d’instabilité génomique 

Les cancers colorectaux, sporadiques ou familiaux, peuvent présenter des phénotypes 

similaires alors que les mécanismes moléculaires qui les sous-tendent sont extrêmement 

différents. Ils résultent de l’accumulation progressive et séquentielle de mutations génétiques 

et épigénétiques qui favorisent la transformation de l’épithélium colique normal en adénome 

puis en dysplasie sévère jusqu’au carcinome. La carcinogenèse correspond à un déséquilibre 

entre l’apparition de mutations et les mécanismes de contrôle du cycle cellulaire (Hanahan 

and Weinberg, 2011). Trois voies pathogénétiques sont impliquées : l’instabilité 

chromosomique (CIN), l’instabilité microsatellitaire (MSI) ainsi que des phénomènes 

épigénétiques, tels que la méthylation des îlots CpG (CIMP). L’acquisition de mutations 

somatiques additionnelles est facilitée par la perte de stabilité du génome.  
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2.2.1. Instabilité chromosomique et gènes suppresseurs de tumeur  

L’instabilité chromosomique (CIN) représente le phénotype le plus fréquent des cancers 

colorectaux (80% des CCR sporadiques) et se retrouve principalement dans les tumeurs du 

côlon distal (95%). Il rend compte de différents phénomènes, tels que l’altération du nombre 

de chromosomes, les réarrangements chromosomiques, l’amplification génique, les défauts de 

ségrégation chromosomique par une dysfonction des microtubules, un nombre anormal de 

centrosomes, une dysfonction des télomères ou encore leur surexpression, des dommages de 

l’ADN et enfin la perte d’hétérozygotie (LOH, Loss of heterozygosity) ou perte allélique. 

L’analyse des polymorphismes des fragments de restriction (RFLP) a permis de caractériser la 

fréquence et la localisation de ces pertes chromosomiques. L’allèle résiduel est fréquemment 

muté, ce qui conduit à une inactivation biallélique de ces gènes. Les pertes chromosomiques 

concernent principalement le bras court (p) des chromosomes 17 et 8 et le bras long (q) des 

chromosomes 5, 18 et 22. Ces régions chromosomiques contiennent des gènes suppresseurs 

de tumeurs, comme TP53 qui est localisé en 17p ou APC localisé en 5q (Kanthan et al., 

2012). Certaines mutations du gène APC engendrent une protéine tronquée qui n’exerce plus 

son rôle de maintien de la polymérisation des microtubules, contribuant à la CIN.  

 

Le gène TP53 code la protéine p53, facteur de transcription activé en réponse à un 

dommage de l’ADN qui induit l’expression du gène p21 arrêtant le cycle cellulaire en phase 

G1 et jouant un rôle important dans l’apoptose (Fearon, 2011). L’inactivation de p53 est une 

étape importante dans la transition adénome – carcinome (Hager and Gu, 2014) (cf. section 

2.3.3). En position 18q, plusieurs gènes sont candidats pour être des gènes suppresseurs de 

tumeurs ciblés par cette perte, comme le gène DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) 

(Fearon and Vogelstein, 1990), qui semble être responsable de la progression de l’adénome 

dans la tumorigenèse colorectale. Le gène suppresseur de tumeur SMAD4, également en 18q 

est associé au syndrome de polypose juvénile (JPS), qui prédispose au cancer colorectal. La 

protéine SMAD4 est un médiateur intracellulaire répondant au Transforming Growth Factor-

β (TGF-β). Le récepteur TGF-β, après dimérisation, phosphoryle le récepteur SMAD (R-

SMAD) qui se lie à SMAD4, formant un complexe qui entre dans le noyau, favorisant 

l’apoptose et la régulation du cycle cellulaire. Les mutations de SMAD4 participent ainsi à la 

progression de l’adénome en carcinome (Lièvre et al., 2010). 



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 

46 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

2.2.2.  Instabilité microsatellitaire  

Le génome des cellules eucaryotes présente des régions de séquences répétées, les 

microsatellites, qui sont des séquences d’une à dix paires de bases répétées, en tandem, huit 

fois ou plus. Ces séquences se trouvent en majorité dans les régions non codantes, mais il en 

existe aussi dans les régions codantes. Au cours de la réplication, les ADN polymérases 

effectuent des erreurs, d’insertion ou de délétion, d’autant plus importantes et fréquentes que 

la séquence microsatellitaire est longue. Il est à noter que les répétitions de bases GC sont 

plus instables que celles composées de bases AT. Ces erreurs sont normalement prises en 

charge et réparées par le système de réparation des mésappariements de l’ADN, MMR 

(MisMatch Repair). Un dysfonctionnement de ce système conduit au caractère instable de ces 

régions et explique l’ancienne dénomination RER (Replication ERror) (de la Chapelle and 

Hampel, 2010). L’hyperméthylation du promoteur du gène MLH1 est la cause la plus 

fréquente de cette inactivation, notamment au sein des cancers colorectaux sporadiques. 

Comme décrit précédemment (cf section 1.3.1), cela peut aussi provenir d’une première 

mutation germinale d’un allèle d’un des gènes MMR, associée une mutation ponctuelle du 

deuxième allèle, dans le cas du syndrome de Lynch.  

 

Le défaut de réparation des mésappariements est responsable du phénotype d’instabilité 

microsatellitaire (MSI+) qui caractérise 15% des CCR (85% des CCR sont MSS, stables). Le 

diagnostic de cette instabilité est basé sur l’analyse d’un panel de cinq marqueurs d’instabilité 

microsatellitaire, spécifiques de loci contenant des séquences répétées, par comparaison des 

longueurs des produits d’amplification par PCR de ces séquences microsatellitaires entre le 

tissu tumoral et le tissu adjacent sain. Les 5 marqueurs consensuellement recommandés 

(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 et NR-27 (MONO27)) (Tableau 7) sont 

mononucléotidiques quasiment monomorphes. Il existe très peu de variants de taille de ces 

marqueurs au sein de la population générale, ce qui les rend très sensibles et spécifiques 

(Umar et al., 2004). A l’inverse, les marqueurs polymorphiques pentanucléotidiques Penta-C 

et Penta-D permettent de confirmer la concordance entre les ADN, tumoral et sain, et de 

vérifier ainsi l’absence de contamination inter échantillon.  
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Marqueur Gène 
Répétition 

microsatellite 

Localisation 

chromosomique 

Localisation du 

microsatellite 

BAT-25 c-kit A(25) 4q12 Intron 16 

BAT-26 MSH2 A(26) 2p21 Intron 5 

NR-21 SLC7A8 T(21) 14q11 5’ UTR 

NR-24 Zinc finger 2 (ZNF-2) T(24) 2q11 3’UTR 

NR-27 Inhibitor of apoptosis protein-1 A(27) 11q22 5’UTR 

Tableau 7 Marqueurs microsatellitaires utilisés pour le diagnostic MSI du CCR 
(Boland and Goel, 2010) 

 

Une tumeur est qualifiée d’instable si elle présente 2 marqueurs instables sur 5. Trois 

marqueurs instables sont nécessaires en l’absence de comparaison possible au tissu adjacent 

sain. Aujourd’hui le degré d’instabilité microsatellitaire n’est plus pris en considération, car 

les tumeurs MSI-Low (1 marqueur instable sur 5) ne présentent pas de différence clinique 

avec les tumeurs MSS (Microsatellite Stable), où tous les marqueurs analysés sont stables 

(Saridaki, Souglakos, et Georgoulias 2014). Les tumeurs de phénotype MSI+ sont peu 

différenciées, diploïdes et affectent plus fréquemment le côlon proximal avec une infiltration 

inflammatoire importante. Les mésappariements non corrigés peuvent entraîner un 

raccourcissement ou un allongement anormal de ces motifs microsatellitaires, associés à des 

mutations secondaires, ce qui conduit à un phénotype « hypermuté » (mutator phenotype) 

(Duval and Hamelin, 2002).  

 

La figure ci-après (Figure 11) illustre l’écrasante supériorité du nombre de mutations 

somatiques estimées des CCR MSI par rapport aux MSS. Ces mutations secondaires peuvent 

affecter des gènes impliqués dans la régulation de la prolifération, du cycle cellulaire, de 

l’apoptose et de la réparation de l’ADN (Kanthan et al., 2012). C’est notamment le cas du 

récepteur de type II du TGF-β (Transforming Growth Factor). En revanche ces tumeurs 

présentent moins de mutations des gènes TP53 et APC que les tumeurs CIN+ (Olschwang et 

al., 1997). Ce phénotype peut être d’origine sporadique ou héréditaire familiale, la mutation 

du proto-oncogène BRAF (cf. section 2.3.4.1) permettant de distinguer ces deux situations. En 

effet, cette mutation n’est quasiment jamais retrouvée dans les cancers MSI du syndrome de 

Lynch alors qu’elle est très fréquemment associée aux cancers MSI sporadiques (McGivern et 

al., 2004). Les cancers MMRd (MMR deficient) sont globalement de meilleur pronostic que 

les cancers MMRp (MMR proficient), ils métastasent moins fréquemment, mais sont de plus 

mauvais pronostic, une fois ce stade métastatique atteint. 
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Figure 11 Nombre de mutations somatiques dans les cancers humains 
Adapté de (Vogelstein et al., 2013a) 

 

Le phénotype MSI engendre la production de protéines mutées, en conséquence des 

mutations avec décalage du cadre de lecture (FS, Frame Shift) qui peuvent jouer le rôle de 

néo-antigènes (Tougeron et al., 2009). Cela explique l’importante infiltration de lymphocytes 

T cytotoxiques au sein de ces tumeurs, qui semble participer à la survie prolongée observée 

chez ces patients (Schwitalle et al., 2008). Les tumeurs MSI sont capables de persister dans ce 

micro-environnement immunitaire hostile, car elles sont capables de le contourner. Elles 

surexpriment des points de contrôle inhibiteurs de la réponse immunitaire adaptative (CKI , 

checkpoint inhibitors), notamment PD-1 (Llosa et al., 2015), ce qui permet la progression 

tumorale. Ces signaux inhibiteurs sont responsables de l’épuisement fonctionnel des cellules 

T et de l’absence de réponse immunitaire. Cela permet de comprendre le développement 

récent des anticorps monoclonaux (anti-PD-1/PD-L1) qui ciblent spécifiquement ces éléments 

régulateurs, plus efficaces sur les tumeurs MSI que MSS. Le phénotype MSI devient pour ces 

nouvelles thérapies un biomarqueur pronostique de leur efficacité (Le et al., 2015), pour revue 

(Colle et al., 2017).  
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2.2.3. Phénomènes épigénétiques  

Le marqueur épigénétique le plus connu est la méthylation de l’ADN qui joue un rôle 

crucial dans l’expression des gènes et l’architecture des noyaux. Il s’agit d’une modification 

post-traductionnelle de l’ADN par une ADN-méthyltransférase (DNMT, DNA-N-

methyltransferase) qui transfère un groupement méthyle (-CH3) en position 5 d’une cytosine 

précédant une guanine, au niveau des dinucléotides CpG (cytosine-phosphate-guanine). Ces 

dinucléotides ne sont pas distribués de manière aléatoire dans le génome. Il existe des régions 

particulièrement riches en CpG, les îlots CpG, au niveau de l’extrémité 5’ promotrice de 40 à 

50% des gènes (CpG islands) (Esteller, 2008). Cet ajout de groupement méthyle inhibe la 

liaison des facteurs de transcription par compaction de la chromatine et réprime l’initiation de 

la transcription. L’hyperméthylation des îlots CpG des régions promotrices de gènes 

suppresseurs de tumeurs est un événement majeur à l’origine de nombreux cancers, cela décrit 

le phénotype tumoral CIMP (CpG Island Methylator Phenotype), qui caractérise environ 18% 

des CCR (Gallois et al., 2016). Ce phénotype n’est pas complètement indépendant des deux 

autres, l’hyperméthylation des îlots CpG peut affecter des gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire, la réparation de l’ADN (MLH1), les interactions cellulaires, l’apoptose, 

l’angiogenèse et par voie de conséquence promouvoir la tumorigenèse. Les patients qui 

présentent ce phénotype sont le plus souvent des femmes, d’un âge avancé, avec une 

localisation proximale de leur tumeur. Ces tumeurs sont le plus souvent associées à la 

présence d’une mutation activatrice du gène BRAF, mais elles se caractérisent également par 

la faible fréquence de leurs mutations des gènes KRAS et TP53 (Weisenberger et al., 2006).  

Il existe un panel de 5 gènes (CACN1G, IGF2, NEUROG1, RUNX3, SOCS1) utilisé pour 

déterminer le phénotype CIMP qui est fréquemment associé (10% des cas de CCR, 80% des 

CCR MSI+) au phénotype MSI des CCR sporadiques, dû à l’hyperméthylation du 

promoteurMLH1, ce qui leur confère un double phénotype MSI+/CIMP+ (Figure 12).  
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Figure 12 Sous-groupes de CCR en fonction des statuts MSI et CIMP 
(Gallois et al., 2016) 

 

Les patients atteints de tumeurs CIMP+ et MSI+ présentent une meilleure survie globale, 

alors que le statut MMR n’a aucun impact chez les patients CIMP-. Les plus mauvais résultats 

sont observés lorsque les tumeurs sont à la fois CIMP+ et pMMR (MSI-) (Shiovitz et al., 

2014). La comparaison des niveaux de méthylation du promoteur MLH1 des différents CCR a 

permis de montrer que ce dernier est supérieur dans les cas de LS, à celui des tumeurs 

sporadiques MSS et qu’il est intermédiaire dans les cas de LLS. Le niveau le plus élevé de 

méthylation de ce promoteur est évidemment observé dans les cancers sporadiques MSI 

(Boland, 2016). 

 

Les histones sont des protéines majeures de la régulation génique, par les changements de 

la chromatine qu’elles engendrent, après avoir elles-mêmes subi des modifications covalentes, 

comme l’acétylation, la méthylation et l’ubiquitinylation le plus souvent au niveau de résidus 

lysine ou arginine (Portela and Esteller, 2010). L’acétylation des histones est une modification 

caractéristique des régions actives du génome, elle est assurée par les histones acétyl-

transférases qui agissent à l’inverse des désacétylases. L’acétylation active l’expression 

génique alors que la méthylation a tendance à l’inhiber. Dans la tumorigenèse colorectale, la 

désacétylation et la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3, la mono-acétylation de la 

lysine 16 et la triméthylation de la lysine 20 de l’histone H4 sont les modifications des 

histones les plus fréquemment retrouvées (Portela and Esteller, 2010).  
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Enfin, les micro-ARN sont de petites séquences non-codantes, de 18 à 25 nucléotides, qui 

régulent négativement l’expression des gènes en s’hybridant à l’extrémité 3’-UTR 

(UnTranslated Region). Cela conduit soit à une dégradation des ARN messagers soit à 

l’inhibition de leur traduction (Garzon et al., 2009). Les micro-ARN jouent un rôle important 

dans la pathogenèse colorectale en inhibant l’expression de gènes suppresseurs de tumeur et 

en favorisant la surexpression d’oncogènes. Il a été observé que les cancers MSS et MSI 

n’exhibent pas les mêmes profils d’expression de micro-ARN (Goel and Boland, 2012). Les 

miR-135a et b diminuent la traduction du gène APC. Le miR-126 stabilise normalement le 

signal PI3K mais il est perdu dans le CCR. Le miR-21 est réprimé, ce qui affecte l’expression 

du gène PTEN. Le miR-143 entraîne une diminution de l’expression de KRAS. Enfin le miR-

34a induit l’apoptose en lien avec p53 et il est diminué dans 36% des CCR (Zhang et al., 

2014a) ; (pour revue (Zoratto et al., 2014)). La figure ci-après, illustre les altérations les plus 

connues des micro-ARN et leurs cibles potentielles, donnant une vue d’ensemble des voies de 

signalisation impliquées dans la tumorigenèse colorectale (Figure 13). 

 

 

Figure 13 Rôle des micro-ARN dans la pathogenèse du CCR 
(Fearon, 2011) 
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2.3. Voies de signalisation impliquées dans les cancers colorectaux  

Le schéma suivant représente la séquence des altérations génétiques les plus fréquemment 

en cause dans la tumorigenèse colorectale (Figure 14). L’âge des patients renseigne sur 

l’intervalle de temps entre chaque atteinte d’une voie de signalisation (Vogelstein et al., 

2013a).  

 

Figure 14 Altérations génétiques et tumorigenèse colorectale 
Adapté de (Vogelstein et al., 2013a) 

 

Les tumeurs évoluent par une succession de mutations dont la séquence a été largement 

décrite dans le cancer colorectal. Le premier événement confère à une cellule épithéliale 

normale un avantage prolifératif qui lui permet de former un clone microscopique 

(l’adénome). Dans le côlon, cette première mutation implique souvent le gène APC, elle est 

fréquemment suivie d’une mutation d’un gène RAS, tel que KRAS (Kirsten Rat Sarcoma Viral 

Oncogene Homolog) favorisant à son tour l’expansion clonale de l’adénome. Ce processus 

continue avec la perte d’hétérozygotie (LOH) et la survenue de mutations de gènes tels que 

PIK3CA, SMAD4 et TP53 (Fearon, 2011). A ce stade, la tumeur maligne peut envahir la 

membrane basale sous-jacente et métastaser vers les ganglions lymphatiques ou des organes à 

distance. Si ces étapes précoces sont bien décrites pour les cancers de phénotype CIN, elles 

sont moins claires pour les cancers de phénotype MSI. Il semblerait par exemple que les 

patients atteints d’un syndrome de Lynch présentent déjà un phénotype MSI avant le 

développement de l’adénome (Coolbaugh-Murphy et al., 2010). Les mutations qui confèrent 

un avantage sélectif de croissance sont appelées les mutations conductrices ou « driver », à la 

différence des mutations passagères « passengers », qui apparaissent comme des 

conséquences et ne confèrent pas d’avantage prolifératif. Bien que très modeste (seulement 

0,4% des mutations « driver»), ce maigre avantage prolifératif peut conduire sur plusieurs 

années au développement d’une masse de plusieurs milliards de cellules (Bozic et al., 2010). 

Le fonctionnement de ces différentes voies de signalisation est détaillé ci-après, afin de 

mieux comprendre leur importance dans la tumorigenèse. 



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 

53 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

2.3.1. La voie Wnt/ β-caténine  

La voie Wnt/β-caténine est une voie de signalisation prépondérante de l’embryogenèse et 

la morphogenèse, impliquée dans la différenciation, la prolifération, la polarité et 

l’homéostasie des cellules intestinales. Les cellules prolifératives indifférenciées des glandes 

de Lieberkühn occupent les deux tiers inférieurs des cryptes du côlon et permettent le 

renouvellement de tous les types cellulaires nécessaires, en se différenciant au cours de leur 

progression le long des cryptes. La cascade de signalisation Wnt semble être la voie 

dominante de contrôle du destin des cellules le long de cet axe (Murray et al., 2010). Effecteur 

majeur de cette voie et gène suppresseur de tumeur, la protéine APC (Adenomatous Polyposis 

Coli) présente un gradient d’expression (diminution du haut vers le bas), qui permet de 

maintenir le profil d’adhésion des cellules le long de la crypte. Ces forces d’adhésion 

différentielles assurent la migration des cellules nouvellement produites du bas vers le haut de 

la crypte et l’élimination des cellules mutées, par une signalisation Wnt ascendante 

augmentée (Song et al., 2014). La β-caténine libre cytoplasmique est maintenue inactive en 

l’absence de signal Wnt. Elle se déclenche lorsqu’un ligand vient se fixer sur un récepteur 

composé d’une protéine Frizzled à sept domaines transmembranaires et d’un récepteur 

apparenté aux LDL, appelé LRP5 ou 6, qui joue le rôle de corécepteur phosphorylable (LDL-

Related Protein) (Polakis, 2000). La fixation du ligand Wnt permet l’association des protéines 

Frizzled et LRP au niveau extracellulaire ce qui conduit à la phosphorylation d’une protéine 

Dishevelled (Dsh ou Dvl chez les mammifères) au niveau intracellulaire. La protéine Dsh 

interagit avec l’axine, protéine de structure, empêchant la phosphorylation de la β-caténine 

par la GSK3β (Glycogen Synthase Kinase 3β). L’axine coordonne la phosphorylation 

séquentielle de la β-caténine sur la sérine en position 45, par la Casein Kinase 1α (CK1α), sur 

la thréonine en position 41 et les sérines en position 37 et 33, par GSK3β (Kimelman and Xu, 

2006). La β-caténine phosphorylée est reconnue par une protéine β-Transducing Repeat 

Containing Protein (β-TRCP), ubiquitine ligase E3. L’ubiquitinylation est le signal qui 

permet sa destruction par le protéasome. La régulation négative exercée par la protéine APC 

sur la β-caténine implique la formation d’un complexe avec l’axine et la GSK3β. 

La β-caténine non phosphorylée n’est pas reconnue par β-TRCP, elle n’est plus conjuguée 

à l’ubiquitine et n’est alors pas dégradée. Elle s’accumule dans le cytoplasme et pénètre dans 

le noyau pour exercer son rôle de facteur de transcription en interaction avec d’autres facteurs 

de transcription appartenant à la famille des T-Cell Factor (TCF) et Lymphoid Enhancer 

Factor (LEF) (MacDonald et al., 2009) (Figure 15). Le facteur de transcription TCF réprime 
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normalement l’expression génique par interaction avec le répresseur Groucho (TLE1 chez 

l’humain), qui favorise la désacétylation des histones et la compaction de la chromatine.  

 

 

Figure 15 Représentation schématique de la voie Wnt/β-caténine 
(Laurent-Puig et al., 2010) 

 

Les gènes cible de la voie Wnt/β-caténine comprennent les gènes codant la cycline D1, C-

MYC, COX-2 et NOS (Oxyde Nitrique Synthase) inductible (Dijksterhuis et al., 2014). Le 

complexe TCF4/β-caténine, grâce à son contrôle de l’expression de c-Myc et de p21, inhibe la 

différenciation cellulaire, imposant un phénotype de progéniteur de crypte aux cellules. Plus 

de 90% des cancers colorectaux présentent une mutation de la voie de signalisation canonique 

Wnt, qui conduit à une stabilisation et une accumulation de la β-caténine dans le cytoplasme. 

Les changements de l’adhésion et de la migration des cellules contribuent au caractère invasif 

des tumeurs (Giles et al., 2003). Deux mécanismes peuvent conduire à l’augmentation des 

taux de β-caténine. Le premier fait intervenir des mutations du gène suppresseur de tumeur 

APC, muté dans 80% des CCR sporadiques (MacDonald et al., 2009). Une mutation 

germinale de ce gène est responsable de la polypose adénomateuse familiale (FAP), syndrome 

héréditaire autosomique dominant qui représente 0,5% des CCR (Lynch and de la Chapelle, 

2003).  Dans plus de 90% des cas, les mutations entraînent un clivage de la partie 

carboxyterminale de la protéine APC, ce qui empêche le recrutement de la β-caténine dans le 

complexe APC/Axine/CK-1α/GSK-3β. Le complexe β-caténine/TCF4 est alors stable et actif 

de manière constitutive, ce qui favorise la prolifération des cellules épithéliales coliques vers 

la surface des cryptes intestinales et participe à la formation de cryptes aberrantes, premières 
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lésions prénéoplasiques visibles. Le deuxième mécanisme, rencontré dans 50% des cancers du 

côlon, avec un gène APC sauvage, implique des mutations constitutionnelles du gène codant 

la β-caténine (CTNNb1) (Sparks et al., 1998). Ces mutations affectent la région amino-

terminale de la protéine, la rendant réfractaire à toute régulation par APC et/ou 

phosphorylation par GSK3β. Dans les CCR CIN+, la voie de signalisation Wnt est activée 

majoritairement par une inactivation biallélique du gène APC (Powell et al., 1992), alors qu’il 

s’agit plus fréquemment de mutations activatrices du gène codant la β-caténine ou TCF4 dans 

les CCR MSI+ (Duval et al., 1999). 

 

2.3.2. La voie du TGFβ  

La voie du TGFβ est activée dans 20 à 30% des cancers colorectaux de phénotype CIN et 

dans la quasi-totalité des CCR de phénotype MSI. Des mutations inactivatrices des gènes 

SMAD2 et SMAD4, codant les protéines transductrices du signal sont retrouvées dans les 

tumeurs CIN et d’autres concernant le récepteur de type II du TGFβ dans 60 à 80% des CCR 

MSI (Parsons et al., 1995). La séquence codante du TGFβRII présente un microsatellite de 

dix adénines, sujet aux erreurs de réplication non réparées par le système MMR. Cela entraîne 

un décalage du cadre de lecture et la génération d’un récepteur tronqué non fonctionnel. Le 

même type de mutation implique le gène codant l’IGFRII (Insulin Growth Factor type II 

Receptor) qui présente une répétition de 8 guanines dans sa séquence et qui active la voie du 

TGFβ en amont du TGFβRII. La voie du TGFβ est impliquée dans l’inhibition de la 

prolifération dans le tissu normal, mais activée de manière aberrante dans les tumeurs, elle 

favorise l’oncogenèse.  Au sein de tumeurs à un stade avancé, le TGF-β active un programme 

cellulaire de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT pour Epithelial to Mesenchymal 

Transition) qui confère aux cellules cancéreuses des traits de malignité de haut-grade 

(Ikushima and Miyazono, 2010). 

 

2.3.3. La voie p53  

Le gène TP53 qui code la protéine p53 est localisé sur le bras court du chromosome 17 

(17p). Il s’agit du gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté et dont les mutations 

sont des événements majeurs de la tumorigenèse. p53 est un facteur de transcription qui se lie 

à l’ADN par un domaine de liaison (DBD, DNA Binding Domain) et la plupart des mutations 

(faux-sens), qui l’inactivent, concernent cette région (Olivier et al., 2010). p53 est un acteur 

principal de la réponse au stress (lésion de l’ADN, hypoxie, activation d’oncogènes), au cours 
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de laquelle il active ses gènes cible, intervenant dans la régulation du cycle cellulaire 

(CDKN1A (p21), GADD45a)), l’apoptose (BAX, BBC3 (PUMA, p53 Upregulated Modulator 

of Apoptosis), NOXA) et la sénescence, au travers desquels il exerce son effet anti-prolifératif. 

Les mutants de TP53 exercent un effet dominant négatif et s’incorporent aux tétramères 

nécessaires à l’activité transcriptionnelle de p53, ce qui la perturbe. L’expression basale de 

p53, liée au stress physiologique (en dehors d’un stress aigu), active p21 (régulateur du cycle 

cellulaire, empêchant la transition entre les phases G1 et S) et le gène MDM2 de manière 

constitutive. MDM2 est un régulateur négatif de p53 qui fonctionne comme une E3-ubiquitine 

ligase et assure le rétro-contrôle négatif de l’expression de p53.  

Les gènes suppresseurs de tumeurs régulés par p53 peuvent être haploinsuffisants, une 

seule copie fonctionnelle de ces gènes ne suffit pas à exercer leur fonction et l’inactivation 

d’un seul des deux allèles peut être la cause d’un développement tumoral. Cela permet de 

comprendre la tumorigénicité des mutations de p53 (Pappas et al., 2017). p53 est un gardien 

majeur de l’intégrité du génome et les altérations de TP53 semblent être au cœur de la 

transformation maligne, autorisant des altérations génétiques multiples. La plupart des 

mutations de TP53 sont des substitutions de bases ou des pertes alléliques. Une mutation 

germinale de TP53 entraîne une prédisposition héréditaire à certaines tumeurs, définissant le 

syndrome de Li-Fraumeni (Olivier et al., 2010). L’inactivation de la voie p53 intervient dans 

60 à 80% des CCR de type CIN, mais également dans 30 à 50% des CCR de phénotype MSI 

où le gène BAX, du fait d’une séquence répétée de huit guanines, est la cible de l’instabilité 

microsatellitaire (Hager and Gu, 2014).  

 

2.3.4.  La voie de l’Epidermal Growth Factor (EGF)  

Le récepteur de l’EGF (Epidermal Growth Factor), aussi appelé HER1, est un récepteur 

des facteurs de croissance à activité tyrosine-kinase, dont le domaine effecteur est 

intracellulaire. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire dont les ligands, 

principalement l’EGF, le TGFα, l’amphiréguline, l’épiréguline et les neurégulines, se fixent 

au niveau de son domaine extracellulaire. Cela entraîne l’homo ou l’hétérodimérisation de ce 

récepteur et son activation par phosphorylation de résidus tyrosine spécifiques du domaine 

intracellulaire. L’activation de ce récepteur est responsable de l’activation de deux voies, 

RAS/RAF/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) et PI3K/AKT (Phosphatidyl Inositol3-

Kinase), qui sont des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans la prolifération, la 

différenciation, la migration, l’adhésion cellulaire, l’angiogenèse et la résistance à l’apoptose. 

L’EGFR est surexprimé dans 30 à 85% des cancers colorectaux (Cohen, 2005) et il est 
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impliqué dans les phases précoces du développement tumoral. Dans 10 à 15% des CCR, 

l’EGFR est surexprimé, mais les voies RAS/RAF/MAPK et PI3K/AKT sont aussi activées de 

manière constitutive dans d’autres cas, avec pour conséquence, une activation constitutive de 

la cascade de signalisation de l’EGFR dans plus de 70% des CCR (Laurent-Puig et al., 2010). 

 

2.3.4.1. La voie Ras/Raf/MAPK  

Cette voie de signalisation est activée en réponse à la stimulation de récepteurs tels que 

l’EGFR. Elle implique des GTPases qui sont des protéines dont la forme active est couplée au 

GTP et la forme inactive au GDP se comportant comme des « interrupteurs moléculaires ». 

Ces protéines permettent la transmission nucléaire de signaux extracellulaires qui 

interviennent dans la prolifération, la différenciation, la mobilité et la survie. Trois gènes 

codent les protéines Ras : HRAS, NRAS, KRAS et sont le siège de nombreuses mutations 

somatiques dans les cancers (Malumbres and Barbacid, 2003). Des mutations somatiques de 

KRAS sont retrouvées dans 40% des CCR et moins de 5% des CCR présentent des mutations 

de NRAS. Il a été montré que ces mutations ne sont pas requises pour les stades précoces du 

développement tumoral, mais une fois présentes elles exercent un rôle majeur sur le 

comportement des cellules tumorales. Les mutations les plus fréquentes de KRAS sont des 

substitutions nucléotidiques sur les codons 12, 13, 61 et 146 qui stabilisent la protéine sous sa 

forme active, liée au GTP. Les protéines Ras exercent leurs effets sur les voies d’aval MAPK 

et PI3K. Le gène BRAF code une sérine-thréonine kinase en aval des protéines Ras qui 

l’activent. Ce gène est muté dans 10 à 15% des cancers colorectaux uniquement en l’absence 

de mutation de KRAS (mutations mutuellement exclusives) (Barault et al., 2008). La 

substitution nucléotidique d’une thymine par une adénine, en position 1796, conduit à la 

substitution d’une valine par un acide glutamique (V>E) au niveau du codon 600 (V600E) qui 

stabilise la protéine sous sa forme activée. Cette mutation de BRAF survient plus 

fréquemment dans les cancers MSI que CIN et semble associée au phénotype CIMP. Elle a 

des effets néfastes sur le pronostic, diminuant la survie sans progression ainsi que la survie 

globale quel que soit le traitement (Ogino et al., 2012) et représente une cause de non réponse 

aux thérapies anti-EGFR.  

Les protéines Ras et B-Raf activées entraînent l’activation d’une protéine kinase MAPK, 

qui à son tour phosphoryle la MAPK-kinase (MAPKK). Celle-ci active par double 

phosphorylation la MAPK permettant sa translocation nucléaire et la promotion de 

l’expression de facteurs de transcription (c-FOS, c-MYC, c-JUN) qui contrôlent l’expression 

de gènes impliqués dans l’initiation du cycle cellulaire. Une induction des marqueurs des 
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cellules souches cancéreuses par la mutation KRAS a été mise en évidence en présence de la 

mutation du gène APC. En effet, la mutation KRAS renforce l’activation de la voie Wnt/β-

caténine favorisant la localisation nucléaire de la β-caténine. La surexpression des formes 

constitutivement actives des gènes KRAS, BRAF et MEK1 (MAPKK) suffit à induire la 

transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), associée à une perte des marqueurs épithéliaux 

tels que l’E-cadhérine et l’occludine. Les cellules ainsi transformées perdent leur polarité 

épithéliale et acquièrent une capacité de migration et d’invasion dépendante de l’activité 

MEK (Moon et al., 2014).  

 

2.3.4.2. La voie PI3K/AKT  

La voie PI3K/AKT appartient à la même famille que la voie RAS/MAPK, son 

fonctionnement et ses rôles cellulaires sont proches. Elle peut être activée par la 

phosphorylation de résidus tyrosine d’un récepteur tyrosine kinase, comme le récepteur de 

l’EGF. Cela permet le recrutement de la sous-unité catalytique de PI3K qui génère du PIP3 

(phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate) à partir du PIP2 (Phosphatidyl Inositol 

diphosphate). Des protéines kinases solubles PDK1 et PDK2 (Phosphoinositide Dependent 

Kinase) sont activées par le PIP3. PDK1 phosphoryle une sérine thréonine kinase (AKT), 

activée par la phosphorylation par PDK2. Une fois activée, la protéine AKT régule la 

transcription de l’ARN messager en permettant le recrutement de la petite sous-unité 

ribosomale. La protéine GSK3β inactivée par phosphorylation ne permet plus la dégradation 

des protéines par la voie du protéasome entraînant l’accumulation de cycline D1 et l’initiation 

du cycle cellulaire (Zoratto et al., 2014). Des mutations activatrices affectent la sous-unité 

catalytique de PI3K (PI3KCA) dans 12 à 15% des CCR, à fréquence égale entre les tumeurs 

de phénotype CIN et MSI. Il existe une association significative entre les mutations de KRAS 

et PI3KCA. La phosphatase PTEN (Phosphatase with Tensin Homology) permet d’inhiber la 

voie PI3K/AKT en favorisant la transformation du PIP3 en PIP2, ce qui lui confère un rôle de 

gène suppresseur de tumeur. Cependant, le gène PTEN est altéré (mutations, pertes alléliques 

ou hyperméthylation du promoteur) dans 15 à 30% des CCR indépendamment du statut MSI. 

Au sein des tumeurs MSS, les mutations de PI3KCA sont plus fréquemment associées au 

phénotype CIMP et affectent le côlon proximal. Une étude récente a mis en évidence le bon 

pronostic des CCR MSS associés à des mutations de PI3KCA (stades I à III). Bien que le 

mécanisme de cet avantage ne soit pas clairement élucidé, cela pourrait remettre en cause la 

nécessité d’une chimiothérapie adjuvante des stades II et III de ces patients (Manceau et al., 

2015). Cette cohorte n’a pas permis de confirmer l’effet favorable de la prise d’aspirine en 
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fonction du statut PI3KCA. En effet, l’aspirine inhibe la signalisation PI3K par inhibition de 

la cyclo-oxygénase 2 (Liao et al., 2012). Enfin, la perte d’expression de la protéine PTEN 

prédit un mauvais taux de réponse global et un bénéfice clinique réduit des thérapies anti-

EGFR (Therkildsen et al., 2014). 

Bien que par des mécanismes moléculaires différents, les trois phénotypes CIN, MSI et 

CIMP entraînent des altérations fonctionnelles similaires des voies de signalisation majeures 

impliquées dans la tumorigenèse colorectale, dont le résultat commun est de conférer un 

avantage prolifératif aux cellules (Figure 16). 

 

 

Figure 16 Mutations des voies de signalisation en fonction du phénotype de CCR 
(Laurent-Puig et al., 2010) 
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Le tableau suivant résume les acteurs majeurs impliqués dans la tumorigenèse colorectale 

(Tableau 8). 

 

Gène Fonction 
Mécanisme par lequel la mutation augmente le risque 
de CCR 

APC Gène suppresseur de tumeur 
Les mutations inactivatrices entraînent une perte de 
régulation des microtubules durant la mitose 

TP53 Gène suppresseur de tumeur 
Les mutations inactivatrices entraînent une perte de 
régulation de l’arrêt du cycle cellulaire et de la mort 

cellulaire 

RAS Oncogène 
Les mutations activatrices favorisent la croissance 
cellulaire (voie MAPK) 

BRAF Oncogène 
Les mutations activatrices favorisent la croissance 
cellulaire (voie MAPK) 

PIK3CA Oncogène 
Les mutations activatrices régulent positivement la voie 
de signalisation PI3K ce qui favorise la synthèse des 
prostaglandines E2 et inhibe l’apoptose 

MLH1, 

MSH2, 

MSH6, 

PMS2 

Gènes MMR 
Les mutations inactivatrices perturbent la capacité de 
réparation au sein des séquences répétées 

EPCAM 

Code une glycoprotéine 
transmembranaire molécule 
d’adhésion cellulaire 

épithéliale 

La délétion de l’extrémité 3’ d’EPCAM conduit à 

l’extinction épigénétique de MSH2 (Spaepen et al., 2013). 

MYH 
Gène du système Base 
Excision Repair 

Une mutation germinale inactivatrice de MYH conduit à 
des mutations somatiques du gène APC. 

Tableau 8 Gènes impliqués dans la tumorigenèse colorectale 
(Zoratto et al., 2014) 
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2.4. Sous-groupes moléculaires des cancers colorectaux 

En 2015, un consortium international a été créé (CRCSC, Colorectal Cancer Subtying 

Consortium) entre différents groupes d’experts afin d’homogénéiser les classifications 

existantes des cancers colorectaux. Les résultats de six précédents algorithmes de 

classification, selon les profils d’expression génique (n = 4151 patients) ont été normalisés. 

Ces résultats issus de différentes plateformes d’expression génique ont été effectivement 

obtenus de manière rétrospective ou prospective, à partir de différents types d’échantillons. 

Ce travail collaboratif, de grande envergure, a eu pour ambition d’élaborer une classification 

plus juste facilitant sa transposition clinique, afin d’optimiser la prise en charge des patients 

(Guinney et al., 2015).  

 

Cela a permis de décrire quatre grands sous-types moléculaires, appelés CMS1-4 

(Consensus Molecular Subtype), intégrant les précédentes classifications. 

- Le CMS1, MSI, Immunitaire (14% des CCR) se caractérise par un génotype hypermuté, 

avec un faible taux de variations du nombre de copies. Ce sous-groupe englobe la 

majorité des tumeurs MSI et présente une surexpression des protéines de réparation de 

l’ADN, concordant avec un système MMR déficient. Ces tumeurs présentent un 

phénotype hyperméthylé (CIMP), où BRAF est fréquemment muté. L’expression de 

gènes associés à la diffusion d’un infiltrat immunitaire (TH1 et LT cytotoxiques) est 

concomitante à l’activation des voies d’échappement à la réaction immunitaire. Ces 

cancers représentent ainsi des cibles pour les thérapies d’inhibition des points de 

contrôle du système immunitaire. D’un point de vue clinique, ces tumeurs sont 

fréquemment retrouvées chez les femmes, avec des lésions proximales, associées à un 

très mauvais pronostic après rechute. 

- Le CMS2, canonique (37% des CCR) est caractérisé par une forte variation du nombre 

de copies plus importante que dans les autres sous-groupes, phénotype CIN. Les gains 

de copies concernent les oncogènes et des pertes de copies les gènes suppresseurs de 

tumeurs. Les profils d’expression génique illustrent la différenciation épithéliale et la 

régulation positive des gènes cible de WNT et MYC. Ces tumeurs sont 

préférentiellement retrouvées au niveau du côlon gauche, avec de meilleurs taux de 

survie après rechute. 

- Le CMS3, métabolique (13% des CCR), présente des profils d’expression génique et 

épigénétiques différents des deux autres sous-types CIN, avec moins de variations du 

nombre de copies (CMS2 et 4). 30% des échantillons présentent un phénotype 
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hypermuté (chevauchement avec CMS1) et une plus grande prévalence de sous-groupes 

avec un phénotype CIMP faible (CIMP-low) qui correspond à des niveaux 

intermédiaires de méthylation du génome. Les mutations activatrices de KRAS et 

d’autres gènes du métabolisme sont fréquentes dans ce sous-type. 

- Le CMS4, mésenchymal (23% des CCR), présente des profils d’expression génique 

avec une importante régulation positive des gènes impliqués dans l’EMT (Epithelial to 

Mesenchymal Transition). La voie du TGFβ, l’angiogenèse, les voies de remodelage de 

la matrice et la réponse inflammatoire associée au complément sont également activées. 

Ces tumeurs sont majoritairement diagnostiquées à des stades avancés (II à IV), ce qui 

conduit à une moins bonne survie globale et sans rechute. 

Mise à part l’activation de la voie des récepteurs tyrosine kinase dans les sous-groupes 

CMS1 et 3, aucune autre association spécifique n’a été identifiée, soulignant les faibles 

corrélations entre génotype et phénotype dans le CCR. Le tableau ci-dessous, adapté de cette 

étude, résume cette classification des cancers colorectaux (Guinney et al., 2015). 

 

 
Tableau 9 Taxonomie du cancer colorectal 

Adapté de (Guinney et al., 2015) 
 

Il demeure néanmoins encore difficile de se prononcer sur la pertinence de ces outils de 

classification concernant l’évaluation du pronostic et les résultats attendus des traitements. 

Peu de biomarqueurs, mis à part les mutations de RAS, BRAF et les statuts MSI et CIMP, se 

sont traduits par une adaptation des traitements. Cela est lié au fait que la présence 

prépondérante d’un marqueur génétique ou épigénétique dans l’un des 4 sous-groupes n’est 

pas toujours exclusif, comme l’illustrent des mutations de KRAS retrouvées dans d’autres 

sous-types que celui où elles sont majoritaires. Cela peut expliquer les différences de réponses 

aux traitements au sein d’un même sous-type. 
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L’évaluation du génome, au niveau germinal et tumoral, pourrait permettre d’améliorer la 

prise en charge des patients en leur proposant le traitement le plus adapté. Cependant, 

l’ensemble des connaissances accumulées sur le CCR doivent favoriser les moyens de 

prévention et de détection précoce, essentiels pour réduire significativement la morbidité et la 

mortalité de ces cancers (Vogelstein et al., 2013b). 

 

3. La réparation de l’ADN 
 

Plus que ne peuvent l’expliquer les facteurs environnementaux et les prédispositions 

génétiques héréditaires, le nombre de divisions cellulaires des cellules souches d’un organe, 

est fortement corrélé (r = 0,81, p < 3,5.10-8) au risque de développer un cancer de cet organe 

(Tomasetti and Vogelstein, 2015).  

Le génome humain contient environ 6.109 nucléotides et subit en permanence des 

modifications induites par des molécules réactives endogènes, produites par la respiration 

mitochondriale ou la réponse inflammatoire. Les ultraviolets, les rayonnements ionisants, les 

métaux lourds, les polluants atmosphériques et les médicaments cytotoxiques sont autant de 

molécules exogènes susceptibles d’endommager l’ADN. Le nombre de lésions quotidiennes 

de l’ADN par cellule a été estimé à 70 000 (Lindahl and Barnes, 2000), que ce soient des 

lésions spontanées, liées au métabolisme cellulaire ou des erreurs de réplication. Les 

polymérases qui assurent la réplication du génome, sont elles-mêmes responsables d’erreurs 

(10-7 par nucléotide), malgré leur grande fidélité de réplication, due à leur capacité de 

correction intrinsèque. Les erreurs qu’elles provoquent entraînent une perte de 

complémentarité des deux brins et soulignent l’importance de la réplication dans la 

mutagenèse (McCulloch and Kunkel, 2008). La prolifération soutenue des cellules 

cancéreuses est responsable d’une déplétion de la réserve de dNTP, accentuant le risque 

d’erreurs. Les dommages subits par l’ADN peuvent être des modifications de bases (plus ou 

moins étendues), des cassures de brins, des croisements intra ou inter-brins ou encore des 

adduits protéine-ADN. La majorité des lésions (75%) correspond à des cassures simple brin, 

dues à des dommages oxydatifs ou hydrolytiques qui peuvent évoluer en cassures double brin, 

moins fréquentes mais plus dangereuses (Figure 17). Pour maintenir et préserver l’intégrité du 

génome, les cellules ont développé des systèmes de reconnaissance, de réparation et/ou de 

tolérance de ces dommages (Friedberg, 2003). 
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Figure 17 Fréquence estimée des lésions de l’ADN et des mutations associées par 

jour 
Adapté de (Tubbs and Nussenzweig, 2017) 

 

En amont de la réparation, la détection et l’activation de la réponse aux dommages de 

l’ADN ou DDR (DNA Damage Response) est primordiale (Harper and Elledge, 2007). Au 

sein des complexes moléculaires capables de détecter tout type de lésion dans le seul but de 

préserver l’intégrité du génome, les deux plus connus sont ATM (Ataxia Telangiectasia 

Mutated) et ATR (ATM and Rad3-related). Ces kinases, activées dans les minutes qui suivent 

le dommage, appartiennent à la famille des phosphatidylinositol 3-kinase-like kinases 

(PIKKs). ATM est activée en réponse aux radiations ionisantes et aux cassures double-brin, 

alors que les UV et les erreurs de réplication activent préférentiellement ATR. L’activation de 

ces kinases entraîne l’expression de facteurs de transcription qui contrôlent différents 

systèmes de réparation et permet l’arrêt momentané du cycle cellulaire, nécessaire à la 

réparation du dommage.  

Le type de lésions détermine la kinase qui sera activée et le mécanisme de réparation 

d’aval (Gavande et al., 2016). Cet arrêt peut avoir lieu à deux transitions clé du cycle 

cellulaire dont le passage est régulé par des points de contrôle (checkpoint). Les « G1/S 

checkpoint » désignent les points de contrôle qui bloquent l’entrée en phase S (Cdk2, Cyclin 

Dependent Kinase 2) et les « G2 DNA damage checkpoint » les arrêts qui ont lieu avant 

l’entrée en phase M (blocage de Cdk1). ATM et ATR activent par phosphorylation les kinases 

Chk2 (Thr 68) et Chk1 (Ser345) qui inactivent les cyclines Cdc25A et Cdc25C. Cdk1 et 2 

sont inactivées et le cycle cellulaire est arrêté, respectivement en phase G2/M ou G1/S. ATM 

et ATR peuvent phosphoryler directement p53 (Ser 15) ce qui stimule sa transactivation, de 

même que Chk1 et Chk2 (Ser 20), ce qui empêche la fixation de MDM2 et la dégradation de 

p53. La stabilisation et la transactivation de p53 entrainent l’induction de p21 qui inhibe le 

complexe Cdk2 - cyclin E - PCNA induisant un blocage en phase G1/S (Christmann et al., 

2003). Lorsque la lésion n’est pas correctement réparée avant la fourche de réplication, il 
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existe une voie de tolérance aux dommages permettant d’éviter un arrêt de la réplication, il 

s’agit de la synthèse translésionnelle (TLS, translesion synthesis), assurée par des 

polymérases dites « de faible fidélité » (cf. section 3.6). La persistance d’un dommage, due à 

un défaut de réparation, si elle ne déclenche pas le programme de mort cellulaire, conduit au 

phénomène de mutagenèse et d’instabilité génomique, éléments prépondérants de la 

tumorigenèse (Christmann et al., 2003).  

 

Après une vue d’ensemble des différents systèmes de réparation impliqués dans la 

pathologie cancéreuse, nous porterons une attention particulière au système MMR (Mismatch 

Repair) et aux polymérases translésionnelles, qui nous intéressent particulièrement dans cette 

étude.  

 

3.1. O6-méthylguanine-DNA méthyltransférase (MGMT) 

L’O
6-méthylguanine (O6-meG) est une lésion mutagénique et cytotoxique fréquente, 

induite par des agents alkylants endogènes ou exogènes (tels que, le N-méthyl-N-nitroso-urée 

MNU, méthyl-méthane-sulfonate MMS, les UVC ou encore les radiations ionisantes). La 

détection d’O
6-meG au cours de la transcription bloque partiellement l’activité de l’ARN 

polymérase II. L’O
6-méthylguanine-DNA méthyltransférase (MGMT), aussi connue sous le 

nom plus générique d’alkyltransférase (AGT), est une enzyme nucléaire qui permet une 

réparation directe, en une seule étape de ce type de lésion sans autre cofacteur. Elle retire les 

groupements alkyles en position O6 de la guanine ou en position O4 de la thymidine qu’elle 

transfère sur un résidu cystéine de son site catalytique (Christmann et al., 2011) (Figure 18). 

Cela restaure une base intacte et inactive la protéine MGMT qui peut être ubiquitinylée et 

dégradée. Ces lésions peuvent également être contournées par les polymérases 

translésionnelles, que nous décrirons plus loin, telles que les polymérases η, κ et ζ. 

Cependant, une fois la lésion dépassée, des bases cytosine ou uracile sont incorporées en 

regard de la base alkylée, ce qui produit des fragments d’ARN mutants pouvant coder une 

protéine défectueuse (Burns et al., 2010).  
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Figure 18 O6-MéthylGuanineMéthylTransférase MGMT 
(Zhang et al. 2012)  

 

Des agents alkylants sont utilisés dans le traitement de glioblastomes ou de mélanomes 

métastatiques, tels que le témozolomide et la dacarbazine, contre lesquels la présence de 

MGMT permet de protéger les cellules (Christmann and Kaina, 2013). L’expression et 

l’activité de cette enzyme sont très variables, forte dans le foie et le côlon, très faible dans le 

cerveau. Son expression est fortement régulée au niveau transcriptionnel principalement par 

les facteurs de transcription p53, Sp1, AP-1 et Nf-κB, dont des sites consensuels de fixation 

sont retrouvés dans la séquence promotrice de cette enzyme (Bocangel et al., 2009). 

 

3.2. Le système de réparation par excision de base (BER) 

Les modifications de bases sont des lésions très courantes, provoquées par l’oxydation, 

l’alkylation ou la désamination, qui expliquent que le système BER soit actif tout au long du 

cycle cellulaire. Il existe au moins cent lésions oxydatives différentes principalement liées à la 

respiration mitochondriale. La lésion la plus abondante est l’oxydation de la guanine en 8-

oxo-dihydroguanine (8-oxo-dG) (plus de 180 guanines sont oxydées par jour dans le génome) 

(Lindahl, 1993). La 8-oxo-dG peut s’apparier avec une adénine ou une cytosine au cours de la 

réplication et provoquer des transitions nucléotidiques (Brégeon and Doetsch, 2011). La 

désamination est une autre réaction spontanée qui produit de l’uracile à partir de la cytosine, 

de l’inosine à partir de l’adénine et de la xanthosine à partir de la guanine. Cela conduit 

également à des transitions nucléotidiques (les bases lésées uracile et inosine pouvant 

s’apparier respectivement avec une adénine ou une cytidine). Ces lésions mutagènes peuvent 

freiner ou bloquer la progression des ARN polymérases et activer les réponses de mort 

cellulaire. Le fonctionnement du système est illustré ci-après (Figure 19). 
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Figure 19 Le système de réparation par excision de base (BER) 
(Helleday et al., 2014) 

 

La première étape de la prise en charge de ces lésions par le système BER est réalisée par 

des glycosylases mono ou bifonctionnelles, spécifiques de la lésion, qui reconnaissent et 

hydrolysent la liaison N-glycosidique de la base endommagée, laissant un site abasique (AP 

pour apurinique ou apyrimidique) (Odell et al., 2013). Les ADN glycosylases 

monofonctionnelles telles que l’uracile-ADN-glycosylase (UNG) et la N-méthylpurine-ADN-

glycosylase (MPG), ne possèdent qu’une activité glycosylase. Les ADN glycosylases 

bifonctionnelles, comme la 8-oxoguanine-ADN-glycosylase (OGG1), l’homologue mutY 

(MUTYH), l’endonucléase III-like 1 (NTH1) et NEIL1 présentent en plus une activité 

intrinsèque 3’AP lyase (Jacobs and Schär, 2012). Des mutations germinales de MUTYH sont 

associées au développement de la polypose colorectale familiale associée à MUTYH (MAP) 

(Cheadle and Sampson, 2007). Les sites abasiques sont convertis en cassures simple brin par 

des endonucléases (APE1), puis sont comblés par une ADN polymérase (β si cela ne concerne 

qu’une seule base, δ ou ε, si la lésion concerne un plus grand nombre de bases). La ligature du 

point de coupure est assurée par une ligase.  
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3.3. Le système de réparation par excision de nucléotide (NER) 

Il existe deux sous-types majeurs de cette voie de réparation, la réparation globale du 

génome (GG-NER, Global Genome), indépendante du cycle cellulaire, qui prévient la 

mutagenèse en recherchant les lésions qui perturbent la structure hélicoïdale de l’ADN (Gillet 

and Schärer, 2006) et celle couplée à la transcription (TC-NER, Transcription Coupled), qui 

gère les lésions bloquant la transcription. Ces lésions peuvent être des dimères générés par les 

UV, des adduits de bases provoqués par des agents chimiques (cisplatine et le 

benzo[a]pyrène) ou encore des lésions dues aux espèces réactives de l’oxygène, telles que les 

cyclopurines. La réponse NER se déroule en quatre grandes étapes (Figure 20).  

 

 

Figure 20 Le système Nucleotide Excision Repair (NER) 
(Helleday et al., 2014) 

 

Le système reconnaît le dommage, coupe le brin de part et d’autre de la lésion et élimine 

le fragment contenant la lésion. S’ensuivent une étape de synthèse du nouveau brin d’ADN et 

la ligature du point de coupure (Iyama and et al, 2013). Les deux sous-types de réparation de 

ce système ne diffèrent que dans l’étape de reconnaissance des dommages. Concernant le GG-

NER, le complexe XPC-RAD23B se fixe sur le brin opposé à la lésion (Schärer, 2007). Une 

fois lié, ce complexe recrute le facteur de transcription II H (TFIIH) qui favorise l’ouverture 

de l’ADN autour de la lésion permettant le recrutement de la protéine de réplication A (RPA) 

qui se lie au brin lésé (Missura et al., 2001). Les protéines spécifiques de la reconnaissance 

TC-NER sont les protéines CSA et CSB (pour Cockayne syndrome WD repeat protein A et 
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B), nécessaires à l’assemblage des autres composants (Marteijn et al., 2014). Le complexe 

XPF-ERRC1 (excision repair cross-complementing 1) et XPG sont deux endonucléases qui 

assurent respectivement l’incision en 5’ et 3’ du dommage. Ce sont les polymérases ε, δ ou κ 

qui assurent la nouvelle synthèse en coopération avec le facteur de réplication RFC 

(Replication Factor C) et l’antigène nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA) (Ogi et al., 

2010). Le choix de la polymérase dépend du statut prolifératif des cellules, Polδ et κ étant les 

principales polymérases du système NER des cellules en prolifération. Des défauts de ce 

système entraînent des maladies autosomiques récessives qui se caractérisent par une 

sensibilité accrue aux rayonnements UV, comme le Xeroderma Pigmentosum ou le syndrome 

de Cockayne (Diderich et al., 2011). 

 

3.4. Réparation des cassures double brin (DSBR) 

Les cassures double brin sont les lésions les plus délétères. Elles activent des réponses de 

mort cellulaire, en l’absence de réparation, et favorisent l’instabilité génomique, par des 

phénomènes de translocations, si elles sont mal réparées (Bohgaki and al., 2010). Elles 

peuvent être d’origine exogène (radiations ionisantes, anticancéreux) ou encore induites par le 

métabolisme cellulaire (espèces réactives de l’oxygène). La réparation simultanée des deux 

brins opposés ou un défaut de réplication peuvent également être en cause. Les cassures 

double brin sont également des intermédiaires naturels des réarrangements V(D)J qui assurent 

la diversité des immunoglobulines (Soulas-Sprauel et al., 2007) (cf. section 3.5.3). La 

réparation de ce type de lésions fait intervenir deux voies majeures qui entrent en compétition 

et dont le choix est déterminé par le stade du cycle cellulaire. En effet, la recombinaison 

homologue (HR, Homologous Recombinaison) a lieu dans les cellules en division durant la 

phase S du cycle cellulaire, car elle nécessite la présence de la chromatide sœur comme 

support de correction, alors que la jonction des extrémités non homologues (NHEJ, Non 

Homologous End Joining) fonctionne indépendamment du cycle cellulaire. L’initiation de la 

réparation nécessite la reconnaissance du dommage, assurée par un complexe capable de se 

lier à l’ADN et le maintien d’une jonction entre les deux extrémités de la cassure. L’inhibition 

de la résection favorise la NHEJ, alors qu’une résection étendue favorise la HR.  
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3.4.1. La jonction des extrémités non homologues (NHEJ) 

La jonction des extrémités non homologues est le principal système de réparation des 

cassures double brin chez les eucaryotes, notamment lors des phases du cycle cellulaire où la 

chromatide sœur est absente, avec une plus grande activité en phase G1 (Lieber, 2010). Il 

permet la ligature directe des deux extrémités de la cassure. C’est un mécanisme très précis 

pour les cassures propres, mais source de nombreuses erreurs si les extrémités ne sont pas 

nettes. Il est non conservatif (contrairement à la réparation par recombinaison homologue), il 

ne restaure pas la séquence initiale de l’ADN, mais seulement la continuité de l’ADN 

endommagé par une cassure double brin avec généralement une perte partielle de 

l’information génétique pouvant engendrer une mutation. La réparation se déroule en trois 

étapes (Figure 21).  

 

Figure 21 Le système de jonction des extrémités non homologues (NHEJ) 
(Helleday et al., 2014) 

 

La reconnaissance de la cassure double brin par le complexe Ku permet sa liaison directe 

aux deux extrémités de l’ADN. En fonction de la complexité de la cassure et de la nature des 

deux extrémités, différents facteurs peuvent être recrutés. L’endonucléase Artemis se 

positionne au niveau des surplombs simple brin en 3’ et 5’ et permet l’élimination des 

extrémités non complémentaires ou d’autres dommages à partir du point de cassure pour 

mettre en évidence de courtes séquences d’homologie et permettre la liaison par une ligase 

des deux extrémités (Heyer et al., 2010). 
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3.4.2. La recombinaison homologue (HR) 

Ce système semble avoir évolué pour faire principalement face aux cassures double brin à 

une seule extrémité, caractéristiques des collapses de la fourche de réplication, en présence de 

lésion empêchant la progression de la polymerase des cellules en cours de division. Ce 

système nécessite la présence de la chromatide sœur intacte comme modèle pour l’échange 

d’information. Le complexe MRN (formé par MRE11-RAD51 et la protéine NBS1) reconnaît 

la cassure et recrute ATM (Stracker and Petrini, 2011). Ce complexe MRN s’associe à la CtIP 

(C-terminal Binding Protein-Interacting Protein) qui assure la résection de 5’ en 3’ pour 

fournir l’extrémité 3’ simple brin surplombante qui va servir à l’échange de brin (Sartori et 

al., 2007). La poursuite de la résection est assurée par une exonucléase et le simple brin 

résultant est stabilisé par la fixation de la protéine RPA qui au travers d’une interaction avec 

ATRIP, active ATR. La protéine Rad52 favorise le remplacement de RPA par Rad51 ce qui 

permet la formation des filaments nucléoprotéiques. Le simple brin d’ADN chargé de 

protéine Rad51 peut ainsi envahir la matrice duplexe d’ADN homologue (New et al., 1998). 

Après l’invasion et l’échange, l’extrémité 3’ envahissante est alors étendue par synthèse 

d’ADN (polymérase η), en utilisant le brin complémentaire du duplexe comme matrice 

(McIlwraith et al., 2005). Cela crée une boucle de déplacement (D-loop, Displacement loop) 

qui correspond à cet intermédiaire à trois brins. Une fois cette boucle formée, il existe deux 

modèles de résolution, le premier implique la formation d’une jonction de Holliday (jonction 

mobile entre quatre brins d’ADN), le second la voie de synthèse dépendante de l’hybridation 

du brin, SDSA (Synthesis Dependant Strand Annealing) qui se caractérise par le déplacement 

du brin envahissant de la boucle D et son appariement à la seconde extrémité de la cassure 

double brin (Heyer et al., 2010). 
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3.5. Le système de réparation des mésappariements (MMR)  

Le système de réparation des mésappariements (MMR, MisMatch Repair) est un système 

post-réplicatif majeur pour le maintien de l’intégrité du génome, prévenant l’instabilité liée 

aux substitutions de bases ou aux séquences répétées. En effet, si l’intégrité de l’information 

génétique dépend de la précision du processus réplicatif, elle dépend également des 

mécanismes de surveillance dont le système MMR fait partie. Les polymérases réplicatives 

sont capables de relire et corriger leurs propres erreurs mais le système MMR correspond à un 

second contrôle qualité. Il augmente de 100 fois le niveau de fidélité de la réplication. Il 

reconnaît non seulement les erreurs qui ont échappé aux polymérases réplicatives mais 

également les bases mésappariées et les ramifications d’ADN formées durant la 

recombinaison, de même que les bases modifiées chimiquement (Jiricny, 2006). Le système 

de réparation des mésappariements est impliqué dans des processus majeurs du métabolisme 

de l’ADN tels que l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire, l’apoptose mais aussi 

d’autres phénomènes qui font intervenir les fonctions non canoniques de ce système (Peña-

Diaz and Jiricny, 2012) (cf. section 3.5.3). Il permet l’élimination des cellules sévèrement 

endommagées, évitant la mutagenèse à court terme et la tumorigenèse à long terme (Iyama 

and et al, 2013). Un défaut du système MMR augmente le taux de mutations spontanées 

accentuant la susceptibilité aux cancers. Des mutations germinales de gènes majeurs de ce 

système sont responsables du syndrome de Lynch (cf. section 1.3) (Boland, 2016; Lynch and 

Chapelle, 1999).  

 

3.5.1. Composition 

Un grand nombre de protéines du système MMR chez l’Homme ont été identifiées sur la 

base de leur homologie avec les protéines MMR bactériennes chez Escherichia coli (Tableau 

10). Ce système est très conservé entre les espèces au cours de l’évolution. Cela concerne les 

homologues humains de MutS, MutL, EXOI, la protéine de liaison à l’ADN simple-brin RPA 

(Replication Protein A), l’antigène nucléaire de prolifération cellulaire (PCNA) (Proliferating 

Cell Nuclear Antigen), l’ADN polymérase δ (Polδ) et l’ADN ligase I. La réaction de base du 

système MMR est une réaction au cours de laquelle la région d’un brin néosynthétisé 

contenant une base mésappariée est excisée et à nouveau synthétisée (Modrich, 2006). Les 

deux éléments majeurs de la réponse MMR sont MutS et MutL (Larrea and al., 2010). A la 

différence d’E. Coli où MutS et MutL sont des homodimères, ce sont des hétérodimères chez 

l’Homme. Chez les eucaryotes, il existe deux équivalents fonctionnels de MutS, MutSα et 
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MutSβ. Les protéines sont nommées hMSH pour human MutS Homolog, où Mut vient de 

mutator (simplifié en MSH). MSH2 forme un hétérodimère avec MSH6 ou MSH3 pour 

former respectivement MutSα et MutSβ. Ces deux complexes sont des ATPases qui jouent un 

rôle important dans la reconnaissance du mésappariement et l’initiation de la réparation. 

MutSα reconnaît préférentiellement les mésappariements base-base et les boucles 

d’insertion/délétion de 1 à 2 nucléotides. Le complexe MutSβ, composé des protéines MSH2 

et MSH3, prend en charge les boucles d’insertion/délétion d’au moins deux bases. Le 

troisième complexe MSH (MSH4/MSH5) n’exerce pas de fonction dans la réparation des 

mésappariements, mais il est important dans la recombinaison méiotique. Il existe quatre 

homologues de MutL identifiés chez l’Homme hMLH1, hMLH3, hPMS1 et hPMS2. MLH1 

s’associe en hétérodimère avec PMS2, PMS1, ou MLH3 pour former respectivement les 

complexes MutLα, MutLβ ou MutLγ. MutLα possède une activité ATPase indispensable au 

fonctionnement du système. MutLβ et MutLγ semblent avoir des rôles mineurs dans le MMR. 

MutLγ joue un rôle dans la méiose. La fonction de coupure est assurée par les complexes 

MutLα et MutLγ, alors que le complexe MutLβ ne possède pas d’activité endonucléasique 

(Kadyrov et al., 2006).  

L’exonucléase EXO1, la protéine de réplication RPA, le facteur PCNA, le facteur de 

réplication RFC (Replication Factor C) et l’ADN polymérase réplicative Polδ sont des 

composants de la machinerie réplicative impliqués dans les aspects majeurs du métabolisme 

de l’ADN, comme la recombinaison. Le rôle de EXO1 dans le système MMR a été identifié 

par son interaction avec les protéines MSH2 et MLH1 (Schmutte et al., 2001). Cette 

exonucléase joue un rôle dans l’étape d’excision, mais elle n’est pas essentielle (Kadyrov et 

al., 2009). Le PCNA est impliqué dans le système MMR lors de l’étape de néosynthèse. Il 

s’agit d’un facteur de processivité des ADN polymérases réplicatives qui participe à 

l’activation du système MMR. L’interaction de PCNA avec le complexe MutLα stimule son 

activité endonucléasique (Goellner et al., 2014). Les interactions entre certaines protéines 

MMR et le PCNA (motifs PCNA-interacting peptide, PIP, aux extrémités N-terminales de 

MSH3 et MSH6) ont permis de mettre en évidence le couplage du système MMR au 

processus réplicatif (Hombauer et al., 2011). Le facteur RFC est nécessaire au chargement du 

facteur PCNA sur l’ADN et la polymérase réplicative Polδ apparaît nécessaire lors des 

reconstitutions in vitro sans exclure le rôle éventuel d’autres polymérases. La protéine RPA se 

lie à l’ADN hétéroduplexe avant que MutSα et MutLα stimulent l’excision du 

mésappariement. Elle protège l’ADN simple brin généré par l’excision et facilite, lorsqu’elle 

est phosphorylée, la nouvelle synthèse d’ADN par la polymérase δ de la zone interrompue. Sa 
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forme non phosphorylée favorise l’excision du mésappariement (Genschel and Modrich, 

2003).  

 

Escherichia coli Humain Fonction 

(MutS)2 hMutSα (hMSH2-hMSH6)* 

hMutSβ (hMSH2-hMSH3) 

Reconnaissance du mésappariement, du dommage. 

Complexes partiellement redondants  

Chevauchement des spécificités de reconnaissance 

(MutL)2 hMutLα (hMLH1-hPMS2)* 

hMutLβ (hMLH1-hPMS1) 

hMutLγ (hMLH1-hMLH3) 

Activité endonucléasique intrinsèque, fin de 

l’excision MutLβ, facteur accessoire du système 

MutLγ se substitue à MutLα dans une minorité de 

mésappariements, résolution des intermédiaires de 

la HR 

MutH Non identifié Discrimination du brin présentant la lésion 

UvrD Non identifié DNA helicase II, favorise l’excision 

ExoI, ExoVII, 

ExoX, RecJ 

ExoI Exonucléase double brin 5’-3’,  

Excision du mésappariement 

Pol III Pol δ Nouvelle synthèse d’ADN 

β-clamp PCNA Facteur de processivité ;  

Stimule l’activité endonucléase de MutLα 

SSB  RPA (Replication Protein A) Protéine de liaison ADN simple brin 

Stimule l’excision du mésappariement 

Favorise la nouvelle synthèse d’ADN 

 HMGB1 Excision provoquée par le mésappariement 

γ-Complex RFC Chargement de PCNA.  

Réparation dirigée en 3’ du point de coupure  

ADN ligase ADN ligase I Ligature du point de coupure après synthèse d’ADN 

Tableau 10 Homologues humains des composants du système MMR 
Adapté de (Li, 2007; Reyes et al., 2015) 

*Composant majoritaire dans les cellules 
 

Alors que les protéines PCNA, RPA, RFC et Polδ sont essentielles à la viabilité des 

cellules, les mutations des protéines MSH2 et MLH1, conduisant à des pertes de fonction, 

entraînent une perte complète de l’activité MMR. A la différence d’une perte de fonction de la 

protéine MSH6 qui résulte en un défaut de correction des mésappariements base-base (que lui 

seul reconnaît). Les protéines MSH3, MLH3 et PMS2 ont des effets légers et redondants avec 

les autres protéines du système auxquelles elles s’apparient (Kolodner, 2016). 
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3.5.2. La réparation des mésappariements 

Les polymérases réplicatives (famille B) sont responsables d’un très faible taux d’erreurs 

lors de la réplication qui peut être drastiquement augmenté en cas de dysfonctionnement du 

système MMR (Peña-Diaz and Rasmussen, 2015). La réplication est initiée au niveau 

d’origines de réplication où la polymérase α assure la première élongation des fragments 

d’Okazaki (réplication du brin retardé) (O’Donnell et al., 2013), poursuivie par la polymérase 

δ. La polymérase ε assure la synthèse d’ADN du brin précoce. Ces polymérases majoritaires 

(δ et ε) possèdent, à la différence de Polα, une activité intrinsèque 3’-exonucléasique qui leur 

permet de corriger une partie de leurs erreurs (Johansson and Dixon, 2013). Il existe de 

nombreuses illustrations de la réciprocité existant entre le taux, le type et les loci où 

surviennent les erreurs de réplication et le niveau d’expression et l’efficacité du système 

MMR. Il a été démontré que la réplication du brin retardé est deux fois moins précise que 

celle du brin précoce et que le système MMR est deux fois plus efficace dans la réparation des 

erreurs du brin tardif que du précoce (Lujan et al., 2014). 

Le rôle majeur du système MMR est la réparation des erreurs de réplication qui implique 

la voie MutSα/MutLα. Elle est initiée lorsque l’hétérodimère MutSα, qui comporte deux sites 

actifs ATPasiques, se fixe au niveau d’un mésappariement (base-base ou petites 

insertions/délétions). La fixation au mésappariement et la présence d’ATP induisent un 

changement conformationnel de MutSα, de telle sorte qu’il forme une pince capable de se 

déplacer le long de l’ADN (Lee et al., 2014; Liao et al., 2015). Cet état activé permet son 

interaction avec l’hétérodimère MutLα. Le PCNA, chargé sur l’ADN par le RFC, stimule 

l’activité endonucléasique de MutLα (située à l’extrémité N-terminale de PMS2) pour 

l’excision du brin néosynthétisé contenant l’erreur (Kadyrov et al., 2006). Le fragment 

manquant est à nouveau synthétisé sans erreur par la polymérase δ ou ε, puis la ligature, par la 

ligase 1,termine la réaction (Jiricny, 2013) (Figure 22). Le système eucaryote n’utilise pas 

l’asymétrie de méthylation post-réplicative comme signal discriminant de brin à la différence 

d’E. coli (Putnam, 2016). Bien qu’aucun signal spécifique de brin n’ait été définitivement 

identifié, le système MMR apparaît dirigé par un point de coupure préexistant lui permettant 

de discriminer le brin néosynthétisé contenant la base mésappariée. En effet, la seule présence 

d’un hétéroduplexe au sein d’une molécule d’ADN circulaire ne suffit pas à déclencher la 

correction du mésappariement. La présence d’une entaille, en 5’ ou en 3’ du mésappariement, 

est nécessaire à la correction par les protéines MMR de l’hétéroduplexe en homoduplexe 

(Fang and Modrich, 1993). L’activité endonucléasique de MutLα, stimulée par le PCNA, 

permet de générer une coupure spécifique du brin contenant le mésappariement, à proximité 
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de celui-ci que ce soit en 5’ ou en 3’ et préférentiellement sur un brin contenant déjà une 

coupure (Pluciennik et al., 2010). 

 

 

Figure 22 Le système MMR reconstitué 
(Kunkel and Erie, 2015) 
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Si le point de coupure préexistant est situé en 5’ du mésappariement, le complexe MutLα 

n’intervient pas dans l’excision mais empêche l’hydrolyse du brin normal. Lorsque le point de 

coupure se trouve en 3’ du mésappariement, MutLα assure la création d’une coupure en 5’, ce 

qui correspond à la principale source d’extrémités d’ADN disponibles pour le retrait des 

mésappariements. Il semblerait que ce soit le chargement asymétrique du PCNA sur le brin 

d’ADN par le RFC qui permette la discrimination du brin et l’orientation spécifique de 

l’activité endonucléasique de MutLα sur le brin néosynthétisé (Erdeniz et al., 2007). Les 

extrémités 5’ des fragments d’Okazaki servent également de signal de discrimination de brin 

pour le retrait des mésappariements générés durant leur synthèse au niveau des origines de 

réplication (Lujan et al., 2014). Bien qu’inutile au phénomène de coupure, il semblerait que 

l’interaction entre MutSα et MutLα permette de localiser l’activité endonucléasique de MutLα 

à proximité du mésappariement (Kadyrov et al., 2007).  

Différents modèles de formation des complexes mésappariement-MutSα-MutLα et de la 

signalisation subséquente pour la réparation ont été proposés. L’un d’eux suggère que MutSα 

et MutLα forment une pince coulissante qui diffuse le long de l’ADN jusqu’à son interaction 

avec le signal de discrimination du brin. Un autre établit une capture de MutSα à proximité du 

mésappariement par MutLα et une polymérisation de MutLα induite par MutSα (Hombauer et 

al., 2011; Modrich, 2006). Concernant le retrait du mésappariement, trois mécanismes sont 

évoqués. Le premier correspond à l’excision de 5’ en 3’ par EXO1, où MutSα piège le 

domaine C-terminal d’EXOI, ce qui supprime l’action auto-inhibitrice de son site catalytique, 

permettant l’excision du brin de 5’ en 3’ jusqu’au niveau du mésappariement. Le deuxième 

implique également des extrémités d’ADN 5’, mais le retrait du mésappariement repose sur 

une synthèse d’ADN par les polymérases Polδ ou ε, par déplacement de brin. Enfin, la 

troisième possibilité est une excision du mésappariement de 3’ en 5’ grâce à l’activité 

exonucléasique de Polδ et ε (Kadyrova and Kadyrov, 2016).  

Le système MMR est impliqué dans d’autres voies du métabolisme de l’ADN, comme la 

recombinaison mitotique et méiotique. Cette dernière implique principalement MutLγ 

(MLH1-MLH3) qui semble fonctionner avec le complexe MSH4-MSH5 (Lipkin et al., 2002). 

Les protéines MMR sont fortement impliquées dans la recombinaison homologue (HR) et la 

jonction des extrémités non homologues (NHEJ). La recombinaison homologue apparie les 

chromosomes homologues avant la méiose, ce qui assure la diversité génétique de la 

reproduction sexuée. Elle est initiée au cours de la méiose par de nombreuses cassures double 

brin programmées. De l’échange de brins qu’elle entraîne résultent des hétéroduplexes 

d’ADN qui présentent des nucléotides mésappariés, dus aux différences des séquences 
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chromosomales parentales. Le système MMR assure la prise en charge de ces 

mésappariements, ce qui conduit à l’échange non réciproque de l’information génétique (ou 

conversion génique). Le MMR supprime la recombinaison homologue lorsque l’ADN 

hétéroduplexe formé contient un excès de bases mésappariées. Cette régulation assure la 

précision de la réparation des cassures double brin et contribue au maintien des barrières 

interespèces de la reproduction sexuée (Spies and Fishel, 2015). 

 

3.5.3. Fonctions non canoniques 

Les protéines MMR ne sont pas seulement impliquées dans des voies du métabolisme de 

l’ADN qui assurent le maintien de l’intégrité du génome (réparation ou recombinaison). 

L’étude de ce système a révélé les rôles mutagéniques qu’il pouvait assurer lorsqu’il n’est pas 

couplé à la réplication. L’hypermutation somatique (Somatic Hypermutation, SHM), la 

commutation isotypique (Class Switch Recombination, CSR) et l’instabilité des répétitions 

trinucléotidiques sont des phénomènes qui illustrent ce caractère mutagène (Jiricny, 2013; 

Peña-Diaz and Jiricny, 2012). 

La variété des anticorps du système immunitaire permet de faire face aux nombreux 

antigènes auxquels l’organisme est confronté. Cependant cette diversité n’est pas initialement 

contenue dans le génome, des processus mutagéniques au niveau des loci des 

immunoglobulines (Ig) altèrent l’information génétique pour créer cette diversité. La première 

étape de ce processus correspond à des cassures de l’ADN et des événements de ligature entre 

des segments géniques variables permettant l’assemblage des gènes codant les 

immunoglobulines (Ig, V(D)J). Cela constitue un premier répertoire d’anticorps de faible 

affinité, les IgM (Schatz and Swanson, 2011). Un second événement modifie la séquence et la 

structure des gènes des Ig, lorsque les lymphocytes B sont exposés à des antigènes. La SHM 

introduit des mutations dans la région variable du gène de l’Ig, alors que la CSR entraîne la 

recombinaison de la région variable avec la région constante du locus de l’Ig, après cassure 

double brin. Ces deux événements sont initiés par une désamination ciblée de l’ADN, 

catalysée par une enzyme (AID, Activation-Induced Deaminase) (Chaudhuri et al., 2003). 

L’AID assure la conversion de cytosines en uraciles sur un ADN simple brin qui conduit, en 

l’absence de réparation, à des transitions (C>G ou T>A) ou des transversions nucléotidiques. 

La désamination initie ces processus mutagéniques auxquels participent les polymérases de 

faible fidélité et paradoxalement les systèmes BER, MMR et NHEJ (Chahwan et al., 2011). 

Lors de la SHM, les mésappariements U : G peuvent être reconnus par les systèmes BER et 

MMR. Une réparation BER inefficace conduit à l’excision de l’uracile et une incision par 
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APE1 peut être utilisée comme point d’entrée par le système MMR permettant la dégradation 

du brin par EXO1 (il peut également utiliser l’activité endonucléasique de PMS2 comme 

point d’entrée) (Dingler et al., 2014). Ces processus ont lieu en dehors de la phase S, ce qui 

explique que les polymérases réplicatives soient peu présentes et la réserve de dNTP faible. 

Ces circonstances entravent la resynthèse d’ADN provoquant la monoubiquitinylation du 

PCNA (PCNA-Ub) (Zlatanou et al., 2011). Cela favorise l’intervention des polymérases de 

faible fidélité, comme la polymérase η, susceptible d’engendrer des mutations à d’autres 

endroits que les sites de désamination (Chahwan et al., 2012). La CSR repose sur la formation 

de cassures double brin des régions commutatives hautement répétées, situées en amont de 

chacun des gènes de la chaîne lourde de la région constante des Ig. Ces cassures semblent être 

générées par les actions combinées des systèmes BER et MMR lorsque les incisions du 

système BER se situent à l’opposé et à proximité de la dégradation du brin par le système 

MMR (van Oers et al., 2010). La prise en charge de ces cassures par le système NHEJ 

entraîne des événements de recombinaison. 

L’expansion de répétitions trinucléotidiques est un phénomène responsable d’altérations 

géniques conduisant à des gains ou des pertes de fonctions responsables de nombreuses 

maladies neurodégénératives et neuromusculaires comme, la maladie de Huntington ou la 

dystrophie myotonique de type 1. Ces répétitions polymorphiques sont instables et leur 

longueur signe leur degré d’instabilité et de pathogenicité. L’instabilité est générée au cours 

des divisions méiotiques et mitotiques. Les répétitions les plus fréquemment impliquées en 

pathologie sont les triplets nucléotidiques (CAG, CTG, CGG et GAA) (Mirkin, 2007). La 

première implication du système MMR, dans l’expansion de ces séquences répétées, fut 

donnée par une équipe ayant mis en évidence la diminution de l’expansion de triplets CAG 

chez des souris MSH2KO en comparaison de leurs homologues sauvages. Etant donné la 

fonction du système MMR, concernant les répétitions des séquences microsatellitaires, le 

contraire eût été escompté (Kovalenko et al., 2012; Manley et al., 1999). La protéine MSH3, à 

la différence de MSH6, apparaît nécessaire à l’expansion des triplets CTG dans la dystrophie 

myotonique et des triplets CAG au niveau striatal dans la maladie de Huntington (Dragileva et 

al., 2009). Ce qui illustre que les complexes MutSα et MutSβ ne jouent pas le même rôle vis-

à-vis de ces expansions de répétitions. Le complexe MutSβ inhibe la délétion de ces 

répétitions trinucléotidiques par le système BER, en bloquant l’activité de l’endonucléase 

FEN1, favorisant ainsi leur expansion (Lai et al., 2016). Par ailleurs, la fonctionnalité de 

l’hétérodimère MutLα est indispensable à l’élimination des extrusions de répétitions CAG ou 



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 

80 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

CTG (qui servent de site de chargement au PCNA nécessaire à l’activation de l’endonucléase 

de MutLα) (Pluciennik et al., 2013).  

La diversification des anticorps et l’expansion des répétitions de triplets nucléotidiques, 

illustrent des loci propices à la mutagenèse dont il existe un large spectre dans l’ensemble du 

génome. Il est probable que les effets mutagéniques non canoniques du système MMR ne se 

limitent pas à ces loci mais influencent l’intégrité génomique à plus grande échelle. 

 

3.5.4. Efficacité des agents cytotoxiques et système MMR  

Le système MMR est impliqué dans la réparation et la cytotoxicité d’un certain nombre de 

lésions causées notamment par les agents alkylants (SN1), la 6-thioguanine, les 

fluoropyrimidines, le cisplatine et les UV. Définir le rôle exact du système MMR dans 

l’induction de la mort cellulaire due à ces différents agents est compliqué par le large spectre 

de dommages provoqués et la convergence de multiples voies de réparation dans le traitement 

de ces lésions (BER, NER, DSBR) (cf. sections 3.2, 3.3, 3.4).  

Les agents alkylants tels que le N-méthyl-N’-nitrosoguanidine (MNNG), le 

méthylnitrosourée (MNU) et le témozolomide sont capables de méthyler les quatre bases de 

l’ADN, produisant des lésions qui sont des substrats de l’O
6-méthylguanine-méthyltransférase 

(MGMT) et du système BER. Dans le cas des agents alkylants de type SN1 (Tableau 11), la 

réponse aux dommages (DDR) requiert des composants du système MMR. Des défauts des 

complexes MutSα ou MutLα ont été associés à la tolérance de lésions potentiellement 

cytotoxiques dont l’exposition prolongée n’est plus reliée à la mort cellulaire (Karran, 2001). 

Les lésions du type O6-méthylguanine (O6-MG) sont des contributeurs majeurs des effets 

mutagéniques et cytotoxiques des agents alkylants. De faibles doses de MNNG induisent un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M, lors du second cycle cellulaire après exposition, 

dépendant du système MMR après activation d’ATR (Jiricny, 2013). L’apoptose qui s’ensuit 

est dirigée dans la plupart des cas par la phosphorylation de p53 qui nécessite la fonctionnalité 

des complexes MutSα et MutLα (Brown et al., 2003; Kim et al., 2007). Le rôle des protéines 

MMR dans l’arrêt du cycle cellulaire explique en partie la perte de sensibilité des cellules 

déficientes en protéines MMR à certaines molécules cytotoxiques. Lorsqu’une lésion O6-MG 

est présente dans l’ADN au cours de la réplication, la synthèse d’ADN par une polymérase 

réplicative ou translésionnelle (TLS) peut entraîner la génération de mésappariements qui 

vont être reconnus et pris en charge par le système MMR. L’excision et la synthèse assurées 

par le MMR concernent uniquement le brin néosynthétisé, la lésion O6-MG peut donc 

persister si elle est située sur le brin parent et conduire à la formation d’un nouveau 
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mésappariement et des cycles itératifs de réparation MMR infructueux, nommés cycles futiles 

(Li, 2007). La persistance de l’O
6-MG finit par entraîner une collapse de la fourche de 

réplication et une cassure double brin activant les points de contrôle du cycle cellulaire et 

finalement l’apoptose induite par p53 (York and Modrich, 2006).  

 

Type de substance Molécules Métabolite cytotoxique Mécanisme d’action 

Substitution 
nucléophile SN1 
Agents méthylants 

N-méthyl-N-
nitrosourea (MNU), N-
méthyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine 
(MNNG) 
Témozolomide, 
Procarbazine 
Dacarbazine 

 
6-O-méthyl-2’-
déoxyguanosine 

 Me
G s’apparie avec T durant la 

réplication. Lésions traitées 
sans succès par le système 
MMR, arrêt du cycle cellulaire 
en G2. 

Antimétabolites 
6-Thioguanine 
(6-TG) 

 
6-S-méthylthio-2’-

déoxyguanosine 

Idem ci-dessus 
2 cycles de réplication 
nécessaires  
6-TG incorporée à l’ADN 

avant d’être méthylée 

Agents 
responsables 
d’ICLs 

Cis-diamine-
dichloroplatinum (II) 
(CDDP, cisplatine) 

 

Lésion réparée par NER 
Si persiste jusqu’à la 

réplication, arrêt de la fourche  
Implication du MMR 

1-(-2-chloroéthyl)-3-
cyclohexyl-nitrosourea 
(lomustine, CCNU), 
mitomycine-C (MMC) 

 

Groupement chloroéthyl réagit 
avec brin d’ADN opposé 

créant une liaison covalente.  
Cellules MMRd plus sensibles 
Rôle système MMR inconnu. 

Tableau 11 Substances dont la cytotoxicité est dépendante du statut du système 
MMR 

(Jiricny, 2006) 

 

Le système MMR est impliqué dans la réparation et la cytotoxicité d’agents tels que le 

cisplatine qui forment des adduits volumineux sur l’ADN. Le plus fréquent est la formation 

de liaisons croisées intrabrins impliquant des bases puriques adjacentes, prises en charge par 

le système NER. Le cisplatine engendre aussi la formation de liaisons croisées interbrins 

(ICL, Interstrand Cross-Links), plus toxiques par le blocage complet de la réplication et de la 

transcription qu’elles induisent. Il n’est pas encore évident de comprendre comment le 

système MMR participe à la réparation de ces ICLs ou en module la cytotoxicité, car il est 

loin d’être le seul à répondre à ce type de dommage (Pani et al., 2007). Cependant il a été 
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démontré que MutSβ se lie au cisplatine in vitro et que le système MMR assure la cytotoxicité 

du cisplatine au travers d’une voie de signalisation des caspases (Topping et al., 2009).  

Un défaut de MSH3 est capable d’inhiber complètement le processus de recombinaison 

homologue nécessaire à la prise en charge de ces lésions (Park et al., 2013a).  

Les polymérases translésionnelles peuvent encore outrepasser la lésion et poursuivre la 

synthèse d’ADN, fournissant potentiellement un substrat à la recombinaison homologue pour 

réparer une cassure double brin (Zhang and Walter, 2014). Au vu de nos connaissances sur le 

fonctionnement canonique du système MMR, il semble peu probable que le système MMR 

participe directement au retrait des ICLs, mais il est sûrement apte à moduler d’autres 

intervenants tels que la HR ou les TLS (Pabla et al., 2011; Spies and Fishel, 2015). 

Les dommages oxydatifs de l’ADN sont en premier lieu gérés par le système BER. Mais 

le système MMR intervient dans la réparation de certaines lésions, notamment les 

mésappariements dus à la 7,8-dihydro-8-oxo-guanine (8-oxoG), où il est capable d’exciser la 

lésion 8-oxoG et de cibler les mésappariements 8-oxoG :A (Bridge et al., 2014). Une voie non 

canonique, indépendante de la voie BER et de MLH1 a été mise en évidence, qui semble 

cohérente avec l’augmentation de sensibilité aux agents oxydants observées avec les cellules 

déficientes en protéine MSH2, mais non en MLH1 (Martin et al., 2009). La reconnaissance 

par MutSα et l’excision de la lésion oxydative entraîne la monoubiquitinylation de PCNA et 

le recrutement de la polymérase translésionnelle Polη, au lieu des polymérases réplicatives 

Polδ ou ε (Zlatanou et al., 2011).  

Le système NER est le premier à intervenir en réponse aux dommages induits par les UV. 

Cependant la fréquence des tumeurs de la peau induite par les UV est plus importante chez les 

souris MSH2 déficientes de même que le nombre de mutations des cellules de mammifères 

MMRd (Borgdorff et al., 2006). Un nouveau rôle du système MMR a été mis en évidence par 

l’exposition de cellules souches embryonnaires de souris, déficientes en système NER et/ou 

MMR, aux UV. Il s’agit d’une réparation post synthèse translésionnelle (TLS, Translesion 

Synthesis) (cf. section 3.6) dans les cellules prolifératives. Le complexe MutSα cible les 

mésappariements occasionnés par les TLS face aux lésions induites par les UV, en aval des 

réponses NER et TLS, activant la signalisation ATR et des cassures chromosomiques au cycle 

suivant (Tsaalbi-Shtylik et al., 2015). Dans le cadre du syndrome de Lynch, la perte de cette 

réparation post-TLS, la mutagenèse élevée inhérente au syndrome et l’exposition constante de 

l’intestin à de multiples agents génotoxiques pourraient expliquer le tropisme colorectal 

caractéristique de ce syndrome. 
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3.5.5. Implication dans le traitement du CCR 

Bien que les patients atteints de CCR avec un système MMR déficient (MMRd) semblent 

perdre le bénéfice d’un traitement par le 5-FU (Devaud and Gallinger, 2013; Sargent et al., 

2010), le protocole FOLFOX demeure le traitement adjuvant standard du cancer du côlon de 

stade III. L’exposition des cellules aux fluoropyrimidines, telles que le 5-FU (cf. section 

1.2.2.1.1), entraîne une réponse aux dommages dépendante de MutSα et MutLα (Meyers et 

al., 2005). Le 5-FU inhibe la thymidylate synthase (TS), qui assure la synthèse de novo des 

bases pyrimidiques, entraînant une déplétion de précurseurs nucléotidiques. Au cours de la 

réplication, le 5-FU est incorporé par les ADN polymérases dans le brin néosynthétisé, face à 

une guanine ou une adénine. Le mésappariement induit par le 5-FU sera détecté et retiré par le 

système MMR, à la différence des lésions de type O6-MG qui sont plus fréquemment 

retrouvées sur le brin parent. La prise en charge des mésappariements dus au 5-FU entraîne un 

arrêt du cycle cellulaire en phase G2 et une mort programmée dès le premier cycle (Liu et al., 

2008). Cela permet d’expliquer, en partie, la différence de sensibilité observée des patients 

atteints de tumeurs MSI (MMRd) en comparaison des tumeurs MSS. Cependant, une 

exposition prolongée au 5-FU conduit à un arrêt en G2, indépendant du système MMR, qui 

correspond à une réponse de la voie BER.  

Lorsque les cellules sont traitées directement avec un inhibiteur de la TS, il n’existe pas de 

différence de sensibilité entre les cellules dont le système MMR est proficient ou déficient 

(MMRp ou MMRd) (Iwaizumi et al., 2011), suggérant que l’incorporation de fluorouracile 

dans l’ADN est la voie majeure de la sensibilité différentielle entre ces cellules (Li et al., 

2009). Néanmoins, le statut MMR seul apparaît insuffisant pour prédire la réponse au 

traitement utilisant des fluoropyrimydines étant donnée la complexité des interactions entre 

les systèmes BER et MMR (Li et al., 2016). Le niveau d’expression de MSH2 joue un rôle 

dans l’apparente résistance au 5-FU. La baisse d’expression de MSH2, due à une 

surexpression du miR-21, entraîne une diminution de l’efficacité du 5-FU (Valeri et al., 

2010a). Des résultats démontrent une augmentation de l’expression du miR-21 dans les 

cellules continuellement exposées au 5-FU (Rossi et al., 2007). L’ajout d’oxaliplatine dans le 

traitement adjuvant permet de compenser la perte d’efficacité du 5-FU des cancers MMRd 

(Kim et al., 2010).  

Les adduits de platine formés par l’oxaliplatine sur l’ADN ne sont pas reconnus par le 

système MMR, à la différence de ceux engendrés par le cisplatine et le carboplatine. Les 

cellules MMRd demeurent sensibles à l’oxaliplatine (Sinicrope et al., 2013). Une étude 

rétrospective a montré que les patients atteints d’un cancer colorectal de stade III, MMRd, 
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présentent de meilleurs résultats avec le FOLFOX que le 5-FU seul (Zaanan et al., 2010), ce 

qui modère le pronostic basé sur le statut MMR (Zaanan et al., 2011).  

Le SN38 entraîne des cassures double brin à partir de cassures simple brin par inhibition 

de la topoisomérase I qui stabilise le complexe formé entre l’enzyme et l’ADN. Ces cassures 

sont réparées par HR dans laquelle le système MMR est impliqué (Siehler et al., 2009). Un 

arrêt de courte durée du cycle cellulaire, au point de contrôle G2/M indépendant de p53, est 

suivi d’un arrêt G1 des cellules tétraploïdes dépendant de p53. Ce deuxième arrêt est plus 

long dans les cellules MMRp ce qui entraîne une plus forte activation des kinases Chk1 et 2. 

Ces cellules apparaissent plus sensibles au SN38 (Bhonde et al., 2010; Ma et al., 2015). Les 

cellules déficientes en MSH3 sont plus sensibles au SN38 et à l’oxaliplatine mais non au 5-

FU, indépendamment du statut MLH1 (Park et al., 2013b). Un défaut de MLH1 induit une 

augmentation de la sensibilité au SN38 (4 à 9 fois plus importante) (Vilar et al., 2008). Ces 

résultats sont confirmés par les études cliniques qui suggèrent un allongement de la survie 

sans rechute (DFS) des patients MMRd vs MMRp (Fallik et al., 2003). Les lignées cellulaires 

avec un défaut de MSH6 ont une sensibilité au SN38 proche des cellules de phénotype MSS, 

ce qui suggère un rôlé mineur de cette protéine MMR dans la sensibilité à ce cytotoxique. Un 

système MMR déficient entraîne des mutations secondaires susceptibles d’affecter les gènes 

impliqués dans la réparation des cassures double-brin, permettant d’expliquer aussi en partie 

la différence observée de sensibilité au SN38.  

 

3.5.6. Régulation d’expression 

D’un point de vue transcriptionnel, il apparaît que le promoteur du gène MSH2 peut être 

activé en réponse aux UV-B d’une manière dépendante de p53 et de c-Jun (Scherer et al., 

2000). Bien que cette séquence promotrice présente plusieurs sites de liaison de p53, ils ne 

semblent pas capables d’induire l’expression du gène endogène (Warnick et al., 2001). Le 

facteur de transcription AP-1 est également impliqué dans la régulation de l’expression de 

MSH2, la mutation de leurs sites de liaison ou l’expression d’un dominant négatif de c-Jun ont 

mis en évidence la perte d’induction de MSH2 en réponse au TPA qui stimule l’activité d’AP-

1 (Humbert et al., 2003). Cependant, cette stimulation positive ne conduit pas à une 

augmentation de l’expression du gène endogène MSH2. Il existe des sites de fixation de p53 

au sein des séquences promotrices de PMS2 et MLH1 et ces régulations ont été confirmée par 

une augmentation de l’expression génique après expression hétérologue de p53 (Chen and 

Sadowski, 2005).  
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L’hypoxie entraîne une instabilité génétique au travers d’une perte d’expression de 

MSH2. Le facteur de transcription HIF1-α, est un acteur majeur de la réponse cellulaire à 

l’hypoxie et il est fréquemment surexprimé dans les cancers, notamment colorectaux 

sporadiques. HIF1-α apparaît capable d’inhiber l’expression du complexe MutSα en déplaçant 

le facteur activateur c-Myc de ses sites de fixation Sp1, de manière dépendante de p53 

(Koshiji et al., 2005). L’hypoxie serait également responsable d’une inhibition épigénétique 

de l’expression de MLH1 par modification des histones (Lu et al., 2014).  

Certains micro-ARN, tels que le miR21 et le miR155, sont connus pour réguler les 

niveaux d’expression géniques et protéiques des gènes MMR (cf. section 2.2.3). Des sites de 

liaison de miR-21 ont été identifiés dans les régions 3’ non traduites (3’-UTR, UnTranslated 

Region) des gènes MSH2 et MSH6 (Valeri et al., 2010a, 2010b). La surexpression du miR-21, 

fréquente dans les cancers colorectaux, semble contribuer à la diminution de leurs niveaux 

d’expression (Schetter et al., 2008). Les gènes MLH1 et PMS2 sont rapidement induits lors 

d’une exposition au cisplatine. Lors d’une exposition au MNNG, la phosphorylation et la 

translocation nucléaire de MSH2 et 6 ont été observées suggérant des mécanismes post-

traductionnels impliqués dans la régulation de ces gènes. En effet, l’acétylation et la 

phosphorylation, semblent nécessaires pour assurer des niveaux d’expression suffisants de 

MSH2 (Zhang et al., 2014b). Reste cependant à savoir si l’augmentation de l’expression de 

ces gènes à la suite d’un stress génotoxique augmente la capacité de réparation du système.  

La stabilité des protéines MMR est étroitement liée à leur hétérodimérisation avec leur 

partenaire, MSH3 et 6 avec MSH2 et PMS2 avec MLH1 (Kolodner, 2016). Il a été mis en 

évidence que des mutations concomitantes des gènes MSH3 et MSH6 peuvent affecter la 

stabilité de MSH2 (Morak et al., 2017). La disponibilité de ces protéines peut, en outre, 

affecter leur efficacité. Si celles-ci ne sont pas localisées au niveau de la fourche de 

réplication lorsque les erreurs se produisent, elles ne peuvent y parvenir à temps pour les 

corriger. Les études qui s’intéressent à l’expression des protéines MMR au cours du cycle 

cellulaire suggèrent qu’elles sont exprimées en phase G1 avec une augmentation en phase S et 

G2 (Edelbrock et al., 2013).  

Le statut de la chromatine joue également un rôle sur l’activité du système MMR. Il existe 

une interaction physique entre MutSα et le facteur d’assemblage de la chromatine CAF-1 

(Chromatin Assembly Factor 1) (Schöpf et al., 2012) qui permet d’allonger la fenêtre 

temporelle durant laquelle le système MMR peut effectuer des réparations avant l’assemblage 

de la chromatine après réplication. Une interaction entre MSH6 et l’histone triméthylée 

H3K36me3 explique en partie la rapidité d’intervention du système au cours de la réplication 
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en permettant son association à la chromatine (Li et al., 2013). Des mutations du gène de 

l’histone méthyltransférase SETD2, qui assure la triméthylation de l’histone H3K36, sont 

corrélées à l’instabilité de certains cancers où aucune modification génétique ou épigénétique 

des gènes MMR n’a été mise en évidence (LLS) (Kadyrova et al., 2013). 

 

A l’ère de la médecine personnalisée, une meilleure compréhension du fonctionnement, de 

la régulation et des interactions du système MMR avec d’autres voies de signalisation 

demeure essentielle pour améliorer le diagnostic et la prise en charge des patients. 

 

3.6. Les polymérases translésionnelles (TLS) 

Les précédents chapitres ont illustré le stress cellulaire que peut représenter la réplication 

du génome malgré la grande précision des polymérases réplicatives de la famille B. Les 

lésions qui perturbent la structure normale de l’ADN représentent des obstacles majeurs à la 

réplication. Un des mécanismes développés par les cellules pour assurer la réplication malgré 

ces obstacles repose sur les polymérases translésionnelles (TLS, Translesion Synthesis). Ces 

polymérases, bien que moins fidèles permettent d’achever la réplication, ce qui est parfois 

préférable à la survie cellulaire. Les polymérases translésionnelles les mieux caractérisées 

appartiennent à la famille Y, elles sont au nombre de quatre (Polη, ι, κ et Rev1) et participent 

à de nombreux processus physiologiques qu’elles exercent en coordination avec les 

polymérases de la famille B (dont Polζ, polymérase spécialisée dans la synthèse 

translésionnelle) (Barnes and Eckert, 2017; Vaisman and Woodgate, 2017).  

 

3.6.1. Caractéristiques des polymérases translésionnelles 

Les polymérases translésionnelles, tout comme le système MMR, ont été conservées au 

cours de l’évolution. Elles ne sont pas indispensables à la vie, puisque des animaux 

n’exprimant plus au moins l’une de chaque polymérase ont pu être générés, contrairement à 

Polζ dont une invalidation homozygote n’est pas viable (Jansen et al., 2014). Leur site actif 

est suffisamment flexible pour leur permettre de tolérer des nucléotides endommagés qui 

bloqueraient les polymérases réplicatives, mais assez stringent pour maintenir une interaction 

étroite avec l’ADN (Friedberg et al., 2005; Maxwell and Suo, 2014). Elles sont moins 

processives, moins fidèles que les polymérases réplicatives (Choi et al., 2010). Ce qui 

s’explique par leur faible capacité de discrimination entre les nucléotides et l’absence 

d’activité de correction 3’-5’ exonucléolytique intrinsèque (Khare and Eckert, 2002). Elles 
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présentent des similarités avec les polymérases réplicatives par leur structure en « main 

droite », où le domaine « pouce » (thumb) permet le contact avec l’ADN, le domaine « doigt » 

(finger) assure le positionnement de l’ADN pour permettre l’appariement de nucléotides et où 

le domaine « paume » (palm) contient le site catalytique (extrémité N-terminale). C’est le 

domaine « petit doigt » (Little finger) qui détermine les fonctions biologiques particulières de 

chaque enzyme (Wilson et al., 2013). La protéine Rev1 possède, à la différence des autres, un 

domaine de localisation mitochondriale à son extrémité N-terminale. La longueur de la région 

C-terminale, importante pour la régulation et les interactions protéines-protéines, est variable. 

Polκ diffère des autres polymérases de la famille Y par son extension N-terminale « N-

Clasp » qui lui permet d’encercler l’ADN.  

 

3.6.2. Fonctions 

Les polymérases translésionnelles assurent la synthèse d’ADN lorsque les polymérases 

réplicatives sont inhibées, dépassées ou lorsqu’il est nécessaire de combler des fragments 

d’ADN en dehors de la réplication (Lehmann and Fuchs, 2006). Malgré certains caractères 

communs, chaque polymérase présente ses particularités. Polι est très peu processive (2 à 3 

nucléotides par fixation à l’ADN) contre une processivité moyenne de Polκ, capable d’insérer 

20 à 30 nucléotides à chaque événement. Cependant, sa capacité à discriminer un désoxy d’un 

ribonucléotide est plus faible que celle de Rev1 (Brown et al., 2010). Les polymérases Polη et 

κ, comme les polymérases réplicatives, sont capables d’assurer les quatre appariements de 

bases correctement, alors que l’activité catalytique de Polι et Rev1 dépend de la base présente 

sur le brin modèle. De même, l’introduction spécifique d’erreurs et de mutations est différente 

d’une polymérase à l’autre. Alors que Polι et η sont plus sujettes aux mésappariements, Polκ 

est la polymérase translésionnelle la plus fidèle (6.10-3 erreurs) (Ohashi et al., 2000). Elle 

assure principalement l’extension des amorces mésappariées ou mal alignées, ce qui génère 

souvent des délétions d’un nucléotide entraînant des mutations avec décalage du cadre de 

lecture. Le manque de fidélité de Polι est très utile, permettant l’incorporation d’une guanine à 

la place d’une adénine face aux nucléotides T et U, ce qui restaure la signification réplicative 

des cytosines qui subissent des désaminations spontanées ou induites par un dommage 

(Vaisman and Woodgate, 2001). Cette capacité, bien qu’essentielle, peut empêcher une 

mutagenèse souhaitée, comme l’hypermutation somatique décrite auparavant. Cela permet de 

comprendre pourquoi les cellules ne recrutent pas Polι pour ce processus malgré son grand 

potentiel mutagène (McDonald et al., 2003). Polη et κ assurent la réplication des séquences 

répétitives AT microsatellitaires qui inhibent les polymérases réplicatives α et δ (Hile et al., 
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2011). Ces séquences fréquentes dans le génome sont souvent enrichies de séquences 

difficiles à répliquer, les sites fragiles (CFS, Common Fragile Sites) (Barnes et al., 2017; 

Bergoglio et al., 2013; Hile et al., 2011). Des mutations de Polη et κ conduisent à des cassures 

de ces sites fragiles, renforçant leur importance dans le maintien de l’intégrité du génome 

(Rey et al., 2009). La forme B de l’ADN correspond à la forme la plus courante, en double 

hélice droite, mais il existe de nombreuses autres conformations de l’ADN, notamment 

favorisées par les séquences répétitives. Les séquences riches en AT favorisent le déroulement 

de l’ADN et la formation d’une double hélice gauche (ADN Z) ; les répétitions en miroir, des 

formations triplexes (ADN H) ; les répétitions inversées, la formation de têtes d’épingle ou de 

croix ; les répétitions trinucléotidiques, des glissements d’ADN et les microsatellites, des 

formations quadruplexes (G4). Ces conformations, dites non B, de l’ADN compliquent la 

progression de la fourche de réplication entraînant des ralentissements et sont source d’erreurs 

(Figure 23) (Branzei and Foiani, 2010). Le domaine Little Finger de Polη lui permet par une 

interaction étroite avec le site catalytique, de contraindre la molécule d’ADN à prendre une 

forme B, ce qui explique la plus grande capacité de cette polymérase à incorporer des 

nucléotides face à certaines lésions induites par les UV, plutôt que la réplication des 

séquences répétitives (Biertümpfel et al., 2010). Polκ est capable, tout en interagissant avec 

l’amorce d’ADN, d’encercler le brin parent, par liaison du Little finger avec le « pouce » 

malgré la distance entre les deux, ce qui lui permet d’accueillir les lésions volumineuses du 

sillon étroit de l’ADN (Lone et al., 2007). Polκ assure la synthèse des séquences 

microsatellitaires avec une grande fidélité, supérieure à certaines polymérases réplicatives, 

telles que Polδ (Hile et al., 2011). Plus ouvert que celui des polymérases réplicatives, le site 

actif de Polκ est plus étroit que celui de Polη, ce qui explique sa fidélité intermédiaire.  
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Figure 23 Structure d'ADN non-B 
(Boyer et al., 2013) 

 

Polκ est spécialisée dans l’étape d’extension après le dépassement d’une lésion. Les 

adduits volumineux de benzo[a]pyrène-diol-époxide désoxyguanosines (BPDE, carcinogène 

communément présent dans la fumée de cigarette) sont facilement pris en charge par le site 

actif de Polκ, dans la mesure où l’ADN conserve sa forme B (Jha et al., 2016a). Polκ est 

capable d’insérer une cytosine face à la guanine lésée (Suzuki et al., 2002). Elle assure 

également la protection des cellules contre le stress oxydatif par sa capacité à gérer les lésions 

8-oxo-G. Cette capacité des polymérases translésionnelles de permettre la réplication des 

structures d’ADN non-B est probablement liée à leur aptitude à forcer l’ADN non-B à se 

conformer en ADN-B (Boyer et al., 2013). Polη est la polymérase qui outrepasse le plus 

efficacement les dimères de thymidines formés par les UV, ce qui en fait le meilleur agent 

protecteur contre la tumorigenèse induite par les UV chez les mammifères (Masutani et al., 

1999). Cependant, elle favorise la progression tumorale par ses capacités à dépasser les ICLs 

formés entre deux guanines adjacentes par des agents tels que l’oxaliplatine et le cisplatine, 

conférant une résistance à ces agents (Vaisman et al., 2000). Les TLS sont capables de 

prendre en charge les lésions induites par les UV qui auraient échappé au système NER, en 

poursuivant la synthèse au-delà de la lésion et en introduisant un nucléotide souvent non 

informatif, générant des mutations. Le complexe MutSα du système MMR est capable, au 

cycle suivant, de reconnaître ces mésappariements et d’entraîner une cascade de réponses 

cellulaires conduisant à l’apoptose. Ce système de réparation post-TLS serait même plus 
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efficace que les autres pour diminuer le taux de mutations induites par les UV (Tsaalbi-

Shtylik et al., 2015). Polη est également impliquée dans le phénomène d’hypermutation 

somatique des immunoglobulines (Seki et al., 2005), dans la réplication des sites fragiles et 

des télomères et enfin dans la recombinaison homologue (Bétous et al., 2009). Polκ est 

impliquée dans la réparation NER (Ogi et al., 2010) et Polι pourrait jouer un rôle dans 

certaines formes spécialisées de BER. Polκ participe à la phosphorylation de Chk1 et à la 

synthèse de courts intermédiaires de réplication au niveau des fourches bloquées. Elle 

interagit avec la sous-unité Rad9 du complexe 9-1-1, illustrant son rôle majeur dans la 

réponse aux dommages de l’ADN (DDR) (Bétous et al., 2013) (Figure 24). 

 

 

Figure 24 Fonctions non canoniques des TLS de la famille Y 
(Sale et al., 2012) 

 

Les TLS contiennent un, deux ou trois domaines d’interaction avec le PCNA (domaine 

PIP, PCNA-Interacting Protein), respectivement pour Polι, κ et η. Le PCNA, facteur essentiel 

au fonctionnement des polymérases réplicatives, permet les interactions protéiques avec 

l’ADN. Il est également crucial dans le phénomène de mutagenèse induite par les 

polymérases translésionnelles assurant la localisation de ces dernières au niveau des foci de 

réplication lorsqu’elle est arrêtée. Le PCNA stimule l’efficience de toutes les TLS sur l’ADN, 

endommagé ou non, il améliore leur processivité permettant de poursuivre l’élongation du 

brin suffisamment longtemps pour prévenir sa dégradation par l’activité exonucléasique des 

polymérases réplicatives (Masuda et al., 2015; Wit et al., 2015). Il joue un rôle de modulateur 
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d’activité des polymérases et il est un élément structurel de base du large complexe 

multiprotéique auquel les polymérases peuvent se fixer (De Biasio and Blanco, 2013).  

 

Les polymérases translésionnelles de la famille Y participent ainsi au maintien de 

l’intégrité du génome alors qu’elles étaient apparues uniquement pro-mutagéniques au départ 

(Tableau 12). Ce n’est pas sans évoquer le système MMR plus connu pour son rôle de gardien 

de l’intégrité du génome que pour les phénomènes mutagènes dans lesquels il est également 

impliqué. Polη, κ et ι interagissent toutes trois avec le système MMR, suggérant leur 

interdépendance pour assurer à la fois l’intégrité du génome et la diversité génétique (Lv et 

al., 2013; Peña-Diaz et al., 2012; Wilson et al., 2005; Zhang et al., 2013). 

 

Polymérases spécialisées Gène de la famille Y Fonctions cellulaires 

Eta (η) POLH 

Synthèse translésionnelle 

Stabilité des sites fragiles (CFS) 

Synthèse d’ADN au cours MMR et HR 

Hypermutation somatique 

Kappa (κ) POLK 

Synthèse translésionnelle 

Synthèse de l’ADN G4 et des microsatellites 

Synthèse d’ADN au cours NER, DSBR 

Signalisation ATR 

Iota (ι) POLI 
Synthèse translésionnelle 

Hypermutation somatique 

Rev1 REV1 Synthèse translésionnelle 

Tableau 12 Fonctions connues des polymérases de la famille Y 
Adapté de (Barnes and Eckert, 2017) 

 

3.6.3. Efficacité des agents cytotoxiques et TLS 

Les principales polymérases impliquées dans la réparation des ICLs induits par le 

cisplatine sont Polζ et Rev1, alors que Polκ semble avoir un rôle significatif mais plus faible 

(Enoiu et al., 2012) et indépendant de la réplication (prioritairement en phases G0/G1) 

(Williams et al., 2012). La chimiothérapie sélectionne les cellules résistantes et favorise la 

synthèse translésionnelle, conduisant à la formation de mutations, à leur tour impliquées dans 

la résistance. L’inhibition de REV1 et REV3 augmente la sensibilité au cisplatine par 

diminution de la résistance acquise. Les polymérases translésionnelles peuvent apparaître 

comme des prédicteurs de l’efficacité de certains traitements (Xie et al., 2010). Il a été mis en 
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évidence que Polκ est impliquée dans la protection des neurones périphériques, non protégés 

par la barrière hématoencéphalique des lésions engendrées par les chimiothérapies à base de 

sels de platine. L’expression de Polκ est beaucoup plus importante au niveau de ces neurones 

suggérant son rôle majeurs dans l’atténuation des effets secondaires neurotoxiques, par 

exemple du cisplatine (Zhuo et al., 2017). Polη a également été impliquée dans la réparation 

des dommages induits par le cisplatine, les cellules déficientes sont plus sensibles, même si 

cette sensibilité est moins prononcée que dans les cellules déficientes en Rev1 (Zhao et al., 

2012).  

Polκ est surexprimée dans les cellules de glioblastome et les tissus tumoraux après une 

exposition au témozolomide, autre agent anticancéreux. La surexpression de Polκ au sein de 

cellules sensibles confère une résistance au témozolomide, alors que son inhibition sensibilise 

les cellules résistantes. D’un point de vue mécanistique, il semblerait que la déplétion de Polκ 

perturbe la réparation par recombinaison homologue et la reprise des fourches de réplication 

bloquées. Cela affecte la signalisation ATR-Chk1, retarde la reprise du cycle cellulaire, 

expliquant l’augmentation de sensibilité (Peng et al., 2016). La monoubiquitinylation du 

facteur PCNA favorise l’échange entre une polymérase réplicative et la polymérase 

translésionnelle Polη, dans le dépassement des lésions induites par les UV, au cours de la 

réplication. Le stress oxydatif entraîne la monoubiquitinylation du facteur PCNA permettant 

le recrutement de Polη au niveau des sites de dommage oxydatif grâce à ses sites de liaison au 

PCNA et à l’ubiquitine. Il a été démontré que la présence du complexe MutSα est 

indispensable, à cette voie alternative de réponse aux dommages oxydatifs qui coordonne le 

retrait de ces lésions, permettantd’expliquer les forts taux de lésions oxydatives au sein des 

cellules MSH2 déficientes (Zlatanou et al., 2011). 

Polκ est capable d’insérer une cytosine face à un adduit volumineux formé sur une 

guanine par le Benzo[a]pyrène (B[a]P). Ce mécanisme de synthèse translésionnelle permet 

d’assurer une réplication fidèle d’un adduit volumineux sans mésappariement ou perte 

d’alignement. Polκ stabilise l’ADN lésé dans une conformation d’ADN B ce qui permet 

l’insertion du nucléotide correct en face de la lésion (Jha et al., 2016b). Polκ est importante 

dans la réponse cellulaire aux dommages induits également par les UV et les agents alkylants, 

comme le méthanesulfonate de méthyle (MMS). Les cellules qui présentent des mutations de 

Polκ deviennent hypersensibles au MMS, mais non au BPDE et aux UV. Polκ et η semblent 

redondantes dans la prise en charge des lésions induites par le MMS. Polκ exerce un rôle 

protecteur contre la cytotoxicité induite par le méthylnitrosourée (MNU), indépendamment de 

la monoubiquitinylation de PCNA et sans engendrer un grand nombre de mutations (Wit et 
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al., 2015). La diminution d’expression de Polκ entraîne un retard sévère dans la survenue 

d’une seconde mitose car les lésions O
6-MG ne peuvent pas être dépassées. Polκ protège 

partiellement les cellules de la cytotoxicité des lésions O6-MG, dépendante du système 

MMR, en restaurant l’intégrité des duplexes par l’insertion d’une cytosine face à la guanine 

méthylée (Lupari et al., 2012). Les polymérases translésionnelles permettent la tolérance des 

dommages en étant capables d’assurer la réplication de l’ADN au-delà des lésions induites 

par des molécules cytotoxiques. Elles diminuent ainsi la sensibilité des cellules à de 

nombreuses molécules qui pourraient s’avérer beaucoup plus toxiques si elles n’étaient pas 

tolérées et que la réponse aux dommages de l’ADN était correctement activée (Zafar and 

Eoff, 2017).  

La résistance et les récidives tumorales sont des phénomènes fréquemment observés au 

cours des traitements par chimiothérapies anticancéreuses à base d’agents alkylants. Ces 

limitations pourraient être en partie dues aux mutations induites par la prise en charge des 

lésions alkylantes de l’ADN par les TLS. Les thymidines alkylées persistent souvent dans les 

tissus, ce qui peut inhiber la réplication et induire des transitions nucléotidiques de type T>C, 

sources de mutations. Une déficience de Polη ou ζ entraîne une diminution importante de la 

capacité à dépasser ces lésions. De plus, Polκ et ι n’exerçent pas de fonctions redondantes aux 

deux autres dans la prise en charge de ces dommages. (Wu et al., 2016).  

 

3.6.4. Régulation d’expression 

Ces polymérases sont relativement peu exprimées, notamment au sein des organes à faible 

renouvellement cellulaire (Velasco-Miguel et al., 2003). Leur expression varie peu au cours 

du cycle cellulaire, mis à part Polη qui serait plus exprimée en phases G2/M (Diamant et al., 

2012). Concernant la régulation transcriptionnelle de ces polymérases, des sites de liaison du 

facteur de transcription Sp1, notamment impliqué dans la régulation d’expression de plusieurs 

gènes du système MMR (Beishline and Azizkhan-Clifford, 2015), ont été identifiés dans les 

séquences promotrices de POLK, POLI et POLH (Lemée et al., 2007; Qi et al., 2012; Zhou et 

al., 2012) (Figure 25). Des mutations d’un élément de liaison CREB ou de sites de liaison Sp1 

entraînent une diminution de l’activité du promoteur POLK (Lemée et al., 2007). Un site Sp1 

a également été mis en évidence en position +60 du gène POLK permettant d’expliquer 

l’activation de son expression en réponse au BPDE (Benzo[a]pyrène-Diol-Epoxide) (Zhu et 

al., 2012). Une augmentation de l’expression (ARNm et protéine) de POLH sous le contrôle 

de p53 a été mise en évidence après exposition aux radiations ionisantes et à la 

camptothécine, mais pas aux UV (Liu and Chen, 2006). L’effet de p53 sur l’expression de 
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POLK n’est pas aussi évident. Des études rapportent que l’expression de POLK est stimulée 

par p53 dans les cellules murines, alors qu’elle ne semble pas affectée dans les cellules 

humaines (Velasco-Miguel et al., 2003) ou alors diminuée (Wang et al., 2004). L’activation 

du promoteur POLK apparaît cependant plus importante dans un contexte de cellules 

TP53KO, la fixation de p53 pouvant empêcher la fixation de Sp1.  

 

 

Figure 25 Facteurs impliqués dans la régulation d’expression des polymérases 
(Barnes and Eckert, 2017) 

 

D’autre part, un traitement avec la trichostatine A (TSA) induit une augmentation de cinq 

fois de l’expression de POLK suggérant que le statut d’acétylation des histones participe à la 

régulation d’expression de cette enzyme (Lemée et al., 2007).  

Le miR20, dont un site de fixation a été déterminé en 3’-UTR (Unstranslated Region) de 

POLK (Guo et al., 2016), semble également impliqué dans la régulation de son expression. 

POLK est surexprimé dans certains cancers, notamment du poumon, de l’ovaire et de la 

prostate (Velculescu et al., 1995).  

L’hypothèse d’effets mutagènes potentiels d’une surexpression transitoire ou permanente 

de POLK a été confirmée dans les cellules humaines surexprimant POLK, où elle semble être 

redirigée vers les fourches de réplication et interférer avec la machinerie réplicative normale, 

supportant le concept de réplisome tumoral (Bergoglio et al., 2002; Hoffmann and Cazaux, 

2010). Cependant POLK est également sous-exprimée dans d’autres cancers, tels que les 

cancers du sein, de l’estomac et du côlon (Pillaire et al., 2010). Cela est en partie expliqué par 

les expressions diminuées de CREB et Sp1 dans ces cancers. Les fonctions de Polκ décrites 

précédemment suggèrent qu’une perte d’expression de Polk peut contribuer à l’instabilité 

génétique et à la progression tumorale par des mécanismes différents de ceux observés lors de 

la surexpression.  

Les gènes POLH, POLI et POLK sont tous trois induits par les dommages alkylants de 

l’ADN. Un traitement au MNNG induit l’expression de POLH au travers d’une voie 

dépendante du facteur IRF1 (Interferon Regulatory Factor 1) et de POLI d’une manière 

dépendante de Sp1 (Zhu et al., 2010). Une exposition au MNNG est également responsable de 



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 

95 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

l’activation de la sous-unité REV3 de la polymérase translésionnelle Polζ et la région 

impliquée dans cette induction contient des sites de liaison pour CREB, NF-κB et AP-2 (Yu et 

al., 2004). 

 

4. Le corégulateur transcriptionnel RIP140 

4.1. Généralités sur les récepteurs nucléaires 

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription, activés par la fixation d’un 

ligand, qui régulent l’expression de gènes impliqués dans de nombreux processus cellulaires 

(Mangelsdorf et al., 1995). Ils se subdivisent en trois groupes, les récepteurs nucléaires des 

hormones qui se lient à l’ADN sous forme d’homodimères, les récepteurs nucléaires 

métaboliques qui s’associent à l’ADN sous forme d’hétérodimères avec le RXR (Retinoic X 

Receptor) et les récepteurs nucléaires orphelins qui n’ont pas à ce jour de ligand identifié. 

L’activité transcriptionnelle des récepteurs nucléaires est modulée par des corégulateurs leur 

permettant de cibler les promoteurs des gènes et de moduler des voies de signalisation 

dépendantes d’autres facteurs de transcription, tels que les facteurs Sp1, AP-1, p53 ou NF-κB 

(Berger et al., 2013; Kushner et al., 2000), pour revue (Triki et al., 2017). 

 

4.2. Structure et fonctions in vitro 

La protéine RIP140 (Receptor Interacting Protein of 140 kDa), également nommée 

NRIP1 (Nuclear Receptor Interacting Protein 1), est constituée de 1158 acides aminés. Il 

s’agit de l’un des premiers cofacteurs transcriptionnels à avoir été décrit. Le corégulateur 

transcriptionnel RIP140 a été mis en évidence dans des cellules de cancer du sein au travers 

de son interaction avec le domaine d’activation transcriptionnelle du récepteur des œstrogènes 

ERα (Cavaillès et al., 1995). Cette protéine possède la particularité d’être un coactivateur ou 

un corépresseur en fonction de son recrutement sur ses gènes cible (Castet et al., 2006). 

RIP140 interagit avec la plupart des récepteurs nucléaires, mais aussi avec de nombreux 

facteurs de transcription et des enzymes de modification des histones (L’Horset et al., 1996) 

(Nautiyal et al., 2013a). Le gène codant la protéine RIP140 est localisé en position q11.2 du 

chromosome 21 chez l’Homme. L’ensemble de la séquence codante de RIP140 est comprise 

dans un seul large exon et plusieurs exons non codants ont été identifiés dans la région 5’ du 

gène, jusqu’à 100 kb en amont du promoteur (Augereau et al., 2006a). La séquence de la 

protéine est relativement conservée entre les espèces (83% d’homologie entre les séquences 

humaine et murine). La protéine RIP140, exprimée de manière ubiquitaire, est localisée 
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majoritairement dans le noyau des cellules. Elle présente deux signaux de localisation 

nucléaire (NLS, Nuclear Localization Signal) en position 97 et 856, et neuf motifs riches en 

Leucine, de type LxxLL (Figure 27). Ces motifs correspondent à des séquences dont la 

structure en hélice α permet leur interaction avec les récepteurs nucléaires (L’Horset et al., 

1996) (Augereau et al., 2006b). L’analyse de l’activité répressive de RIP140 a permis 

d’identifier quatre domaines répresseurs autonomes dont certains fonctionnent par liaison de 

protéines répressives additionnelles et/ou des enzymes de modification des histones. Le 

premier domaine répresseur est localisé entre les acides aminés 27 et 199 et agit par 

recrutement des histones désacétylases de classe I et II (HDAC), responsables de la 

compaction de la chromatine qui entraîne une répression de la transcription (Castet et al., 

2004; Wei et al., 2000). Le deuxième domaine répresseur est compris entre les résidus 429 et 

739 et interagit avec les protéines CtBP1 et 2 (C-terminal Binding Protein 1 et 2), qui à leur 

tour, peuvent recruter des HDACs (Castet et al., 2004; Christian et al., 2004; Vo et al., 2001a) 

(Figure 26).  

 

 

Figure 26 Domaines répresseurs de RIP140 
(Castet et al. 2004) 

 
L’interaction entre RIP140 et les HDACs est modulée par des modifications post-

traductionnelles. La phosphorylation de deux thréonines en position 202 et 207 augmente 

l’activité transrépressive de RIP140, en favorisant son interaction avec HDAC3 (Gupta et al., 

2005; Huq et al., 2005). Des sites d’acétylation (4 dans le RD1 et 3 dans le RD2) ont été 

identifiés et l’hyperacétylation de RIP140 augmente son activité répressive (Huq and Wei, 

2005). Cependant, l’acétylation de la lysine 446, au niveau du site de fixation des CtBPs 

inhibe cette interaction et diminue l’activité transrépressive de RIP140 (Vo et al., 2001b). De 

même, la méthylation des arginines en position 240, 650 et 948 semble diminuer l’activité 

corépressive de RIP140 par une diminution du recrutement des HDACs (Mostaqul Huq et al., 

2006) (Figure 27). 
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Figure 27 Modifications post-traductionnelles de RIP140 
(Augereau et al. 2006) 

 

Les domaines répresseurs 3 et 4, situés dans la région C-terminale de RIP140, respectivement 

entre les résidus 753 à 804 et 1118 à 1158, ne possèdent pas d’effecteurs clairement identifiés. 

Cependant, deux lysines, en position 756 et 1154, situées dans les domaines RD3 et RD4 

respectivement, peuvent être SUMOylées de manière réversible par la protéine SUMO-1. Il 

semblerait que la SUMOylation de RIP140 affecte sa localisation nucléaire et l’activité 

répressive des domaines RD3 et 4, sans pour autant perturber sa stabilité (Rytinki and 

Palvimo, 2008). 

Il a été démontré que RIP140 est capable de réguler l’activité transcriptionnelle des ERRs 

(ERR, Estrogen Receptor-Related Receptors), différemment en fonction des séquences cible 

des promoteurs (Castet et al., 2006). En effet, RIP140 est capable d’inhiber la transactivation 

par ERRα, β et γ de gènes rapporteurs naturels ou artificiels contenant différents types 

d’éléments de réponse. Cette inhibition est corrélée à la liaison, observée in vitro, entre 

RIP140 et les trois isoformes ERR. Alors que RIP140 inhibe la transactivation du récepteur α 

des hormones thyroïdiennes (TRα) par ERRβ, il l’augmente au travers d’ERRα et ERRγ. Le 

promoteur du TRα contient des sites Sp1 et il a été démontré que RIP140 régule positivement 

la transactivation, par les ERR, d’autres cibles connues des facteurs Sp1, comme le gène p21, 

où les histones désacétylases interviennent. Il semblerait que le fort recrutement des HDACs 
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par RIP140 lui permette de déréprimer ce promoteur par une titration de ces enzymes. De 

manière équivalente, il a été démontré que l’activation du promoteur p21 par p53, implique la 

dissociation d’HDAC1 de l’extrémité C-terminale de Sp1, pour permettre la formation du 

complexe activateur Sp1-p53.  

RIP140 est capable d’inhiber l’activité transcriptionnelle dépendante du facteur AP-1, 

induite par les œstrogènes, indépendamment du recrutement des HDACs. En présence 

d’œstradiol (E2), le récepteur ERα favorise la transcription déclenchée par la protéine 

activatrice AP-1 (Activator Protein 1). Cette induction est permise par l’interaction directe 

entre le facteur de transcription c-Jun et ERα qui stabilise un complexe multiprotéique 

contenant le coactivateur GRIP1 (Glucocorticoid Receptor Interacting Protein 1). RIP140 se 

lie à c-Jun et forme un complexe multiprotéique avec ERα. L’effet négatif de RIP140 est 

inhibé par la surexpression du coactivateur GRIP1. Les deux cofacteurs entrent en 

compétition pour se lier à c-Jun et ERα et leurs niveaux d’expression respectifs peuvent 

permettre de déterminer l’efficacité de l’E2 dans la stimulation des gènes, sous contrôle du 

facteur AP-1 (Teyssier et al., 2003). 

La tumorigenèse du sein et de l’ovaire est liée à une altération de l’équilibre entre les 

récepteurs ERα et ERβ. Une expression ectopique d’ERβ inhibe les effets mitogènes et les 

réponses transcriptionnelles induites par l’E2 et augmente la formation d’hétérodimères 

ERα/ERβ. RIP140 est un répresseur transcriptionnel majeur d’ERα, mais son interaction avec 

ERβ est également importante. Le recrutement de RIP140 sur un rapporteur ERE (Estrogen 

Response Element) est augmenté lors de la surexpression d’ERβ et l’activité d’ERβ est plus 

sensible à la répression par RIP140. Une diminution de l’expression de RIP140 inhibe les 

effets répressifs du récepteur ERβ activé. Ces résultats illustrent le rôle clé de RIP140 dans les 

effets inhibiteurs d’ERβ sur la signalisation œstrogénique dans le cancer de l’ovaire (Docquier 

et al., 2013).  

Les facteurs de transcription E2Fs sont connus pour leurs rôles majeurs dans le contrôle 

du cycle cellulaire, la réplication, l’apoptose, la différenciation cellulaire (Iaquinta and Lees, 

2007) et par voie de conséquence, la tumorigenèse (Chen et al., 2009). Le facteur E2F1 est 

capable d’induire l’apoptose de manière dépendante ou non de p53 (Wu et al., 2009). Il a été 

démontré que RIP140 réprime la transactivation du facteur E2F1 et inhibe l’expression de 

plusieurs gènes cible d’E2F1 (Docquier et al., 2010). L’analyse de tumeurs de cancers du 

sein, a mis en évidence que de faibles niveaux d’expression de RIP140 étaient corrélés à de 

hauts niveaux d’expression des gènes cible du facteur E2F1. Cette régulation est complexe car 

RIP140 est également un gène cible d’E2F1. L’expression de RIP140 est finement régulée au 
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cours du cycle cellulaire, augmentant jusqu’à 5 fois lors des transitions G1/S et G2/M. Le 

promoteur de RIP140 contient des éléments de réponse E2Fs et son activité est augmentée par 

la surexpression des facteurs E2F1/DP1. Cette régulation positive implique les facteurs de 

transcription Sp1 et s’accompagne du rétrocontrôle négatif exercé par RIP140. E2F1 participe 

à l’induction de RIP140 au cours de la différenciation des adipocytes, permettant d’expliquer 

certains des effets des facteurs E2F1 dans les cancers et les maladies métaboliques (Docquier 

et al., 2012). 

 
 

 

4.3. Implications physiopathologiques 

RIP140 intervient dans une grande variété de processus physiologiques, au travers de ses 

interactions avec les facteurs de transcription (Figure 28). Les fonctions biologiques de 

RIP140 ont été étudiées grâce au développement de modèles murins génétiquement modifiés, 

principalement des souris dont le gène RIP140 a été invalidé, par remplacement de la région 

codante par une cassette exprimant la β-galactosidase (RIPKO, Knock Out) (White et al., 

2000), ou surexprimé de manière constitutive (Fritah et al., 2010). 

 

 

Figure 28 Gènes cible régulés par RIP140 et fonctions associées 
Adapté de (Nautiyal et al., 2013b) 
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4.3.1. Métabolisme énergétique 

Le tissu adipeux peut être considéré comme un organe endocrine qui produit et sécrète des 

hormones, telles que l’œstradiol (E2), la leptine, la résistine, l’adiponectine et les cytokines 

inflammatoires, assurant l’homéostasie énergétique (Stern et al., 2016). RIP140 est un 

corépresseur de nombreux récepteurs nucléaires et facteurs de transcription impliqués dans le 

métabolisme énergétique, tels que PPARα, PPARδ (Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptors), TRα, ERRα, ERRγ, LXR (Liver X Receptor), le facteur de respiration nucléaire 1 

(NRF-1, Nuclear Respiratory Factor-1) et le facteur de transcription E2F1. En participant à la 

régulation de la composition du tissu adipeux, RIP140 permet de maintenir l’équilibre entre la 

consommation d’énergie et son stockage (Hu et al., 2015; Liu et al., 2015).  

Le tissu adipeux blanc sert de réservoir pour le stockage des triglycérides. Les adipocytes 

de ce tissu sont capables d’augmenter de taille en cas d’obésité afin d’assurer un stockage 

lipidique plus important. Ils deviennent inflammatoires, ce qui favorise la résistance à 

l’insuline. Le tissu adipeux brun, présent chez l’adulte (Cypess et al., 2009; Rosell and al., 

2011), est impliqué dans la thermogenèse par oxydation des acides gras. Les souris RIPKO 

sont plus maigres que les souris sauvages (20% de perte de masse corporelle), avec une perte 

de 70% de la masse graisseuse et une diminution de la taille de leurs adipocytes. Le stockage 

lipidique intra-hépatique est également plus faible que chez les animaux sauvages. Les souris 

RIPKO présentent une résistance à l’obésité induite par une nourriture enrichie en graisses 

(HFD, High Fat Diet) (Leonardsson et al., 2004). La fonction de site de stockage des 

adipocytes de leur tissu adipeux blanc est altérée chez les souris RIPKO, car ils expriment des 

gènes caractéristiques du tissu adipeux brun, impliqués dans la dépense énergétique (Christian 

et al., 2005). RIP140 fonctionne comme un corépresseur des voies cataboliques, telles que 

l’oxydation des acides gras, la phosphorylation oxydative, la biogenèse mitochondriale et la 

glycolyse (Powelka et al., 2006). Il est également un corépresseur de la néoglucogenèse et un 

coactivateur de la synthèse des triglycérides (Herzog et al., 2007). Une abolition de RIP140 

entraîne, par voie de conséquence, une augmentation de l’expression de gènes normalement 

réprimés et une augmentation de la dépense énergétique.  

Le tissu adipeux beige a récemment été caractérisé, il se développe au sein du tissu 

adipeux blanc lors d’une exposition au froid ou par l’action d’agonistes β2-adrénergiques. Il 

est considéré comme bénéfique, car impliqué dans la thermogenèse, même si sa signature 

moléculaire diffère du tissu adipeux brun. RIP140 semble jouer un rôle dans l’expression de 

gènes du tissu adipeux brun dans les adipocytes du tissu adipeux blanc (Kiskinis et al., 2014).  
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Les macrophages, outre leur fonction dans l’immunité innée, sont impliqués dans 

l’homéostasie énergétique. Ils existent sous deux états d’activation M1 et M2 qui présentent 

différents profils d’expression génique et transcriptionnel (Gautier et al., 2012). L’état M2 

permet de maintenir la sensibilité à l’insuline alors que l’état M1, associé à l’inflammation 

chronique, favorise le développement de la résistance à l’insuline. RIP140 modifie la 

polarisation des macrophages d’un état à l’autre. En condition HFD son expression, 

augmentée dans les macrophages, stimule la polarisation M1 et le recrutement des 

macrophages dans le tissu adipeux blanc (Liu et al., 2015). Dans ces conditions, une 

invalidation spécifique dans les macrophages de RIP140, non seulement réduit l’infiltration 

des macrophages M1, mais augmente la proportion de macrophages M2 anti-inflammatoires, 

ce qui conduit au « brunissement » du tissu adipeux blanc et à une restauration de la 

sensibilité à l’insuline (Liu et al., 2014) (Figure 29).  

 

 

Figure 29 Rôle de RIP140 dans le tissu adipeux 
Adapté de (Nautiyal, 2017) 

 

Dans les muscles squelettiques, RIP140 est aussi un régulateur clé du métabolisme 

énergétique. Deux types principaux de fibres musculaires se distinguent en fonction de leur 

métabolisme énergétique. Les fibres glycolytiques, correspondent à des fibres à contraction 

rapide qui dépendent de la respiration anaérobie, alors que les fibres oxydatives sont des 

fibres à contraction lente qui nécessitent des taux élevés de phosphorylation oxydative et 

l’oxydation des acides gras. Les fibres musculaires oxydatives remplacent les fibres 

glycolytiques chez les souris RIPKO (Seth et al., 2007). RIP140 est plus fortement exprimé 

dans les fibres glycolytiques et son niveau d’expression détermine le mode d’utilisation de 

l’énergie dans les muscles ainsi que le changement du type de fibre prédominant (Fritah et al., 

2012). Le cœur est un muscle dont la fonction contractile repose sur une importante activité 
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mitochondriale de synthèse d’ATP. RIP140 est peu exprimé au sein du muscle cardiaque et sa 

surexpression chez des souris transgéniques entraîne rapidement une hypertrophie cardiaque, 

une fibrose ventriculaire et une augmentation de la mortalité dans les quatre premières 

semaines de vie. La répression des gènes cible de RIP140 impliqués dans le métabolisme des 

acides gras, dans la biogenèse et les fonctions mitochondriales, est étroitement liée avec la 

pathologie cardiaque qui apparaît comme une conséquence de la diminution de l’activité 

mitochondriale et de la consommation d’oxygène (Fritah et al. 2010).  

 

4.3.2. Inflammation 

Les récepteurs Toll-Like (TLR, Toll-Like receptors) permettent à l’organisme de 

reconnaître une infection microbienne, un dommage tissulaire et d’initier la réponse 

immunitaire innée, en stimulant la production de cytokines pro-inflammatoires. Le 

phénomène de tolérance des endotoxines (ET, Endotoxin Tolerance) est un mécanisme 

protecteur qui évite la surproduction de cytokines proinflammatoires en réponse à une 

infection. En l’absence de ce processus d’ET, l’incidence de chocs septiques et la mortalité 

associée augmenteraient. En qualité plus rare de coactivateur, RIP140 stimule les processus 

inflammatoires et participe à la régulation positive de l’expression de cytokines pro-

inflammatoires par les macrophages exposés à des ligands TLR (Toll-Like receptors). Ce rôle 

coactivateur de RIP140 repose sur sa capacité à interagir directement avec la sous-unité 

activatrice, RelA, du facteur NF-κB, régulateur clé de l’inflammation dans de nombreux 

tissus. RIP140 recrute pour ce faire la protéine de liaison CREB (CBP, cAMP-Response 

Element (CREB)-Binding Protein) qui est une histone acétylase. RIP140 favorise l’expression 

de cytokines pro-inflammatoires, telles que l’IL-6, le TNFα, et l’IL-1β, ce qui est cohérent 

avec ses rôles métaboliques (Zschiedrich et al., 2008). Certains ligands TLR peuvent entraîner 

la dégradation de RIP140, permettant la résolution de la réponse inflammatoire et contribuant 

à l’ET. De plus, la sous-unité RelA apparaît capable de moduler sa propre activité 

transcriptionnelle en recrutant un complexe qui conduit à la dégradation ciblée de son 

coactivateur. En effet, la phosphorylation de résidus tyrosine de RIP140 par la protéine Syk et 

le recrutement d’une E3 ligase dépendant de RelA sont les prérequis de sa dégradation 

déclenchée par un lipopolysaccharide (LPS). L’invalidation spécifique de RIP140 dans les 

macrophages conduit à une diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires. La 

capacité de l’INFγ (INterFeron γ) à restaurer la sensibilité aux endotoxines semble ainsi liée à 

l’inhibition de la dégradation de RIP140 (Ho et al., 2012). 
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4.3.3. Ovulation et développement de la glande mammaire 

Les souris adultes femelles RIPKO présentent un retard de maturation sexuelle, en lien 

avec le vieillissement et des niveaux réduits d’IGF1 circulant (IGF1, Insulin Growth Factor 

1) (Yuan et al., 2012). Ces souris sont stériles par défaut d'ovulation, malgré un œstrus normal 

(Nautiyal et al., 2013c; White et al., 2000). La folliculogenèse, de même que la lutéinisation 

se déroulent normalement, mais le corps jaune retient l’ovocyte, expliquant ce phénotype 

d’anovulation (Leonardsson et al., 2002; Nautiyal et al., 2010; White et al., 2000). Des 

défauts de la régulation transcriptionnelle et de l’expression dépendantes de RIP140 des 

facteurs de croissance de la famille EGF-like (Epidermal Growth Factor), tels que 

l’amphiréguline (AREG), l’épiréguline (EREG) et la bétacellulin (BTC), ont été mis en 

évidence (Tullet et al., 2005). La perte d’expression de ces facteurs entrave l’expansion du 

cumulus oophorus, qui correspond aux cellules qui entourent l’ovocyte et accompagnent sa 

sortie de l’ovaire (Figure 30). Une analyse du promoteur Areg dans des cellules de la 

granulosa, a permis de mettre en évidence sa régulation d’expression par RIP140 par 

l’intermédiaire de la coactivation des facteurs de transcription CREB et c-Jun (Nautiyal et al., 

2010). Le phénotype de ces souris est très proche de celui du syndrome du follicule lutéinisé 

non rompu, responsable de stérilité chez la femme (White et al., 2000).  

 

 

Figure 30 Expansion du cumulus oosphorus nécessaire à l'ovulation 
Adapté de (Nautiyal, 2017) 

 

Les souris RIPKO présentent en outre, de graves défauts de développement de la glande 

mammaire. La croissance des canaux lactifères à la puberté est principalement affectée, 

entraînant chez les souris adultes un réseau épithélial très peu développé. L’épithélium 

mammaire débute son expansion par une division cellulaire massive sous l’influence des 

œstrogènes qui agissent par l’intermédiaire d’ERα et les actions mitogéniques paracrines 

d’Areg. Or l’expression de ce facteur de croissance, indispensable au développement de la 

glande mammaire, est sous le contrôle de facteurs de transcription (c-Jun et CREB), eux-
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mêmes régulés par RIP140. A l’inverse, la glande mammaire des souris transgéniques, qui 

surexpriment de manière constitutive RIP140, exhibe une croissance précoce, de nombreuses 

ramifications latérales avec une hyperplasie des canaux lactifères (Nautiyal et al., 2013c) 

(Figure 31). Ces souris transgéniques meurent trop rapidement de cardiomyopathies, en lien 

avec le métabolisme énergétique, pour permettre l’étude de la tumorigenèse de la glande 

mammaire (Fritah et al., 2010). 

 

 

Figure 31 Importance de RIP140 dans le développement de la glande mammaire 
 Adapté de (Nautiyal, 2017) 

 

Cependant, l’analyse de populations cellulaires mammaires issues de ces souris 

transgéniques a démontré que la surexpression de RIP140 entraîne une augmentation de la 

population de cellules basales. Dans la population luminale, il a été mis en évidence une 

augmentation préférentielle des cellules progénitrices par rapport aux cellules différenciées, 

indiquant que RIP140, en favorisant la prolifération et bloquant la différenciation, participe à 

la détermination du destin cellulaire dans la glande mammaire. Des analyses globales par 

ChIP-seq (Chromatin ImmunoPrecipitation-sequencing) des sites de fixation du récepteur 

ERα dans les tissus mammaires, ont révélé que certains des régulateurs du développement de 

la glande mammaire, qui sont des gènes cible d’ER, sont transcriptionnellement coactivés par 

RIP140 (Nautiyal et al., 2013c). 
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4.3.4. Cognition 

RIP140 est fortement exprimé dans le cerveau des souris au niveau des aires corticales et 

hippocampiques, depuis le stade embryonnaire (Lee et al., 1998). Cette expression tend 

cependant à diminuer avec l’âge. Une augmentation de l’expression de RIP140 a été mise en 

évidence dans l’hippocampe des patients atteints d’un syndrome de Down (Gardiner, 2006), 

ce qui s’explique par la localisation au niveau du chromosome 21 du gène codant RIP140. 

Cette surexpression contribuerait, par ces effets sur le coactivateur du PPARγ (PGC-1), aux 

dysfonctions chromosomiques et à la sévérité phénotypique de ce syndrome (Izzo et al., 

2014). Les interactions de RIP140 avec des récepteurs impliqués dans les processus de 

plasticité cérébrale, tels qu’ERα ou GR, renforcent la possibilité d’une implication de RIP140, 

tout en compliquant son décryptage. Des tests comportementaux ont été réalisés sur des souris 

mâles RIPKO, âgées de 2 mois, dépourvues d’altération morphologique corticale et/ou 

hippocampique. La coordination motrice et l’activité générale ne sont pas significativement 

différentes avec celles des animaux sauvages. Il a été observé une diminution de la vitesse de 

nage chez les souris RIPKO, mais qui peut être attribuée à la faiblesse musculaire de ces 

individus en comparaison aux sauvages ou encore par l’altération de la signalisation GR 

(Kolber et al., 2008). Les souris RIPKO présentent des défauts de mémorisation spatiale 

marqués, là où les souris hétérozygotes exhibent seulement une tendance de diminution de ces 

capacités (Duclot et al., 2012). Ces données illustrent le rôle bénéfique de RIP140 sur les 

fonctions cognitives, qui pourrait expliquer la déficience atténuée de l’apprentissage chez des 

animaux trisomiques pour le chromosome 21, ainsi que les nombreuses perturbations 

métaboliques et développementales associées à ce syndrome (Gardiner et al., 2010). Il a été 

démontré que la translocation cytoplasmique de RIP140, dans les neurones hippocampiques, 

les protège de la mort cellulaire induite par le stress calcique du réticulum endoplasmique 

(RE). En effet, une fois dans le cytoplasme, l’extrémité C-terminale de RIP140 se lie à 

l’extrémité C-terminale du récepteur de l’inositol triphosphate (IP3R) responsable de la 

libération de calcium, localisé au niveau de la membrane du RE. Cette interaction empêche 

l’ouverture du canal calcique gardé par IP3R et la libération excessive et toxique de Ca2+ 

(Feng et al., 2014). RIP140 participerait également à la différenciation des cellules N2A de 

neuroblastome in vitro (Feng et al., 2015). L’implication de RIP140 dans la maladie 

d’Alzheimer a été récemment mise en évidence. Il est principalement exprimé dans les aires 

affectées, corticales et hippocampiques, et le contrôle négatif de l’expression de gènes 

impliqués dans la formation des plaques β-amyloïdes par un mécanisme dépendant des 

PPARγ supportent ce rôle (Blondrath et al., 2016). 
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4.4. Implication dans les cancers 

L’importance de RIP140 dans les processus physiologiques décrits, de la croissance à la 

différenciation cellulaire de différents organes, laisse entrevoir les rôles que ce cofacteur 

activateur ou répresseur peut jouer dans la tumorigenèse, pour revue (Lapierre et al., 2015a). 

Nous nous concentrerons au cours des sous-chapitres suivants sur les implications de RIP140 

dans les tumeurs solides. Il est cependant à noter qu’il a été identifié comme étant un facteur 

pronostique des leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) (van’t Veer et al., 2006). Ces 

facteurs pronostiques sont corrélés au profil, muté ou non, des segments variable de la chaîne 

lourde des immunoglobulines (IGHVs), un profil non muté est associé à un mauvais pronostic 

alors qu’un profil IGHV muté signe un pronostic plus favorable. De faibles niveaux 

d’expression de RIP140 ont été associés à un mauvais pronostic de survie globale et de temps 

avant traitement (Herold et al., 2011), pour revue (Lapierre et al., 2015b). 

 

4.4.1. Cancers gynécologiques 

La diminution de l’expression du récepteur ERβ et de la signalisation subséquente dans 

les cancers épithéliaux ovariens ont été associées à la sévérité des tumeurs et à un plus 

mauvais pronostic (Drummond and Fuller, 2010). Le récepteur ERβ stimule le recrutement de 

RIP140, au niveau des éléments de réponse aux œstrogènes (ERE), avec lequel il interagit très 

étroitement. L’invalidation de RIP140 abolit les effets répressifs des récepteurs ERβ activés 

sur la régulation transcriptionnelle dépendante des œstrogènes (Docquier et al., 2013). Les 

profils transcriptionnels de trois lignées cancéreuses ovariennes ont été étudiés afin de 

comprendre comment le facteur de croissance hépatocytaire (HGF, Hepatocyte growth 

Factor) était capable de sensibiliser ces cellules au cisplatine par le biais de l’activation du 

récepteur tyrosine kinase MET (oncogène qui active des voies de signalisation 

antiapoptotique) (Bardella et al., 2007). Il a été mis en évidence que RIP140 est l’un des 

gènes dont l’expression est la plus diminuée dans ces cellules sensibilisées au cisplatine par 

l’HGF et que cette diminution entraîne la mort cellulaire et/ou une augmentation de la 

sensibilité au cisplatine (Lorenzato et al., 2012).  

RIP140 est nécessaire au développement de la glande mammaire comme coactivateur de 

la signalisation œstrogénique. Il existe de plus une interaction complexe entre RIP140 et le 

facteur E2F1. Ce facteur de transcription régule positivement l’expression de RIP140, à son 

tour capable de réprimer la transactivation du promoteur E2F1 dans une boucle de 

rétrocontrôle négatif. L’analyse de cancers du sein humains a révélé que de faibles niveaux 
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d’expression de RIP140 étaient associés à de hauts niveaux d’expression des gènes cible du 

facteur E2F1 et aux tumeurs de type basal (Docquier et al., 2010, 2012). RIP140 est un 

composant indispensable du complexe transcriptionnel formé avec ERα, dont il partage 80% 

des sites de liaison. La signature moléculaire des gènes régulés par RIP140 a permis 

l’identification d’individus atteints de cancer du sein non répondeurs au traitement par le 

tamoxifène (action anti-œstrogénique par liaison aux ER dans le sein) (Rosell et al., 2014). 

L’analyse d’échantillons tissulaires tumoraux indique que l’expression de RIP140 est 

augmentée dans les tumeurs mammaires en comparaison au tissu adjacent sain. Cette 

surexpression a également été retrouvée dans les lignées cellulaires de cancer du sein, où il a 

été démontré qu’une inhibition de l’expression de RIP140 diminue la prolifération cellulaire 

et l’apoptose de manière significative. L’expression de RIP140 est augmentée dans des 

modèles de cancers du sein induits chez les animaux par le DMBA 

(diméthylbenz[a]anthracène), or cette induction de la carcinogenèse n’a pas lieu chez les 

souris RIPKO. L’ensemble de ces données illustrent le rôle critique joué par RIP140 dans le 

développement et la progression des cancers du sein (Aziz et al., 2015).  

Le corépresseur transcriptionnel LCoR (Ligand-dependent coRepressor) a récemment été 

identifié comme un partenaire et une cible transcriptionnelle de RIP140. Tout comme RIP140, 

LCoR a été initialement identifié par son interaction avec le récepteur ERα, dont il est un 

répresseur, ainsi que d’autres facteurs de transcription, par l’intermédiaire des HDACs et des 

CtBPs. RIP140 régule positivement l’expression de LCoR dans des cellules de cancers du 

sein et dans les modèles animaux transgéniques. Ces deux corégulateurs sont capables 

d’interagir au travers du domaine HTH (helix-turn-helix) de LCoR. Ce domaine s’avère 

indispensable à ses effets inhibiteurs de l’activité transcriptionnelle et de la prolifération. 

L’interaction avec RIP140 apparaît également nécessaire aux effets répresseurs de LCoR et 

sollicite les régions N et C terminales de la protéine RIP140. L’analyse transcriptomique de 

biopsies de cancer du sein a révélé une corrélation d’expression de ces deux facteurs. Une 

expression élevée, associée aux tumeurs de type luminal, est corrélée à un meilleur pronostic 

(Jalaguier et al., 2017). 
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4.4.2. Cancers digestifs 

4.4.2.1. Foie 

L’expression de RIP140 est diminuée dans 70% des carcinomes hépatocellulaires en 

comparaison au tissu hépatique normal. Il a été démontré que la surexpression de RIP140 

dans des lignées cellulaires d’hépatocarcinome est responsable d’une diminution de la 

prolifération et de la migration cellulaires. Une inhibition de la voie de signalisation TCF/β-

caténine a été impliquée au travers d’une interaction directe de RIP140 avec la β-caténine 

(Zhang et al., 2015). Une dérégulation du miR-140-3-p capable de cibler l’ARNm de RIP140 

pourrait être impliquée dans sa diminution d’expression, stimulant une signalisation 

antiapoptotique susceptible de contribuer à l’hépatocarcinogenèse (Takata et al., 2011). 

 

4.4.2.2. Estomac 

Les travaux, soumis pour publication, de Mouna Triki ont permis de mettre évidence par 

des marquages immunohistochimiques de tumeurs gastriques et colorectales, une corrélation 

positive entre l’expression des deux corégulateurs transcriptionnels, RIP140 et LCoR, au sein 

de ces tumeurs. Leur expression a tendance à diminuer dans les cancers colorectaux alors 

qu’elle semble plus forte dans les tumeurs gastriques, en comparaison au tissu adjacent sain. 

Dans ces deux types de cancers, l’expression de RIP140 et LCoR a pu être corrélée au stade 

TNM de la tumeur et à son niveau de différenciation. Des corrélations significatives avec des 

protéines impliquées dans la progression et l’invasion, telles que l’E-cadhérine et Cox-2 ont 

été mises en évidence. Dans les cancers gastriques, LCoR apparaît comme un marqueur 

indépendant de mauvais pronostic, lorsqu’il est surexprimé, tout comme dans les cancers 

colorectaux. RIP140 semble, quant à lui, associé aux cancers gastriques de mauvais pronostic, 

alors que c’est un facteur de bon pronostic des cancers colorectaux. Un autre volet des travaux 

de Mouna Triki, en cours de soumission, s’est intéressé aux mécanismes moléculaires des 

effets de RIP140 dans les cancers gastriques. L’utilisation de lignées humaines de cancer 

gastrique présentant des dérégulations d’expression de RIP140 lui ont permis de démontrer 

l’effet anti-prolifératif de RIP140, au sein de ces cellules. Cet effet semble s’exercer au 

travers d’une régulation transcriptionnelle positive de l’expression du gène p21WAF1/CIP1, 

confirmée par l’augmentation de l’expression du gène endogène et de la protéine p21, ainsi 

que de la voie de signalisation Hippo. RIP140 diminue la migration cellulaire et augmente 

l’expression de l’E-cadhérine. Il régule aussi positivement l’expression de LCoR permettant 

d’expliquer les effets de RIP140 sur la prolifération et la migration cellulaire. 
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4.4.2.3. Intestin et côlon 

RIP140 participe à la régulation de l’homéostasie mais également à la tumorigenèse 

intestinale (Lapierre et al., 2014). RIP140 est en effet exprimé dans tous les tissus murins et 

particulièrement dans l’intestin et le côlon, où il est détecté dans le noyau de toutes les 

cellules épithéliales, avec une expression croissante le long de l’axe crypte/villosité. La 

longueur de cet axe apparaît augmentée chez les souris transgéniques qui surexpriment 

RIP140 alors qu’elle est diminuée chez les souris RIPKO. Néanmoins, associée à une 

diminution de la longueur de l’intestin grêle chez les individus KO et une augmentation chez 

les transgéniques, les animaux conservent une surface épithéliale totale identique. Il a été 

démontré que RIP140 inhibe la prolifération cellulaire intestinale (marquage EdU) et 

l’apoptose (méthode TUNEL, Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End 

Labeling) au sein de l’épithélium intestinal murin. La surexpression de RIP140 entraîne une 

diminution de l’expression de gènes impliqués dans la prolifération tels que c-Myc ou PCNA. 

En effet miroir, son invalidation augmente leur expression. Ces données illustrent le rôle de 

RIP140 dans l’inhibition du renouvellement de l’épithélium intestinal.  

Connaissant le rôle critique joué par la voie de signalisation Wnt dans la prolifération des 

cancers coliques, l’effet de RIP140 sur cette voie de signalisation a été exploré au sein de 

l’épithélium intestinal murin et dans différentes lignées cellulaires humaines de cancer 

colorectal. La surexpression de RIP140 entraîne une inhibition de la voie Wnt au travers 

d’une régulation positive de l’expression du gène APC, impliqué dans la formation du 

complexe de dégradation de la β-caténine. L’expression de la β-caténine active est augmentée 

chez les souris RIPKO et diminuée chez les souris surexprimant RIP140. Cette inhibition de 

la voie Wnt/β-caténine par RIP140 a été confirmée par l’analyse des niveaux d’expression de 

ses gènes cible, qui s’avèrent inversement corrélés à ceux de RIP140. L’expression de RIP140 

est cependant corrélée positivement aux niveaux d’expression des gènes codant les protéines 

du complexe de dégradation de la β-caténine (APC, AXIN, GSK3β). L’expression de RIP140 

suit le même gradient d’expression, le long de l’axe crypte/villosité, que celui de la protéine 

APC. Des expériences de ChIP ont permis de confirmer le recrutement de RIP140 au niveau 

de la région proximale du promoteur APC, qui est une cible transcriptionnelle directe. RIP140 

inhibe l’activation de la β-caténine, en régulant positivement l’expression des protéines 

impliquées dans sa dégradation. RIP140 bloque la progression du cycle cellulaire en phase G1 

de manière significative et spécifique et sa surexpression au sein de lignées de CCR humaines 

inhibe leur prolifération in vitro et in vivo, après xénogreffe chez la souris athymique. 

L’utilisation de souris dont le gène APC est invalidé de manière hétérozygote (APC
Δ14

/
+) ont 
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permis d’étudier l’effet d’une invalidation hétérozygote concomitante de RIP140, associée à 

une diminution de la durée de vie. Les animaux APC
Δ14

/
+
 avec une invalidation homozygote 

de RIP140 ne sont, quant à eux, pas viables. La comparaison de tissus humains, tumoraux et 

normaux, a révélé une diminution de l’expression de RIP140 dans les biopsies de CCR (60%). 

Les tumeurs qui surexpriment RIP140 présentent un volume tumoral significativement plus 

faible (2,5 fois). L’expression de RIP140 est corrélée de manière positive à la survie globale. 

Ces résultats illustrent l’association de la tumorigenèse colorectale à la diminution de 

l’expression de RIP140 et son rôle en qualité de marqueur de bon pronostic de ces cancers. 

 

La figure ci-après illustre l’ensemble des implications de RIP140 dans la régulation des 

voies de signalisation clé de la tumorigenèse des différents organes décrits (Figure 32). 

 

 

Figure 32 Signalisation nucléaire de RIP140 dans différents cancers 
Adapté de (Lapierre et al., 2015a) 
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OBJECTIFS 

 

Dans le cadre du syndrome de Lynch, un dépistage précoce est nécessaire à l’optimisation 

de la prise en charge des patients et de leur entourage. Le phénotype d’instabilité 

microsatellitaire et l’expression des protéines MMR sont aujourd’hui recherchés en pratique 

courante. Cela a conduit à une détection accrue de patients avec une perte d’expression d’une 

protéine MMR au sein du tissu tumoral ou un phénotype MSI. Cependant certains d’entre eux 

ne présentent pas de mutation germinale délétère des gènes codant ces protéines. Ces 

personnes et leurs apparentés sont suivis de la même manière que les patients atteints d’un 

syndrome de Lynch, car la suspicion de ce diagnostic persiste. Malgré une détection de plus 

en plus précise de nouvelles mutations et de leur signification clinique, l’anomalie génétique 

qui sous-tend les cancers de phénotype MSI, apparentés au syndrome de Lynch (LLS), n’est 

pas encore clairement identifiée (Rodríguez-Soler et al., 2013). 

 

RIP140 est un corégulateur transcriptionnel impliqué dans de nombreux cancers 

appartenant au spectre du syndrome de Lynch. Les données récentes obtenues dans la 

tumorigenèse colorectale sporadique soulèvent la question de son implication dans la 

problématique des cancers colorectaux héréditaires. La régulation transcriptionnelle des gènes 

impliqués dans la réparation, notamment du système MMR, fait intervenir des facteurs de 

transcription connus pour être régulés ou interagir avec RIP140. L’objectif de mon travail de 

thèse a été d’étudier les effets de ce corégulateur transcriptionnel dans la problématique 

particulière du syndrome de Lynch, au travers des effets qu’il exerce sur les gènes de la 

réparation de l’ADN, principalement le système MMR. La régulation transcriptionnelle d’une 

polymérase translésionnelle par RIP140 a également été mise en évidence. Enfin, un autre 

aspect de ce travail a consisté à évaluer les conséquences fonctionnelles d’une mutation 

particulière de RIP140 sur l’expression de ces gènes.  
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RESULTATS 

1. Régulation du complexe MutSα par RIP140 et ses conséquences 

1.1. Introduction 

Les recherches sur le syndrome de Lynch ont permis de mieux comprendre l’implication 

du système de réparation des mésappariements de l’ADN. Cependant, des questions comme 

celle de l’haploinsuffisance, subsistent (Peltomäki, 2016). La présence d’une seule copie 

intacte d’un gène MMR dans les cellules somatiques ne permet pas d’assurer une signalisation 

des dommages et une signalisation pro-apoptotique appropriées, ce qui peut représenter un 

avantage pour la tumorigenèse (Cejka et al., 2003; Kawate et al., 2000). Dans le cadre du LS, 

le développement d’un adénome colorectal apparaît possible même s’il persiste un allèle 

sauvage du gène MMR de prédisposition (Valo et al., 2015; Yurgelun et al., 2012). Les 

organes ne requérant pas les mêmes niveaux d’expression de protéines MMR, leur 

susceptibilité tumorale peut être différente (Lotsari et al., 2012). L’inactivation d’autres gènes 

pourrait contribuer à l’initiation tumorale des cellules haploinsuffisantes.  

 

L’hétérodimère MutSα est le complexe majeur de reconnaissance des dommages du 

système MMR et les altérations de la protéine MSH2 comptent parmi les plus délétères au 

fonctionnement de ce système. Les effets du corégulateur transcriptionnel RIP140 dans la 

tumorigenèse intestinale sporadique ont été récemment décrits par notre équipe (Lapierre et 

al., 2014). La modulation de l’expression de RIP140 au sein de modèles, principalement 

cellulaires, a permis d’analyser les effets de ce corégulateur transcriptionnel sur le système 

MMR et plus particulièrement sur les gènes qui codent les protéines formant le complexe 

MutSα. Les conséquences phénotypiques et fonctionnelles de cette régulation ont été étudiées. 

L’identification d’une mutation de RIP140 questionne sur sa fonctionnalité et ses effets. Ces 

derniers ont été étudiés et la présence de cette mutation a été recherchée au sein de 

prélèvements tumoraux humains.  

 

Ce travail a donné lieu à un article en soumission pour publication, intitulé :  

“RIP140 regulates MutSα expression and microsatellite instability in colon cancer” 

 

1.2. Article 
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ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) is a common neoplasm with familial forms such as Lynch 

syndrome which is due to inherited germline mutation of one gene of the DNA 

mismatch repair (MMR) system leading to microsatellite instability (MSI). Some 

clinically diagnosed families do not exhibit MMR gene alterations and are classified 

as Lynch-like syndrome (LLS). We recently reported the role of the transcription 

factor RIP140 (Receptor Interacting Protein of 140 kDa) in sporadic intestinal 

tumorigenesis and describe herein its potential role in LLS. By using different 

engineered human colorectal and murine cell lines together with human CRC 

biopsies, we demonstrated that RIP140 positively regulates at the transcriptional 

level the expression of the MSH2 and MSH6 genes which encode the MutSα MMR 

recognition complex. In line with these regulations, RIP140 expression was 

associated with increased microsatellite stability and with resistance to several drugs 

including oxaliplatin, 5-fluorouracil and SN38. Finally, in MSI CRCs, we detected a 

frameshift mutation in the RIP140 coding sequence which generates a truncated 

protein. This mutation was found in about 17% of tumors from LLS patients, impaired 

the regulation of MutSα gene expression by RIP140 and was associated with a 

decreased overall survival of patients. In conclusion, by decreasing the expression of 

genes implicated in maintenance of genome integrity, the mutation in the RIP140 

gene could lead to microsatellite instability in familial CRC patients, especially those 

where no MMR gene mutations are found.  

233 words 

 

Keywords: Colorectal cancer, Lynch syndrome, RIP140, mismatch repair, 

microsatellite instability. 
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INTRODUCTION 

Colorectal cancer (CRC) is the third most common cancer in males and the second in 

females in the world, and is responsible of more than 600 000 deaths each year1. 

About 20-30% of CRC cases have an inherited component including Lynch syndrome 

(LS) which accounts for 2-4% of all CRCs2. LS is defined by an autosomal dominant 

heterozygous constitutional mutation in one mismatch repair (MMR) gene 3,4 which 

can lead to cancer development after a second somatic hit in the respective gene. 

The MMR system is necessary for maintaining genome fidelity and corrects mistakes 

in DNA replication which, once impaired, generates a hypermutated tumor that 

accumulates hundreds of random point mutations and frameshifts in the genome5,6. 

The manifestation could thus be microsatellite instability (MSI) and absence of one or 

more of the 4 MMR proteins on immunohistochemical staining. In contrast, MLH1 

gene promoter hypermethylation is mainly implicated in MSI sporadic CRC6. 

It has been evidenced that patients with high level of MSI (MSI-H ) stage I/II CRC 

including sporadic and Lynch syndrome-related familial colorectal cancers, tend to 

have a less aggressive clinical behavior and a favorable prognosis compared to 

patients harboring MSS tumors (see7 for a recent review) which possibly links to local 

inflammation8 in response to the production of highly immunogenic frameshift 

peptides transcribed from microsatellite-instable genes in LS mucosa9. Moreover, 

clinicians reported an inefficiency of Fluorouracil (5-FU) based adjuvant 

chemotherapy in patients with a stage II MMR-deficient disease10. 

In 60-70% of cases in which LS is clinically suspected, patients do not exhibit any 

germline MMR gene mutation11. These patients are affected by a Lynch-like 

syndrome (LLS) which represents a major clinical challenge, as for patients 

themselves and also their related in order to adjust prevention strategy. Several 

potential explanations are advanced for LLS, i.e. undetectable germline MMR gene 

mutations by current testing or other mechanisms that inactivate DNA MMR which 

could also result in tumor phenotype as Lynch syndrome6.  

Within the MMR system, the DNA recognition complexes MutSa and MutSβ consist 

in heterodimers of the different MutS homolog (MSH) i.e. MSH2-MSH6 or MSH2-

MSH3, respectively. Following mismatch or insertion/deletion loops detection, the 

execution complex MutLa (MLH1-PMS2) bind to MutSa or MutSβ to signal other 

proteins for excision and re-synthesis of the mismatched DNA or commits the cell to 
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programmed cell death6,12,13. Moreover, MutSa and MLH1 exhibit a significant role in 

DNA-damage repair, since these proteins belong to the BRCA1-associated genome 

surveillance complex which maintains genomic integrity in response to DNA 

damage14. 

The transcription coregulator RIP140 (Receptor Interacting Protein, 140 kDa), also 

known as NRIP1 (Nuclear Receptor-Interacting Protein 1), was first identified in 

human cancer cells through its interaction with nuclear hormone receptors15,16. 

RIP140 was also shown to interact with other transcription factors such as E2F17. 

RIP140 mainly acts as a transcriptional repressor by means of four inhibitory 

domains18 and several post-translational modifications play important roles in 

controlling its subcellular location and repressive activity19. The physiological 

importance of RIP140 has been evaluated using mice lacking the Rip140 gene 

(RIPKO mice). These animals are viable but display a wide range of phenotypic 

alterations in various tissues and organs such as infertility of female mice20 or 

reduced body fat content21, diminished proinflammatory cytokine response22 and, 

more recently, severe cognitive impairments23 and mammary gland 

morphogenesis24. Moreover, in the human pathology, a single nucleotide 

polymorphism which introduces an amino-acid change in the RIP140 coding 

sequence was associated to various pathologies, including endometriosis25 and lung 

cancer26. More recently, our laboratory demonstrated that RIP140 plays a major role 

in normal and malignant development of the intestinal epithelium through a negative 

regulation of the Wnt/β-catenin signaling pathway27. In CRC, RIP140 appeared as a 

good prognosis marker since its expression (which decreased in tumor samples as 

compared to the adjacent healthy tissue) significantly correlated with a better overall 

survival of patients. 

In the present study, we demonstrated that RIP140 positively regulates MutSa gene 

expression at the transcriptional level, alters microsatellite stability and modifies the 

response to cytotoxic drugs in CRC cells. Moreover, in MSI CRC cells and tumors, 

we identified a frameshift mutation in the RIP140 coding sequence which impaired its 

biological activity. Very interestingly, this mutation was associated with poor overall 

survival and detected in LLS tumors. We propose that, by modulating MMR gene 

expression, RIP140 actively participates to this MMR deficient phenotype. 



5 
 

RESULTS 

 

RIP140 regulates MMR gene expression in mouse models 

To decipher the role of RIP140 on the regulation of MMR gene expression, we first 

used transgenic mice in which RIP140 was either knocked-out (RIPKO mice) or 

overexpressed (RIPTg mice)28. As shown in Figure 1A, a significant decrease in the 

levels of MSH2 and MSH6 mRNAs (which encode the proteins forming the MutSa 

complex) was observed in the intestinal epithelium of RIPKO mice, whereas an 

increase was noted in RIPTg mice as compared to wild-type animals. These 

regulations appeared specific since the expression of other MMR genes such as 

MLH1 did not vary in the different genotypes (data not shown). The decreased 

expression of MSH2 and MSH6 gene expression was confirmed by 

immunohistochemical analysis of the intestinal epithelium of RIPKO mice and their 

WT littermates, using MSH2 or MSH6 specific antibodies (Figure 1B). 

The MSH2/MSH6 gene expression was also significantly reduced in immortalized 

mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from the RIPKO or WT mice. This 

regulation was observed at the mRNA level (Figure 1C) and at the protein level, 

either by western-blot analysis (Figure 1D) or by immunofluorescence (Figure 1E). 

Altogether, these results demonstrate that RIP140 controls the expression of the two 

genes which encode the MutSa complex in the mouse intestinal epithelium. 

 

RIP140 regulates MSH2/MSH6 gene transcription in CRC cells 

To get closer to the human pathology, we then analyzed the effect of RIP140 on 

MutSa gene expression in human CRC cell lines. By using HCT116 cells stably 

overexpressing RIP140, we confirmed the increased expression of the MSH2/MSH6 

genes at the mRNA (Figure 2A) and protein (Figure 2B) levels. The regulation of 

MSH2/MSH6 mRNA levels was also observed after transient transfection of HCT116 

cells with a RIP140 expression vector (supplementary Figure S1A). As expected, 

when the expression of the RIP140 gene was silenced in HCT116 cells, a significant 

decrease in MSH2/MSH6 gene expression was noticed (Figure 2C). Moreover, a 

significant reduction of MSH2/MSH6 protein levels was observed by 

immunofluorescence staining after RIP140 silencing (Figure 2D). In order to eliminate 

possible off-target effects, we used another siRNA targeting RIP140 which raised the 
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same effects on MSH2/MSH6 gene expression (supplementary Figure S1B). As 

shown in supplementary Figure S2, the same regulation of MSH2/MSH6 gene 

expression at the mRNA and protein levels was observed upon RIP140 ectopic 

expression in SW480 (panels A and B) and silencing in RKO (panels C and D) colon 

cancer cells. Moreover, the results were also confirmed in other cell lines including 

SW620 cells (data not shown). 

To further investigate the mechanisms underlying the positive regulation of 

MSH2/MSH6 gene expression by RIP140, we set up transient transfection 

experiments of HCT116 CRC cells using luciferase reporter constructs 

encompassing the proximal promoter regions of the MSH2 or MSH6 genes (Figure 

3A). As observed in Figure 3B, increasing doses of the RIP140 expression vector 

significantly increased in a dose-dependent manner the luciferase activity driven by 

the MSH2 and MSH6 gene promoters, thus supporting a positive transcriptional 

regulation of these two genes by RIP140. Although RIP140 was first identified as a 

transcriptional repressor, we and others have reported positive regulation of gene 

expression (for a review see29). In particular, we described transcriptional activation 

of gene expression by RIP140 implicating Sp1-mediated mechanisms30. Since both 

MSH2 and MSH6 gene promoters exhibit Sp1 binding sites, we tested if the mutation 

of these Sp1 binding sites affected the transcriptional response to RIP140 ectopic 

expression. As shown in Figure 3C, the induction of luciferase activity by RIP140 was 

significantly reduced when we used the Sp1-mutated reporter constructs, suggesting 

that the regulation of MSH2 and MSH6 gene expression by RIP140 was at least in 

part Sp1-mediated. 

 

Correlation of gene expression in human CRC biopsies 

In order to validate in human CRC tumor biopsies, the expression data obtained in 

mouse tissues and in CRC cells, we first reanalyzed a transcriptomic dataset from 

396 human CRC31. As shown in Figure 4A, we observed a very significant positive 

correlation between RIP140 mRNA levels and those transcribed from the MSH2 

(r=0.65; p<2.2e-16) and MSH6 (r=0.57; p<2.2e-16). Interestingly, the correlations 

appeared even better when we considered only the MSS tumors, although MSH2 

was also significantly correlated with that of RIP140 in MSI tumors (Figure 4B). In 

order to validate these data, we reanalyzed another transcriptomic data set from the 

TCGA (TCGA-COAD RNA-seq data obtained on 415 samples)32 which confirmed a 
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significant correlation between RIP140 and MSH2 (r=0.43; p<2.2e-16) and MSH6 

(r=0.31; p=3.6e-16) mRNA levels (Figure 4C).  

This dataset was further reanalyzed taking into account the different molecular 

subtypes33. Interestingly, the best correlations were observed in the C1, C3 and C6 

subgroups whereas the correlations were not significant in the C4 and C2/C5 groups 

for MSH2 and MSH6, respectively (Figure 4C). Moreover, significant positive 

correlations of RIP140 gene expression with MSH2 (r=0.17; p=0.00005) expression 

were also found using a third dataset33 thus strengthening the results (data not 

shown).  

 

Functional consequences of the regulation of MutSα by RIP140 

The major consequence of DNA mismatch repair system defect is microsatellite 

instability34. We therefore asked whether the regulation of MSH2 and MSH6 gene 

expression by RIP140 could lead to a modification of microsatellite instability. This 

was monitored by analyzing 7 mononucleotide repeats (BAT-25, BAT-26, MONO-27, 

NR-21, NR-24, Penta C and Penta D) using a multiplexed PCR assay identical to that 

used for patient diagnosis in clinical routine (Figure 5). As a first step, we analyzed 

two HCT116 cell lines with low (HCT116LR) or high (HCT116HR) RIP140 expression 

levels. In HCT116HR cells, the expression levels of MSH2 and MSH6 genes were, as 

expected, higher as compared to HCT116LR (supplementary Figure S3). As shown 

in Figure 5A and C, microsatellite analysis in these two cell lines revealed a higher 

instability in HCT116LR cells in which RIP140, MSH2 and MSH6 genes were 

expressed at lower levels. Indeed, 4 out of 5 mononucleotide repeats (i.e. BAT-25, 

BAT-26, MONO-27 and NR-21) were found unstable in HCT116LR cells whereas 

only MONO-27 and NR-24 were unstable in HCT116HR cells.  

In order to demonstrate that the differential expression of RIP140 was indeed the 

causation of this instability, we performed the analysis in HCT116LR cells ectopically 

expressing RIP140. As shown in Figure 5B and C, the HCT116-RIP140 cells which 

exhibit higher levels of MSH2/MSH6 genes (Figure2A) were more stable than the 

HCT116-GFP cells. Altogether, these analyses indicated that high RIP140 levels 

correlated with high MSH2 and MSH6 gene expression and with increased 

microsatellite instability. 

Another consequence of the MMR system disruption is a differential sensitivity to 

cytotoxic drugs used in CRC chemotherapy. For instance, the MMR system 
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participates to the cytotoxic effect of 5-FU and loss of function of this system leads to 

a decreased sensitivity of MSI tumors to this drug 35,36. Using our engineered cell 

models (MEFs and HCT116 cells), we measured the effects of the altered expression 

of the RIP140 gene on drug sensitivity by comparing IC50 ratios. As shown in Figure 

6 and supplementary Figure S4A, we observed a significant increase of sensitivity to 

5-FU, oxaliplatin and SN38 (the active metabolite of irinotecan) when RIP140 was 

knocked-out in MEFs (Figure 6, panels A, C and E) and a decrease of sensitivity 

when RIP140 was overexpressed in HCT116LR CRC cells (Figure 6, panels B, D 

and F). Interestingly, the same IC50 ratio variations were observed for two other 

drugs, namely hydroxyurea and gemcitabine, which are DNA replication inhibitors 

(Supplementary Figure S4).  

In conclusion, these data indicated that the regulation of MSH2 and MSH6 gene 

expression by RIP140 correlated with phenotypic changes in term of microsatellite 

instability and drug sensitivity. This results strongly suggested that a loss-of-function 

of the RIP140 gene might lead to a decreased expression of MutSa genes in CRC 

cells, and be the causative parameter leading to microsatellite instability and 

intestinal tumorigenesis especially in Lynch-like syndrome. 

 

Identification and characterization of a RIP140 frameshift mutation 

In order to support this hypothesis, we screened several MSI CRC cell lines by 

sequencing the total RIP140 coding exon. This allowed us to identify in LoVo cells a 

frame-shift mutation deleting an adenosine at nucleotide 2176 (modification from 8A 

to 7A) leading to a truncated protein lacking the last 431 amino-acids and exhibiting a 

short specific RKLP sequence (Figure 7A). 

This RIP140 variant protein (called RIPMSI) exhibited the same subcellular localization 

than the wild-type protein, as shown after transient transfection of HCT116 cells with 

a Cherry- or GFP-fused plasmids (Figure 7B). However, in reporter assays using 

Gal4DBD constructs in which the wild-type or the mutated RIP140 coding sequences 

were fused to the DNA binding domain of the Gal4 transcription factor, we observed 

a clear decrease of the intrinsic transrepression effect of RIPMSI (Figure 7C), probably 

due to the loss of the repression domains RD3 and RD4 (Figure 7A). 

The biological activity of the RIPMSI variant was then tested on different cell 

parameters using RIPKO MEFs engineered to stably express either the wild-type or 

the RIPMSI protein (see supplementary Figure S5A). As shown in Figure 7D, ectopic 



9 
 

expression of the RIPMSI protein resulted in a slight increase in cell proliferation as 

compared to the significant inhibition observed with the wild-type RIP140 protein. The 

same “dominant” negative effect was observed on the response to 5-FU, with an 

increased sensitivity of RIPMSI expressing cells as compared to the increased 

sensitivity observed with the wild-type protein (Figure 7E).  

Finally, we tested the activity of the RIPMSI variant on MutSa gene expression in 

RIPKO MEFs, in those cells, the RIPMSI protein was less efficient to increase MSH2 

and MSH6 gene expression than the wild-type protein (Figure 8A and supplementary 

Figure S5B). In luciferase reporter assays performed in HCT116LR cells (Figure 8B), 

RIPMSI induced a weaker stimulation of MSH2 gene promoter. The same results were 

obtained on endogenous gene expression in HT29 CRC cells transiently 

overexpressing wild-type RIP140 or the RIPMSI mutant (Figure 8C and supplementary 

Figure S5B). 

Interestingly, the RIPMSI mutant appeared to exert a dominant negative effect since, 

its ectopic expression slightly increased MSH2 and MSH6 gene expression in RIPKO 

MEFs both at the mRNA and protein levels (see Figure 8 D and E), whereas a 

significant decrease of the expression of the two target genes was observed in WT 

MEFs which express RIP140 endogenously (see Figure 8 D and F). 

 

Identification of the RIPMSI mutation in LLS colon cancer biopsies 

In order to analyze the presence of the RIPMSI mutation in colon cancers with 

microsatellite instability, we used a cohort of 126 tumor samples with MSI (Table 1) 

and sequenced the tumor DNA. The RIPMSI mutation was found in 19% of all the 

cases (Figure 9A). In the subgroup of tumors with a MMR gene alteration, the 

frequency higher in samples with MLH1 promoter hypermethylation, increased in 

samples with MLH1/PMS2 mutations (25%), whereas it was slightly decreased in 

those with mutation in the MSH2/MSH6 genes (17.1%). Moreover and most 

importantly, the RIPMSI mutation was detected in 16.2% of tumors without any genetic 

alteration (neither MLH1 hypermethylation promoter nor germinal mutations of the 

MMR genes) which correspond to the so-called Lynch-like syndrome. The correlation 

with the clinico-biological parameters revealed that the RIPMSI mutation was 

associated with a significant decreased of patient overall survival (p=0.01) (Figure 

9B). 



10 
 

DISCUSSION 

Colorectal cancer (CRC) is a frequent neoplasm with sporadic and familial forms with 

microsatellite instability due to defects in the MMR system. We recently described 

that the transcription factor RIP140 was an important player in the regulation of 

intestinal homeostasis and tumorigenesis28. In the present study, we report its 

potential role in MSI colorectal cancers and in familial forms known as Lynch-like 

syndrome11.  

First, our data clearly demonstrated that RIP140 positively regulates MSH2 and 

MSH6 gene expression both in mouse and human cells and tissues. This regulation 

takes place at the transcriptional level and might, at least partly, implicate Sp1 

transcription factors. However, other transcription factors including p5337,38, c-Myc39, 

E2Fs40 have been described to regulate the expression of these three genes and it 

would be interesting to define their relevance in mediating the positive regulation by 

RIP140. Interestingly, it has been reported that the transcriptional deregulation of the 

MSH2 gene in response to Bcl2 was causing microsatellite instability41. The same 

observation was made in response of CRC cells to HIF1a, which induced genetic 

instability by transcriptionally down-regulating MSH2/MSH6 expression42. More 

recently, Fang et al. show that CRTC2 was acting as a lymphoma tumor suppressor 

gene that preserves genomic integrity by stimulating transcription of DNA mismatch 

repair genes including MSH6 and PMS143. Our present work demonstrated that the 

deregulation of MutSa gene expression in response to RIP140 ectopic expression 

was associated with an increased microsatellite instability. It is therefore clear that 

besides genetic or epigenetic alterations, the transcriptional deregulation of several 

MMR genes could lead to microsatellite instability. 

By regulating MSH2 and MSH6 gene expression, RIP140 might induce other 

phenotypic consequences including, for instance, the sensitivity to cytotoxic drugs. 

Indeed, although MMR deficiency has been linked to resistance to 5-FU44, several 

papers have reported an increased sensitivity to different molecules such as 

methotrexate45, gemcitabine or hydoxyurea46. Our present work confirmed that 

RIP140 deregulation impacted the sensitivity to such molecules. However, we also 

observed an increase sensitivity to 5-FU in cells with a decrease of MutSa 

expression in response to RIP140 knock-down. This apparent discrepancy with the 

literature might be explained by the fact that RIP140 might regulate other DNA repair 
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systems and cellular pathways involved in copping DNA damages in response to 5-

FU. Another explanation of these results could be linked to indirect effect of RIP140 

on cell proliferation. Indeed, cells invalidated for the RIP140 gene proliferate at a 

higher rate and might, as a consequence, be more efficiently targeted by cytotoxic 

drugs in an MMR-independent effect as previously reported47.  

Other phenotypic consequences might imply the regulation of chromosomal instability 

since it has been shown that MSH2 deficiency was leading to chromosomal 

abnormalities, centrosome amplification and telomere capping defect48. It has also 

been reported that MSH2-MSH6 complex was an S-phase component of replication 

centers independent of mispaired bases, suggesting that MutSa genes may have a 

role beyond canonical MMR in vivo49,50. Finally, regulation of fertility51 or ageing52 by 

RIP140 could at least partly involve MMR gene deregulation since this repair 

machinery has been implicated in the regulation of such biological processes53,54.  

Concerning cancer development and progression, the suppression of MMR activity 

directly leads to an increase in the mutation frequency, and finally to malignancy. 

Therefore, MMR functions as a “caretaker” by preventing the accumulation of 

deleterious mutations55. In line with this observation and with our above-mentioned 

data, we detected, in MSI CRC cells and samples, a RIP140 frameshift mutation 

which impaired the normal function of the protein in term of intrinsic transrepression, 

regulation of MMR gene expression, inhibition of cell proliferation and drug response.  

This mutation (previously reported in MMR-deficient endometrial cancers56,57) was 

found at the heterozygous status and several lines of evidence suggested that it 

might exert a dominant negative effect on the wild-type protein. Of note, we recently 

identified a heterozygous truncating mutation in the RIP140 gene in a family of 

patients with congenital anomalies of the kidneys and urinary tract 58. This truncated 

mutant interferes with retinoic acid transcriptional signaling by acting in a dominant 

manner. Further experiments will be necessary to further analyze the effects of the 

RIPMSI truncated variant on other transcriptional responses including steroid 

receptors or E2F transcription factors59.  

Based on the role played by RIP140 in the control of MutSa gene expression, a 

mutation within the RIP140 protein abrogating this regulation could be the initial 

cause of MMR deficiency. This hypothesis is strongly supported by the detection in 

Lynch-like syndrome where no alterations of MMR genes were found (presence of 

the RIPMSI mutation in 16% of the cases). These results have to be confirmed on 
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larger LLS cohorts either by sequencing or by detection of serum antibodies against 

the RIP140 frameshift peptide. Indeed, humoral immune responses against a variety 

of different frameshift peptide (FSP) antigens have been detected in MSI CRC 

patients with Lynch syndrome. Low level of FSP-specific antibody responses were 

observed in healthy Lynch syndrome mutation carriers without tumor history thus 

supporting future diagnostic and therapeutic applications based on the detection of 

such specific antibodies60.  

 

CONCLUSION 

This study demonstrates for the first time that in CRC cells RIP140 1) transcriptionally 

regulates the expression of the genes encoding the MutSa complex, 2) controls the 

level of microsatellite instability and 3) modulates the response to drug cytotoxicity. At 

the clinical level, we found a correlation of RIP140 gene expression with MSH2 and 

MSH6 in human CRC tumors and identified a RIP140 frameshift mutation in MSI 

CRC samples, which encodes a truncated protein with altered biological properties. 

This mutation found in tumors of LLS patients is associated with a decreased overall 

survival and could play a major role in the promotion of intestinal tumorigenesis. 
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MATERIALS AND METHODS 

Plasmids 

pRL-CMV-renilla and pGL promoters were obtained from Promega (Charbonnieres, 

France). pEF-cmyc-RIP140 was previously described61. pEGFP-RIP140 is a kind gift 

of Dr Johanna Zilliacus, (Karolinska Institutet, Huddinge, Sweden)62. pEF-cmyc-

RIPMSI was generated by mutagenesis using the QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene). pEF-cmyc-RIPMSI was digested with AflII and EcoRV 

enzymes and the resulting insert was cloned into pEGFP-RIP140 to create pEGFP-

RIPMSI. GFP, GFP-RIP140 and GFP-RIP140(MSI) were PCR amplified and cloned 

into pTRIPZ previously digested with AgeI and MluI to create pTRIPZ-GFP, pTRIP7-

RIP140 and pTRIPZ-RIPMSI respectively. All the engineered PCR constructs were 

sequenced. 

Cell culture and transfections 

Mouse embryonic fibroblasts (MEF) derived from wild-type or RIPKO mice were 

previously described28 and grown in DMEM-F12 medium supplemented with 10% 

FCS, 100U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 100mg/ml sodium pyruvate. MEFs 

were stably transfected using the above-described pTRIPZ plasmids and selected 

with 40 µg/mL puromycin. HCT116 and HT29 human CRC cells were grown in 

DMEM-F12, McCoy medium, respectively, RKO and SW480 human CRC cells were 

grown in RPMI, all supplemented with 10% FCS, 100U/ml penicillin, 100mg/ml 

streptomycin and 100mg/ml sodium pyruvate. HCT116 cells were stably transfected 

with the empty pEGFP vector (Clontech®) or with the same vector containing the full-

length human RIP140 cDNA63. HCT116-GFP and HCT116-RIP140 cells were 

previously described28 and grown in McCoy medium and 750μg/ml G418. Small 

interfering RNA (siRNA) transfections were performed using INTERFERin® on cells 

seeded the day before in 6-well plate (3.105 cells per well). Each transfection was 

performed in triplicates and interference efficiencies were tested by quantitative RT-

PCR. 

Luciferase assays 

HCT116 cells were plated in 96-well plates (2.5.104 cells per well) 24h prior to DNA 

transfection with Jet-PEI® (275ng of total DNA). Increasing doses of pEF-c-myc-

RIP140 or pEF-c-myc-RIPMSI were cotransfected with the pGL3-MSH2-Luc or the 

Sp1 mutant pGL3-MSH2m1-Luc (kind gifts of E. Huang) 42. Similar experiments were 

performed with the pGL3-MSH6-Luc reporter vector and a Sp1 mutant pGL3-
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MSH6M1-2/7-Luc (kind gifts of R.D. Kolodner)64. The pRL-CMV-renilla plasmid 

(Ozyme®) was used to normalize transfection efficiency. Firefly luciferase values 

were measured and normalized by the Renilla luciferase activity. Values were 

expressed as the mean ratio of luciferase activities. 

Cell proliferation and cytotoxicity assays 

Cells were seeded in quadruplicate at a density of 2.103 cells per well. At the 

indicated time, 0.5mg/ml of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) was added and incubated at 

37°C for 4h. Formazan crystals were solubilized in DMSO and absorbance read at 

560 nm on a spectrophotometer. Results were normalized to the cell density at day 1. 

For cytotoxicity assays, cells were seeded in quadruplicate in 96-well plate (2.5.103 

cells per well) and exposed the day after to increasing concentrations of cytotoxic 

drugs including 5-fluorouracil, SN38, oxaliplatin (Sigma-Aldrich®) or to vehicle alone. 

The cells were exposed to the drug during six days and cell proliferation was 

quantified each day using MTT assay. Results were normalized to the mean optical 

density of the control for each day.  

Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 

Total RNA was extracted from cells using Quick-RNA kit (Zymo Research) according 

to the manufacturer’s instructions. Total RNA (1µg) was subjected to reverse-

transcription using qScript cDNA SuperMix (QuantaBio, VWR). RT-qPCR were 

performed with the Roche LightCycler® 480 instrument and the PerfeCTa SYBR 

Green FastMix (QuantaBio, VWR) and were carried out in a final volume of 10μl 

using 0.25µL of each primer (25μM), 5μL of the supplied enzyme mix, 2.5μl of H2O 

and 2μl of the template diluted at 1:10 (See Table S1 for primer sequences). After 

pre-incubation at 95°C, runs corresponded to 35 cycles of 15s each at 95°C, 5s at 

60°C and 15s at 72°C. Melting curves of the PCR products were analyzed using the 

LightCycler® software to exclude amplification of unspecific products. Results were 

normalized to mouse RS9 or human 28S housekeeping gene transcripts.  

Immunohistochemistry and immunofluorescence analysis 

For immunohistochemistry (IHC), mouse tissues were fixed with 3,7% 

paraformaldehyde, embedded in paraffin and sectioned (3μm). Paraffin-embedded 

intestinal sections were examined for expression of MSH6 protein using the following 

MSH6 antibody (ab92471, Abcam®). Following incubation in citrate buffer solution, 

tissue sections were incubated with PBS-1% BSA for 3h to reduce non-specific 
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binding. Sections were then incubated with 100µL of MSH6 specific antibody, diluted 

in PBS-1%BSA (1:200) overnight at 4°C. Incubation with labelled HRP anti-rabbit and 

visualization with 3,3-diaminobenzidine (Vector Laboratories SK-4100). All slides 

were counter stained with hematoxylin and images were taken using NanoZoomer 

(Hamamatsu Photonics). 

For immunofluorescence, cells were fixed with 3,7% paraformaldehyde, 

permeabilized with PBS-0.1% Triton for 15 minutes, blocked with PBS-Tween, 2% 

BSA for at least 30mn and incubated with the primary antibodies (RIP140, 1:120, 

ab42126 ; MSH2, 1:1000, ab70270 ; MSH6, 1:1000 ab92471) overnight at 4°C, 

diluted in PBS-Tween, 2% BSA. Revelation was performed using Alexa-conjugated 

secondary rabbit antibodies IgG (AF488®, AF594®, AF546®, 1/400, Invitrogen®). 

After washing, slides were counter stained with Hoechst (1/1000, Sigma Aldrich®) 

and mounted with Mowiol (Sigma-Aldrich®) for fluorescence microscopy. The 

staining quantification was performed at x40 magnifications using the measurement 

available on AxioVision software (Carl Zeiss®). 

Immunoblotting 

RIPA solution was used to extract whole cell proteins. Cell extract were analyzed 

after migration of 40µg protein extract by Western blotting using a primary antibody 

against RIP140 (ab42125; Abcam®), MSH2 (ab70270; Abcam®) and MSH6 

(ab92471; Abcam®). Signals were revealed using a rabbit peroxidase-conjugated 

secondary antibody (1/5000, A6154 Sigma®) and enhanced chemiluminescence 

(ECL-RevelBlotPlus; GE Healthcare®) according to the manufacturer’s instructions. 

Protein quantifications were normalized with the β-actin signal (A3854; SIGMA®). 

Detection of the RIPMSI frame shift mutation in tumor samples 

Resection specimens with documented MMR status were identified at the Pathology 

Departments of the Montpellier Cancer Institute and of the Cancer Research Center 

of Toulouse. Only deficient MMR samples, defined by the presence of microsatellite 

instability and/or loss of MMR protein expression in the tumor were selected for the 

study. This resulted in a series of 126 patients (80 from Montpellier and 46 from 

Toulouse), of which 108 colon and 18 rectal cancers. Tumor samples were collected 

following French legal dispositions and their use was declared to the French Ministry 

of Higher Education and Research (declaration number DC-2008-695). All patients 

were informed about the use of their tissue samples for research and a specific 

written consent was systematically obtained for germline MMR gene mutations 
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analysis. The study was approved by the local translational research committee 

before initiation and was conducted in accordance with the principles enunciated in 

the Declaration of Helsinki.  

The MMR status was determined by IHC analysis of the MLH1, MSH2, MSH6 and 

PMS2 proteins and by fluorescent multiplex PCR-based analysis of five microsatellite 

markers as previously described65. Amongst the 126 samples analyzed for the RIPMSI 

mutation, 57 corresponded to Lynch syndrome patients, 32 were identified with 

hMLH1 promoter hypermethylation and 37 were classified as Lynch-like syndrome 

with microsatellite instability but without any MMR gene alteration found to date.  

DNA was extracted from manually dissected FFPE tumor samples using the QIAamp 

DNA FFPE kit (Qiagen, Hilden, Germany) and quantified using a NanoDrop 

spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA).  

All DNA were analyzed using deep-sequencing for the presence of the RIPMSI 

mutation (Integragen genomics®, France). The library was sequenced on paired end 

2x100b run on the Illumina HiSeq4000. Image analysis and base calling was 

performed using Illumina Real Time Analysis with default parameters. 

MSI analysis 

Genomic DNA was extracted using the QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®) according 

to the manufacturer instructions. The MSI Analysis System (Promega®) was used to 

analyze 5 mononucleotide repeats (BAT-25, BAT-26, NR-21 and MONO-27). 

Fluorescent amplicons were separated by capillary electrophoresis with the 3130 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, Foster City, CA). Results were generated 

using the GeneMapper® software (Applied Biosystems, Foster City, CA). DNA 

showing instability for two or more markers were considered as unstable (MSI), the 

others being classified as stables (MSS). 

DNA microarray analysis 

A published DNA microarray study obtained on a cohort encompassing 396 colon 

tumor samples 66 was reanalyzed for RIP140, MSH2 and MSH6 mRNA expression. 

Statistical significance was assessed using a Spearman correlation analysis. To 

strengthen the results, two other cohorts were used, one from Marisa et al 33 and the 

second from the TCGA-COAD RNA-seq data32. 

Statistical analysis 

All experiments were conducted independently at least three times. Results were 

expressed as the mean ± standard deviation (S.D.). Statistical comparisons were 
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performed with Mann-Whitney or Spearman tests. A probability level (p value) of 0.05 

was chosen for statistical significance. Overall Survival (OS) was calculated from the 

date of tumor resection until death as represented using Kaplan-Meier curves. The 

analysis was conducted on dead patients only since follow-up data were lacking for 

many patients. The log-rank test was used to test the differences between groups 

which were considered statistically significant at the p<0.05 level. GraphPad Prism® 

statistical software was used for the analyses. 
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Table 1. Table for patients and tumor characteristics 

Anatomopathological characteristics of the 126 MSI colorectal cancer samples and 

clinico-genetic features of the related patients. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. RIP140 regulates MutSα expression in mouse tissue and cells. 

A) RT-qPCR analysis of MSH2 and MSH6 mRNA in intestinal epithelium of knocked-

out mice for the RIP140 gene (in grey) and in transgenic mice overexpressing 

RIP140 (in black). Results for each gene are given in arbitrary units (AU) and 

represent fold change ± S.D. vs levels in wild-type mice (in white, dotted line) after 

normalization to RS9 mRNA. B) Immunohistochemistry of MSH6 protein in intestinal 

epithelium of RIPKO mice compared to their wild-type littermates, (left panels x10, 

right panels x40). C) Same as in panel A in immortalized mice embryonic fibroblasts 

lacking the RIP140 gene (in grey) or not (in white). D) Whole-cell extracts from the 

indicated WT and RIPKO MEF cells were used for western blot analysis. Membranes 

were incubated with an anti-MSH2 (104 kDa, upper panel) or an anti-MSH6 antibody 

(160 kDa, lower panel). Quantifications are expressed in arbitrary units (AU) after 

normalization to the β-actin (42 kDa), used as a control of protein migration. E) MSH2 

and MSH6 immunofluorescence in WT and RIPKO MEF cells (40x). Quantifications 

represent means ± S.D. A Mann-Whitney test was used for statistical analysis (*** 

p<0.001). 

 

Figure 2. RIP140 regulates MutSα expression in CRC cells. 

A) HCT116LR cells were stably transfected with a pEGFP-RIP140-expressing vector, 

or a pEGFP alone. RIP140, MSH2 and MSH6 mRNA levels were checked by RT-

qPCR. Results represent fold change ± S.D. vs levels in control cells after 

normalization to 28S mRNA. B) MSH2 and MSH6 protein expression levels of these 

stably transfected HCT116 cells were assessed by Western-blot analysis of whole-

cell extracts. C) HCT116HR human colorectal cancer cells were transiently 

transfected with siCTRL or siRIP140 siRNAs as indicated. RIP140, MSH2 and MSH6 

mRNA levels were quantified by real-time PCR. Results represent fold change ± S.D. 

vs levels in control cells after normalization to 28S mRNA; n=3 independent 

experiments for each condition. D) RIP140, MSH2 and MSH6 immunofluorescence 

after transient knock-down of RIP140 in HCT116 cells described above (40x). 

Quantifications represent means ± S.D. A Mann-Whitney test was used for statistical 

analysis (** p<0.01 and *** p<0.001). 
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Figure 3. RIP140 regulates MutSα at the transcriptional level in CRC cells. 

A) Schematic representations of the luciferase reporters driven by the MSH2 

promoter region cloned in a pGL3 promoter and one putative Sp1 mutant of the 

minimal reporter promoter (left panel) as well as an MSH6 reporter promoter and its 

Sp1 sites mutant reporter (right panel). B) The reporters described above have been 

transiently co-transfected into HCT116LR cells with increasing doses of a pEF-cmyc-

RIP140 expression vector and pRL-CMV-renilla as internal control. Luciferase values 

were normalized to the renilla luciferase control and expressed as the percentage of 

the luciferase activity in the absence of transfected RIP140. The reporter activity was 

presented as relative luciferase activity (RLU) as mean ± S.D.; n=3 independent 

experiments. C) Same as in panel B with the mutant forms of these reporter 

promoters (MSH2 m1 and MSH6 M1-2/7). Values are means ± S.D.; n=3 

independent experiments. A Mann-Whitney test was used for statistical analysis (* 

p<0.05, ** p<0.01 and *** p<0.001). 

 

Figure 4. RIP140 expression is correlated with that of MutSα in human CRC 

samples. 

A) Correlation between RIP140 and MSH2 and MSH6 gene expression in 396 

colorectal adenocarcinomas31. B) Statistical significance was assessed using a 

Spearman correlation analysis on this cohort, containing 247 microsatellite stable 

(MSS) and 29 microsatellite instable (MSI) samples. Corresponding critical values for 

Spearman correlation coefficient between RIP140 and MSH2 or MSH6 genes are 

indicated for the whole cohort, MSS and MSI samples. C) The correlation analyses 

between RIP140 and MSH2/6 mRNA levels were performed using TCGA-COAD 

RNA-seq data32 obtained on 415 samples taking into account the molecular subtypes 

defined by Marisa et al33. The number of samples in each subgroup is indicated 

together with the correlation coefficients and the p values. 

 

Figure 5. RIP140 influences microsatellite instability in CRC cells. 

A) Analysis of microsatellite instability status of five repeated markers from the MSI 

Analysis System kit Version 1.2 (Promega®). The number of peaks illustrates the 

level of instability and the comparison of the five mononucleotide repeated markers 

determines the level of instability of the HCT116LR versus HCT116HR cells. B) 
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Same as in panel A for HCT116 RIP140 versus HCT116 GFP stable cells, previously 

described. C) Summary table of the results shown in panels A and B.  

 

Figure 6. RIP140 affects the response to cytotoxic drugs. 

A) MEF WT and RIPKO cells were exposed to increasing doses of 5-FU (from 0.1 to 

10 µM) or vehicle. Optical density of diluted formazan crystals was expressed in 

percentage relative to the control. IC50 values of each cell type were mentioned. The 

p-value indicates the significance of the comparison of IC50 between each cell type 

dose response after nonlinear regression performed with the GraphPad® software. 

B) Non-linear regression of HCT116 GFP and HCT116 RIP140 stable cells dose 

response to the same increasing doses of 5-FU. IC50 and the p-value of the 

comparison between each cell type were mentioned. C) Same experiment described 

in panel A with increasing doses of oxaliplatin (from 0.1 to 50 µM). D) Same as in 

panel C with HCT116 stable cells exposed to oxaliplatin (from 0.05 to 50 µM). E) 

MEF WT and RIPKO cells were exposed to SN38 (from 0.01 to 0.1 µM), the active 

metabolite of irinotecan. F) Exposition of HCT116 stable cells to SN38 (from 0.0001 

to 0.05 µM). 

 

Figure 7. Biological characterization of the RIPMSI frame shift mutation. 

A) Schematic representation of the RIP140 wild-type (1158 amino-acids) and 

truncated protein (732 aa) which is referred to as RIPMSI. The C-terminal domain of 

the mutant protein exhibits four different amino-acids as compared to the wild-type 

RIP140 protein (RKLP). B) Immunolabelling of HCT116LR cells transiently co-

transfected with the pmCherry-RIP140 (red fluorescence signal) and the pEGFP-

RIPMSI (green fluorescence signal) expression vectors to detect both localizations of 

the wild-type and the mutant form of RIP140 proteins (40x). C) Intrinsic 

transrepression of increasing doses of a RIP140 expression vector in transiently 

transfected HCT116LR cells with a Gal4DBD construct. D) Cell proliferation of stably 

transfected RIPKO MEF cells overexpressing either the GFP alone (in white) or the 

GFP fused with the wild-type (in black) or the mutant (in grey) form of RIP140 was 

quantified at days 4 and 6. Absorbance of formazan crystals was read on a 

spectrophotometer. Results represent fold change ± S.D. vs levels in GFP cells after 

normalisation of each condition to the cell density at day 1; n=3 independent 

experiments. A Kruskal-Wallis test was used for statistical analysis (ns = not 
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significant, ** p<0.01 and *** p<0.001). E) Stable RIPKO MEF cells (expressing the 

GFP, RIP140 or RIPMSI) were exposed to increasing doses of 5-FU. IC50 of each cell 

type and the p-value of the comparison between the three different nonlinear 

regression curves were mentioned in the graph. 

 

Figure 8. Effect of the RIPMSI frame shift mutation on MSH2 and MSH6 

expression. 

A) mRNA quantification of MSH2 and MSH6 genes in stable RIPKO MEF cells 

expressing either the GFP alone (in white) or the GFP fused with the wild-type (in 

black) or the mutant form (in grey) of RIP140; n=3 independent experiments. B) 

Luciferase reporter experiments on the pGL3-MSH2-Luc reporter promoter were 

performed with increasing doses of the wild-type and the mutant pEF-cmyc-

RIP140/MSI2 expression vectors. Values represent means ± S.D. n=3 independent 

experiments. C) mRNA quantification of RIP140, MSH2 and MSH6 in HT29 CRC 

cells transiently transfected with pEGFP, pEGFP-RIP140 or a pEGFP-RIPMSI 

expression vectors. D) Relative mRNA level of MSH2 and MSH6 after stable 

overexpression of the RIPMSI protein in RIPKO MEF versus RIPWT MEF cells. 

Values represent means ± S.D. n=3 independent experiments. E) Western Blot 

analysis of MSH2 and MSH6 proteins of whole cell extracts of MEF RIPWT cells 

stably transfected with the GFP or the RIPMSI plasmids. F) Western Blot analysis of 

MSH2 and MSH6 proteins of whole cell extracts of RIPKO MEF cells stably 

transfected with the GFP or the RIPMSI plasmids. A Kruskal-Wallis test was used for 

statistical analysis (ns = not significant, ** p<0.01 and *** p<0.001). 

 

Figure 9. RIPMSI mutation in MSI CRC samples 

A) Repartition of the frequency of the RIPMSI mutation among the 126 colorectal 

cancer samples depending on MMR genetic or epigenetic alteration. B) Kaplan-Meier 

plots of overall survival of patients according to the detection or not of the RIPMSI 

mutation in the tumoral DNA. 
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LEGENDS TO SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Supplementary Figure 1. RIP140 regulates MSH2/6 expression in transiently 

transfected HCT116 cells. 

A) RIP140, MSH2 and MSH6 mRNA quantification after transient transfection of a 

RIP140 expression vector (indiquer la quantité) in HCT116LR cells. Values represent 

means ± S.D. n=3 independent experiments. A Mann-Whitney test was used for 

statistical analysis (** p<0.01 and *** p<0.001). B) mRNA relative quantification of the 

RIP140 gene expression and immunolabelling of the corresponding protein after 

transient knock-down of RIP140 in HCT116HR cells using another specific siRNA 

than the siRNA used in Figure 2B. 

 

Supplementary Figure 2. RIP140 regulates MSH2/6 expression in other CRC 

cells.  

A) mRNA quantification of RIP140, MSH2 and MSH6 genes by RT-qPCR in stable 

SW480 cells generated as the HCT116LR cells stably overexpressing RIP140 

(shown in Figure 2A). Results represent fold change ± S.D. vs levels in control cells 

after normalization to 28S mRNA. n=3 independent experiments. B) Western-blot 

analysis for MSH2 and MSH6 protein expression from whole cell extracts of the cells 

described above. C) mRNA quantification of the same genes in RKO cells after 

transient knock-down of the RIP140 gene. Results represent fold change ± S.D. vs 

levels in control cells after normalization to 28S mRNA. n=3 independent 

experiments.  D) MSH2 and MSH6 protein expression of whole cell extracts from 

these RKO transient cells after transient knock-down of RIP140.  

A Mann-Whitney test was used for statistical analysis (** p<0.01 and *** p<0.001). 

 

Supplementary Figure 3. Expression of MSH2 and MSH6 in HCT116 cells used 

to monitor microsatellite instability. 

Quantification of RIP140, MSH2 and MSH6 mRNA levels in two authentified HCT116 

cell lines displaying a differential of RIP140 gene expression used to monitor 

microsatellite instability. Values represent fold changes ± S.D. corrected by 28S 

mRNA and normalized to HCT116LR. 
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Supplementary Figure 4. RIP140 affects the response to cytotoxic drugs.  

A) Summary table of the different drugs tested with MEF WT versus MEF RIPKO 

cells and the HCT116LR GFP and RIP140 stable cells. This table contains IC50 ratios 

between each cell type and the p-values of their comparison. B) Nonlinear regression 

of dose response curves of MEF WT and RIPKO exposed to increasing doses of 

hydroxyurea (from 0,15 to 1,2mM). C) Same as in panel B) with HCT116 stable cells. 

D and E) Nonlinear regression of gemcitabin dose response (from 0,5 to 500nM) in 

MEF and HCT116 cells respectively.  

 

Supplementary Figure 5. Biological characterization of a RIP140 frame shift 

mutation. 

A) RIP140 and GFP mRNA quantification in RIPKO MEF cells stably transfected with 

the pTRIPZ-GFP plasmids to monitor RIP140 and RIPMSI expression levels. B) 

RIP140, MSH2 and MSH6 immunofluorescence in RIPKO stably transfected MEFs. 

C) Same measurement than in panel A but in HT29 transiently transfected CRC cells. 
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Table S1: Primer sequences 

Gene 

Symbol 
Forward Sequence Reverse Sequence 

mLacZ CCGGTCGCTACCATTACCAG CCGATTGTCTGTTGTGCC 

mRIP140 AGAACGCACATCAGGTGGCA GATGGCCAGACACCCCTTTG 

mMSH2 TGGCAGTTTTTGTGACTCCT AAGGAACTCGTGGTTTTCCA 

mMSH6 AGGCAAAGGATCTCAACGG TTAGCCCAAACCAAATCACC 

hRIP140 AATGTGCACTTGAGCCATGATG TCGGACACTGGTAAGGCAGG 

hMSH2 TTCTGACTTCTCCAAGTTTCAGG GGATCAAATGAAGGTTTTACAAGG 

hMSH6 GCGAAGAACCTCAACGGAG CAGGGGTAACCCTCCATCTT 

 



 



Table 1 

Table 1. Patients and tumor characteristics 

  N = 126 

Age at diagnosis 

(median, years)  
54.7 [20.7-93.9] 

Sex 

     Male 58 (46%) 

     Female 68 (54%) 

Tumor site 

     Colon 108 (85.7%) 

     Rectum 18 (14.3%) 

pTNM stage 

     0 2 (1.6%) 

     I 18 (14.3%) 

     II 58 (46%) 

     III 37 (29.4%) 

     IV 9 (7.1%) 

     MD 2 (1.6%) 

MMR mutation 

     No 69 (54.8%) 

     Yes 57 (45.2%) 



B A 

C 

Figure 1 

W
T

 
R

IP
K

O
 

MEF 

WT RIPKO 

MSH2 
(104kDa) 

β-actin 

MSH6 
(163kDa) 

β-actin 

D 

E 

RIP140 regulates MutSα expression  

in mouse tissue and cells 

0 

50 

100 

150 

M
e

a
n

 i
n

te
n

si
ty

/µ
m

² 

0 

100 

200 

300 

M
e

a
n

 i
n

te
n

si
ty

/µ
m

² 

0 

40 

80 

120 

MSH6 
A

U
 

MSH6 

MSH6 MSH6/ Hoechst 

MSH2 

M
E

F
 W

T
 

M
E

F
 R

IP
K

O
 

MSH2 MSH2/ Hoechst 

0 

40 

80 

120 

MSH2 

A
U

 

 WT 
 RIPKO 

0 

1 

2 

RIP140 MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l 

 WT 

 RIPKO 

*** *** 

0

2

4

MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l

RIPKO 

WT 

RIPTg 



B 

A 

C 

D 

Figure 2 

GFP RIP140 

MSH6  
(163kDa) 

MSH2  
(104kDa) 

β-actin 

HCT116 

RIP140 regulates MutSα expression  

in HCT116 CRC cells 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

MSH2 

M
e

a
n

 i
n

te
n

si
ty

/µ
m

² 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

MSH6 

M
e

a
n

 i
n

te
n

si
ty

/µ
m

² 

siCTRL siRIP140 

HCT116 

0 

1 

2 

3 

MSH2 MSH6 

** *** 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

RIP140 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l 

GFP 

RIP140 

*** 

0 

50 

100 

150 

200 

250 

MSH2 MSH6 

A
U

 

GFP 
RIP140 

0 

1 

2 

RIP140 MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l 

siCTRL 

siRIP140 

*** *** ***

0

50 

100 

150 

200 

250 

RIP140 

M
e

a
n

 i
n

te
n

si
ty

/µ
m

² 

siCTRL 

siRIP140 



pGL3-MSH6-Luc promoters 

B 

A 

C 

Figure 3 

RIP140 regulates MutSα at the transcriptional level 

in CRC cells 

pGL3-MSH2-Luc promoters 

Faire delta ATG 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

0 150 200 

%
 R

LU
 

MSH6 

MSH6M1-2/7 

RIP140 expression vector [ng] 

* 

* 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

0 75 200 

%
 R

LU
 

MSH2 

MSH2m1 

** 

** 

RIP140 expression vector [ng] 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

0 75 150 200 

%
 R

LU
 

MSH6 

** 

*** 

*** 

RIP140 expression vector [ng] 

0 

50 

100 

150 

200 

0 75 150 200 

%
 R

LU
 

RIP140 expression vector [ng]

* 

** 
MSH2 



B 

A 

Figure 4 

Correlation of RIP140 expression  

with MSH2 and MSH6 in human CRC tumors 

C 

  MSH2 MSH6 

  r p r p 

All samples   
0.65  <2.2E-16 0.57  <2.2E-16 

(n=396) 

MSS samples  
0.73  <2.2E-16 0.63  <2.2E-16 

(n=247) 

MSI samples   
0.58  <1E-03 0.23  0,232 

(n=29) 

RIP140 

M
S

H
2

 

M
S

H
6

 

RIP140 

MSH2 MSH6 

r p r p 

All samples 

(n=415)  
0,43 <2.2E-16 0,31 <4E-12 

C1 group 

(n=46) 
0,78 9,00E-11 0,67 3,00E-07 

C2 group 

(n=75) 
0,37 <1E-3 0,15 NS 

C3 group 

(n=66) 
0,50 <3E-5 0,49 2,50E-05 

C4 group 

(n=51) 
0,20 NS 0,3 <0,05 

C5 group 

(n=100) 
0,22 <0,05 -0,003 NS 

C6 group 

(n=77) 
0,55 <2E-7 0,43 <8E-5 



H
C

T
1

1
6

LR
 

BAT-26 MONO-27 NR-21 Penta D 

H
C

T
1

1
6

H
R

 

BAT-25 Penta C NR-24 

H
C

T
1

1
6

 R
IP

1
4

0
 

H
C

T
1

1
6

 G
F

P
 

BAT-26 MONO-27 NR-21 Penta D BAT-25 Penta C NR-24 

Marker HCT116LR HCT116HR HCT116 GFP HCT116 RIP140 

BAT-25 Unstable Stable Unstable Stable 

BAT-26 Unstable Stable Unstable Stable 

MONO-27 Unstable Unstable Unstable Stable 

NR-21 Unstable Stable Stable Unstable 

NR-24 Stable Unstable Unstable Stable 

4/5 2/5 4/5 1/5 

Figure 5 

RIP140 influences microsatellite instability  

in CRC cells 

A 

B 

C 



RIP140 affects the response to cytotoxic drugs 

E 

Figure 6 

B A 

C D 

0.01 0.1 1 10 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 WT 
RIPKO 

Log [5-FU] 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

  

IC50 WT = 4.9 µM 

IC50 RIPKO = 2.4 µM 

p < 0.005 

0.01 0.1 1 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 
WT 
RIPKO 

Log [SN38] 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

IC50 WT = 0.10 µM 

IC50 RIPKO = 0.05 µM 

p < 0.05 

IC50 GFP = 0.3 µM 

IC50 RIP140 = 0.8 µM 

p < 0.001 

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 GFP 
RIP140 

Log [5-FU] 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

  
  

Log [SN38] 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 
GFP 

RIP140 

IC50 GFP = 0.1 µM 

IC50 RIP140 = 0.2 µM 

p < 0.05 

F 

-1 0 1 2 3 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 
WT 

RIPKO 

Log [Oxaliplatin] 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

IC50 WT = 12.2 µM 

IC50 RIPKO = 5.5 µM 

p < 0.05 

-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 
GFP 

RIP140 

Log [Oxaliplatin] 

IC50 GFP = 0.1 µM 

IC50 RIPKO = 0.4 µM 

p = 0.01 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 



B 

A 

C 

D E 

Figure 7 

Biological characterization  

of the RIPMSI frame shift mutation 

-2 -1 0 1 
0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 GFP 
RIP140 
RIPMSI 

Log [5-FU] 

IC50 GFP = 1.03 µM 

IC50 RIP140 = 1.50 µM 

IC50 RIPMSI = 0.56 µM 

p < 0.05 

%
 O

D
 (

5
6

0
n

m
) 

HCT116 

RIP140 RIPMSI 

Merge Merge/Hoechst 0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

0  75 150 

RIP140 

RIPMSI  

%
 R

LU
 

Expression vector  [ng] 

0 

1 

2 

4d 6d 

O
D

 (
5

6
0

n
m

) 

GFP 
RIP140 
RIPMSI 

*** 
*** 

*** 

** 

ns ns 

Time 



B A 

C 

E F 

Figure 8 

Effect of the RIPMSI frame shift mutation 

on MSH2 and MSH6 

D 

0 

50 

100 

150 

MSH2 

A
U

 

GFP 
MSI2 

0 

50 

100 

150 

MSH6 

A
U

 

GFP 
MSI2 

0 

50 

100 

150 

MSH2 

A
U

 

GFP 
MSI2 

0 

50 

100 

150 

MSH6 

A
U

 

GFP 
MSI2 

0,0 

0,5 

1,0 

1,5 

2,0 

2,5 

MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l 

GFP 

RIP140 

RIPMSI 

0 

1 

2 

MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 le

ve
l 

GFP 
KOMSI 

WTMSI 

*** 
*** 

ns 

ns ns 

ns 

0 

1 

2 

MSH2 MSH6 

R
e

la
ti

ve
 m

R
N

A
 l

e
ve

l 

GFP 
RIP140 
RIPMSI 

*** 

** 
ns 

ns ns 

ns 

MEF WT 

GFP RIPMSI 

MSH2  
(105kDa) 

MSH6  
(163kDa) 

β-actin 

β-actin 

MEF KO 

GFP RIPMSI 

MSH2  
(105kDa) 

MSH6  
(163kDa) 

β-actin 

β-actin 

0 

50 

100 

150 

200 

%
 R

LU
 

CTRL 
RIP140 
RIPMSI 

** ** 

MSH2 

ns 



A 

B 

RIPMSI mutation in MSI CRC samples 

Figure 9 
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RIP140 regulates MSH2/6 expression in 

transiently transfected HCT116 CRC cells 

Figure S1 
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RIP140 regulates MSH2/6 expression in 

other CRC cells 
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Expression of RIP140, MSH2 and MSH6  

in HCT116LR and HR  cells  

used to monitor microsatellite instability 
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RIP140 affects response to cytotoxic drugs 

Figure S4 
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Figure S5 

Biological characterization  

of the RIPMSI frame shift mutation 
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1.3. Résultats annexes  

1.3.1. Autres gènes MMR 

Les mêmes modèles cellulaires et les mêmes techniques de quantification de l’expression 

des gènes, que ceux décrits précédemment, ont été utilisés pour évaluer l’expression d’autres 

membres du système MMR. Les gènes MSH3 et PMS2 apparaissent régulés positivement par 

RIP140 de manière significative (Figure 33). Il est intéressant de rappeler ici que MSH3 est 

l’un des deux partenaires potentiels de MSH2, qui participe également à la reconnaissance des 

dommages. PMS2 quant à lui est le partenaire de MLH1 portant l’activité endonucléasique du 

complexe MutLα. A l’inverse, l’expression du gène MLH1 ne semble pas être modulée 

significativement par les niveaux d’expression de RIP140. Il en est de même pour les gènes 

MSH4 et MSH5, mais qui ne participent pas à l’activité de réparation du système MMR 

(résultats non montrés).  

 

Figure 33 Effet de RIP140 sur l’expression de MSH3, PMS2 et MLH1 
A) Fibroblastes embryonnaires murins MEF-WT et MEF-RIPKO, B) Lignée colorectale HCT116 
surexprimant de manière stable le vecteur d’expression codant RIP140 ou la GFP seule et C) Lignée 
de CCR RKO transitoirement transfectée par siCTRL ou siRIP140. Les résultats sont en unités 
arbitraires et représentent les niveaux de variation par rapport à leur contrôle respectif, après correction 
des niveaux d’expression par un gène de normalisation. Chaque quantification a été réalisée en 

triplicat et le test de Mann-Whitney a été utilisé pour l’analyse statistique (** p<0.01 and *** 

p<0.001). 
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1.3.2. Lignées résistantes 

La modulation de l’expression de RIP140 entraîne des variations de la sensibilité cellulaire à 

plusieurs molécules cytotoxiques. Il est apparu important de comprendre le lien de causalité potentiel 

entre la régulation d’expression de gènes majeurs du système MMR et ces différences de sensibilité 

observées. Des clones de cellules HCT116, présentant différents niveaux de résistance au SN38 ont été 

générés par une équipe de l’IRCM (M. Del Rio, C. Gongora), qui s’intéresse aux mécanismes 

moléculaires de la résistance. Ces clones résistants ont été obtenus en exposant des cellules HCT116 

sensibles (HCT116-s, IC50 = 1,9 nM) à des concentrations croissantes de SN38 (Candeil et al., 2004). 

Il n’a pas été relevé de résistance croisée de ces clones avec la doxorubicine, le 5-FU et l’oxaliplatine. 

Ces clones résistants au SN38 présentent des mutations de la topoisomérase I (cible du SN38), qui 

diminuent la formation de cassures double-brin induites par le SN38, sans en affecter l’expression ni 

l’activité (Gongora et al., 2011). L’obtention des ARNm de différents clones sensibles et résistants 

traités ou non par une dose de 0,5 µM de SN38 (Tableau 13), ont permis la quantification des gènes 

MSH2 et MSH6 afin d’analyser si l’expression de ces gènes est modifiée en fonction de la sensibilité 

ou non des cellules au SN38. 

 

 
 

Tableau 13 Caractéristiques des clones HCT116 sensibles et résistants au SN38 
Adapté de (Candeil et al., 2004) 

 

L’expression de MSH2 semble diminuer avec l’augmentation du niveau de résistance au 

SN38, en dehors de tout traitement, alors que celle de MSH6 reste stable, excepté pour le plus 

haut niveau de résistance. D’autre part, l’expression de ces deux gènes augmente lors du 

traitement ponctuel d’un clone sensible et elle apparaît diminuée lors du traitement des clones 

résistants jusqu’à un certain niveau de résistance où la tendance s’inverse à nouveau, tout en 

demeurant inférieure aux cellules non traitées.  
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Figure 34 Expression de MSH2 et MSH6 dans des clones HCT116 résistants au SN38 
Quantification de l’ARNm de (A) MSH2 et (B) MSH6, dans les clones décrits ci-dessus après un 
traitement de 24h par 0,5 µM de SN38. Les résultats sont donnés en unités arbitraires et représentent 
les niveaux de variation de l’expression de ces gènes par rapport au clone sensible non traité, après 
correction des niveaux d’expression par un gène de normalisation. 
 

La difficulté d’interprétation de ces résultats et l’impossibilité de quantifier des variations 

d’expression de RIP140 au sein de cette lignée colorectale, ont motivé la génération de 

cellules résistantes au SN38 dans une lignée de CCR stable (MSS), HT29, qui présente un 

plus haut niveau d’expression endogène de RIP140. Après évaluation de l’IC50 des ces 

cellules au SN38 (0,96nM), la concentration de départ choisie a été de 4pM et elle a été 

augmentée jusqu’à 48pM. Les augmentations de doses ont été réalisées à chaque passage, en 

fonction de la tolérance des cellules. L’expression des gènes MMR a été évaluée ainsi que 

l’évolution de la réponse cytotoxique au SN38 de ces cellules capables de croître sous une 

pression de sélection de cette molécule en comparaison à la lignée parentale entretenue 

parallèlement.  

 

La viabilité cellulaire après exposition au SN38 des clones obtenus sous pression de 

sélection a été évaluée par la technique de MTT, préalablement décrite. La courbe dose 

réponse de ces cellules entretenues sous pression de sélection, présente un IC50 

significativement différent et augmenté par rapport à la lignée sauvage (Figure 35).  
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Figure 35 Courbes dose réponse de cellules HT29 résistantes au SN38 
Dose réponse au SN38 (0 à 100 nM) des cellules HT29 WT et HT29 entretenues avec une 
concentration de 44 pM de SN38. Les résultats de densité optique mesurée à 560 nm sont exprimés en 
pourcentage de la condition donnée non traitée. 
 

La pression de sélection exercée par le SN38 au sein des cellules HT29 entraîne une 

diminution de l’expression de MSH2 et MSH6, comme cela a été observé précédemment au 

sein des lignées HCT116 résistantes au SN38. Seul le gène MSH3 semble suivre la tendance 

d’expression de RIP140 (Figure 36). 

 

 
Figure 36 Expression des gènes RIP140 et MMR au sein de cellules HT29 résistantes au 

SN38 
Expression relative des gènes RIP140, MSH2, MSH6 er MSH3 analysée par RT-qPCR au sein de 
cellules HT29 capables de croître sous une pression de sélection de 24pM de SN38 en comparaison 
aux cellules sauvages.  
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1.3.3. Autre niveau de dialogue entre RIP140 et le complexe MutSα  

RIP140 est une protéine essentiellement nucléaire, de même que MSH2 et MSH6. La 

lignée colorectale HT29 affiche un phénotype microsatellitaire stable et elle présente de plus 

forts niveaux d’expression de RIP140 que d’autres lignées colorectales (telles que les 

HCT116). Ces deux caractéristiques ont justifié son utilisation pour réaliser des expériences 

de PLA (Proximity Ligation Assay) afin de mettre en évidence la proximité physique de 

RIP140 avec MSH2 et MSH6. Les cellules sont ensemencées, fixées, perméabilisées et 

saturées de la même façon que décrit plus haut pour une expérience d’immunofluorescence 

(IF) classique. Le protocole du kit Duolink II® proximity ligation assay kit (Eurogentec®) a 

ensuite été suivi selon les instructions du fabricant. Les anticorps primaires utilisés sont le 

sc9459, SantaCruz® pour RIP140, les anticorps spécifiques de MSH2 et MSH6 ont été décrits 

précédemment. Les images ci-dessous illustrent les résultats obtenus au grossissement (x40) 

avec le microscope droit à fluorescence Axio Imager.M2® (ZEISS) (Figure 37).  

 

 
 

Figure 37 Proximité de localisation nucléaire de RIP140 avec les protéines MSH2 et MSH6 
A gauche, images obtenues de chaque protéine, individuellement, RIP140, MSH2 et MSH6, dans la 
lignée CCR humaine HT29 au grossissement x40. A droite, de haut en bas, sont présentés les résultats 
obtenus dans le puits contenant seulement l’anticorps secondaire de révélation (II), utilisé comme 
contrôle négatif et les signaux donnés par la proximité de localisation entre les protéines RIP140 et 
MSH2 et RIP140 et MSH6.  

 

Ces images suggèrent une proximité de localisation de ces protéines, ce qui semble cohérent, 

au vu de leurs fonctions respectives. Les images d’IF de l’expression de MSH2 et MSH6, 

illustrent leur différence d’expression, les foci formés par MSH2 sont plus larges et épars que 

ceux de MSH6. Cette différence de répartition se retrouve dans cette expérience de proximité 

de localisation de ces protéines avec RIP140.  
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Partie 2 

RIP140 & Pol Kappa 
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2. Régulation transcriptionnelle du gène POLK par RIP140 

2.1. Introduction 

Le maintien de l’intégrité du génome repose sur des points de contrôle détectant le 

blocage des fourches de réplication et stimulant les réponses cellulaires appropriées et 

l’intervention de multiples systèmes capables de réparer ou tolérer les dommages de l’ADN. 

La dysfonction de l’un de ces systèmes peut entraîner une réplication incomplète, favorisant 

l’instabilité génétique. Au sein de la famille Y des polymérases translésionnelles (TLS), la 

polymérase Polκ possède la capacité particulière d’assurer la réplication des séquences 

microsatellitaires du génome avec une plus grande précision que les polymérases réplicatives 

(Hile et al., 2011). L’expression de Polκ est diminuée dans les CCR et le phénotype 

d’instabilité génétique consécutif à une telle diminution semble refléter la perte de ses 

fonctions physiologiques, à savoir, la synthèse des séquences microsatellitaires, des formes 

d’ADN non B, l’activation des points de contrôle du cycle cellulaire et la réponse aux 

dommages de l’ADN (Pillaire et al., 2014).  

Les nombreuses fonctions croisées des TLS et du système MMR (Lupari et al., 2012; Lv 

et al., 2013; Tsaalbi-Shtylik et al., 2015), nous ont amenés à étudier les effets du corégulateur 

transcriptionnel RIP140 sur l’expression de cette polymérase. Les niveaux de régulation 

observés des gènes MMR sont modestes mais plusieurs membres de ce système sont affectés 

simultanément, de même que l’expression de la polymérase Polκ.  

En perturbant la régulation d’expression d’acteurs prépondérants du maintien de la 

stabilité des régions microsatellitaires du génome, RIP140 et sa mutation peuvent affecter plus 

largement l’instabilité microsatellitaire des cancers, où des altérations directes de ces gènes 

impliqués dans la réparation ne sont pas retrouvées.  

 

Ce travail a donné lieu à un article en soumission pour publication, intitulé :  

“Transcriptional regulation of POLK gene expression by RIP140 

in colon cancer cells” 

 

2.2. Article 
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ABSTRACT 

The transcription factor RIP140 (Receptor Interacting Protein of 140 kDa) is involved 

in sporadic and familial intestinal tumorigenesis in particular through its positive effect 

on the expression of the MSH2 and MSH6 genes which encode the MutSa complex 

critical for the mismatch repair system. By using different mouse models together 

with engineered human colorectal cancer cell lines, we demonstrated in the present 

work that RIP140 positively regulates, at the transcriptional level, the expression of 

the POLK gene which encodes a translation synthesis polymerase involved in 

microsatellite stability. This regulation seems to involve the p53 tumor suppressor 

since it was abolished in HCT116 CRC cells lacking the TP53 gene. In different 

cohorts of CRC biopsies, a strong positive correlation was observed between RIP140 

and POLK gene expression. Finally, the cellular response to methyl methane 

sulfonate, an alkylating drug which induces DNA lesions known to be bypassed by 

Polκ, was altered in cells lacking the RIP140 gene. In conclusion, the regulation of 

POLK gene expression by RIP140 could reinforce its impact on the expression of the 

MutSa complex and thus participate in the control of genome integrity, in particular in 

the maintenance of microsatellite stability. 

192 words 

 

Keywords: Colorectal cancer, RIP140, translation synthesis polymerase, Pol Kappa, 

genome stability.  
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INTRODUCTION 

Colorectal cancer (CRC) is one of the most frequent cancers worldwide and genetic 

instability exerts a driving role in this malignancy [1]. The mismatch repair (MMR) 

system is one of the various cellular systems involved in the maintenance of genome 

integrity through the correction of mistakes that occur during DNA replication. Once 

impaired (as it occurs in 2-3% of CRC cases with an inherited component including 

Lynch syndrome [2],[3]), it generates microsatellite instability (MSI) and a 

hypermutated tumor phenotype with a high frequency of point and frameshifts 

mutations [4],[5]. 

In addition to molecular machineries which cope DNA repair, mammalian cells 

possess enzymes with translesion DNA synthesis (TLS) activity. The POLK gene 

encodes one of the Y-family TLS polymerases which possesses unique DNA 

damage bypass and fidelity profiles without proofreading exonuclease activity [6]. 

Interestingly, Polκ seems to protect against spontaneous mutagenesis, as evidenced 

by the generation of POLK -/- mice which have a spontaneous mutator phenotype in 

various tissues and, as a consequence, a shorter survival than wild-type or 

heterologous mice [7]. Polκ seems also to play an important role in preventing DNA 

damage-induced toxic effects of methylnitrosourea which is dependent of MMR 

system [8], thus supporting a link between the two mechanisms. Indeed, recent data 

suggested that Polκ could be involved in MSI maintenance [9]. Interestingly, Polκ 

interacts with MSH2 [10] and partially protects human cells from the MMR-dependent 

cytotoxicity of O6-methylguanine lesions [8].  

Our laboratory recently reported that the RIP140 (Receptor Interacting Protein of 

140kDa) gene was involved in normal and tumoral development of the intestinal 

epithelium. RIP140, also known as NRIP1 (Nuclear Receptor-Interacting Protein 1), 

was first identified as a transcriptional repressor of nuclear hormone receptors 

[11],[12]. We and others then characterized RIP140 as a coregulator of various 

transcription factors, including for instance E2F [13] or NFKB [14]. The repressive 

activity of RIP140 involves several inhibitory domains interacting with histone 

deacetylases [15] and is controlled by different post-translational modifications [16]. 

Using a mouse model lacking the RIP140 gene, a wide range of physiological 

processes were shown to be regulated by RIP140, including female fertility [17] and 

mammary gland morphogenesis [18], fat metabolism [19], proinflammatory cytokine 

response [20] or cognition [21].  
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In the intestinal epithelium, our laboratory demonstrated that RIP140 inhibits the 

Wnt/b-catenin signaling pathway and, as a consequence, exerts an anti-proliferative 

effect [22]. In line with this biological role, RIP140 expression decreased in CRC 

samples as compared to the adjacent healthy tissue. Interestingly, in sporadic CRC, 

RIP140 mRNA and protein levels significantly correlated with a better overall survival 

of patients and were identified as good prognosis markers [22]. More recently, we 

demonstrated that RIP140 was acting as a transcriptional regulator of MSH2 and 

MSH6 gene expression and could be involved in MSI regulation in CRC cells 

(Palassin et al, submitted for publication). Interestingly, a frame shift mutation in the 

RIP140 coding sequence was identified in MSI CRC tumors, mainly with a familial 

history, but without any mutation of the genes encoding the MMR system. 

In the present study, we demonstrated that RIP140 positively regulates POLK gene 

expression at the transcriptional level via a p53-dependent mechanism. A strong 

correlation was observed between the expression of the RIP140 and POLK genes in 

CRC biopsies. Moreover, MEFs knocked-out for the RIP140 gene were shown to be 

more sensitive to methyl methane sulfonate (MMS), a drug known to induce DNA 

lesions dealt by Polκ. We propose that the modulation of POLK gene expression by 

RIP140 could reinforce its effect on the maintenance of genome integrity and more 

particularly, on microsatellite stability. 

 

 

RESULTS 

RIP140 regulates POLK gene expression in mouse models 

To decipher the role of RIP140 on the regulation of the POLK polymerase gene 

expression, we first used transgenic mice in which the RIP140 gene was either 

knocked-out (RIPKO mice) or overexpressed (RIPTg mice) [23]. As shown in Figure 

1A, a significant decrease in the levels of POLK mRNA was observed in the intestinal 

epithelium of RIPKO mice, whereas an increase was noted in RIPTg mice as 

compared to wild-type animals (WT). These regulations appeared specific since the 

expression of other TLS polymerase genes from the Y subfamily such as POLI did 

not vary between the different genotypes (Figure 1A and data not shown). The 

steady-state levels of POLK mRNA were also significantly reduced in immortalized 

mouse embryonic fibroblasts (MEFs) derived from the RIPKO mice as compared to 

cells isolated from WT animals (Figure 1B). Altogether, these results demonstrate 
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that RIP140 positively controls the expression of the POLK gene in mouse cells and 

tissues. 

 

RIP140 regulates POLK gene expression in CRC cells 

To get closer to the human pathology, we then analyzed the effect of RIP140 on 

POLK gene expression in human CRC cell lines. We confirmed the increased 

expression of the POLK gene at the mRNA levels in HCT116 cells either stably 

overexpressing RIP140, (Figure 1C) or transiently transfected with a RIP140 

expression vector (Figure 1D). As expected, when the expression of the RIP140 

gene was silenced in HCT116 or RKO CRC cells, a significant decrease in POLK 

mRNA accumulation was noticed (Figure 1E and F, respectively). Moreover, the 

reduction of POLK gene expression was also observed at the protein level after 

RIP140 silencing in RKO cells (Figure 1G). In order to eliminate possible off-target 

effects, we used another RIP140-targeting siRNA which raised the same effects on 

POLK gene expression in HCT116 cells (supplementary Figure S1A). As shown in 

supplementary Figure S1B, the same regulation of POLK mRNA levels was observed 

upon RIP140 ectopic expression in the metastatic SW620 CRC cell line and under 

ectopic expression or silencing in HT29 CRC cells (Figure S1C and D).  

 

Transcriptional regulation of POLK gene transcription in CRC cells 

To decipher the mechanisms underlying the positive regulation of POLK gene 

expression by RIP140, we set up transient transfection experiments of HCT116 cells 

using luciferase reporter constructs encompassing the proximal promoter region of 

the POLK gene (Figure 2A). As observed in Figure 2B, RIP140 significantly 

increased, in a dose-dependent manner, the luciferase activity driven by the POLK 

gene promoter, thus supporting a positive transcriptional regulation by RIP140. The 

same effects were observed in other CRC cells including RKO, SW480 and SW620 

cells (Figure 2C).  

 

Mechanism of the transcriptional regulation by RIP140 

Although RIP140 was first identified as a transcriptional repressor, we and others 

have reported positive regulation of gene expression (for a review see [24]). In 

particular, we described a transcriptional activation of gene expression by RIP140 

through Sp1-mediated mechanisms [25]. Since the POLK gene promoter exhibits 
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Sp1 binding sites, we tested if the deletion of these sites affected the transcriptional 

response to RIP140 ectopic expression. As shown in Figure 2D, the induction of 

luciferase activity by RIP140 was significantly reduced when we used the Sp1-

deleted reporter construct (POLK29) suggesting that the regulation of POLK gene 

expression by RIP140 might be, at least in part, Sp1-mediated. The transcription 

factor p53 has been reported to play a role in the transcriptional regulation of the 

POLK gene [26],[27]. By using HCT116 cells expressing or not the TP53 gene, we 

showed that the positive induction of the POLK gene after ectopic expression of 

RIP140 appeared to require the presence of p53. Indeed, the regulation of POLK 

gene expression by RIP140 was abolished in HCT116 p53-/- cells when monitored at 

the mRNA level (Figure 2E) or using a luciferase reporter assay (Figure 2F). 

 

The RIPMSI mutation impairs the regulation of POLK gene expression  

We recently identified a frameshift mutation in the RIP140 coding sequence in MSI 

CRCs (Palassin et al, submitted for publication). This mutation (that we called RIPMSI) 

generated a truncated protein which impaired the biological activity of the RIP140 

protein. When tested on the endogenous gene expression (Figure 3A) or in luciferase 

assays (Figure 3B), the RIPMSI protein was found to be less efficient than the wild-

type (WT) protein to transactivate the POLK gene promoter. As shown in Figure 3C 

and D, the same results were obtained on endogenous gene expression in HT29 or 

SW480 CRC cells overexpressing wild-type or mutated RIP140. Interestingly, the 

RIPMSI mutant might exhibit a dominant negative effect since its ectopic expression 

significantly decreased POLK mRNA accumulation only in WT MEFs which express 

normal levels of RIP140 and not in RIPKO MEFs which no longer express the 

RIP140 gene (Figure 3E). 

 

Functional consequences of the regulation of Polκ by RIP140 

The POLK gene has been involved in the cellular response to cytotoxic drugs 

including methyl methane sulfonate (MMS) [28]. Using our engineered MEF models, 

we measured the effects of RIP140 on MMS sensitivity by comparing IC50 ratios 

between MEF WT and RIPKO. As shown in Figure 4A, we observed a significant 

increase of sensitivity to MMS when the RIP140 gene was knocked-out (IC50 ratio 

WT/RIPKO = 9.7, p < 0.05).  
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Since Polκ has also been involved in cellular protection after cisplatin exposure [29], 

we also investigated the response of MEF WT and RIPKO to this drug. As shown in 

Figure 4B, an increased sensitivity of RIPKO cells was observed after exposure to 

cisplatin (IC50 ratio WT/RIPKO = 1.9, p < 0.001). Altogether these data indicated that 

the regulation of POLK gene expression by RIP140 might be implicated in the cellular 

response to cytotoxic molecules. 

 

Correlation of gene expression in human CRC biopsies 

In order to validate in human CRC biopsies, the expression data obtained in mouse 

tissues and in CRC cells in vitro, we first reanalyzed a transcriptomic dataset from 

396 human CRC [30]. As shown in Figure 5A, we observed a very significant positive 

correlation between RIP140 and POLK mRNA levels (r=0.74; p=5.2e-69). 

Interestingly, POLK and RIP140 gene expression were significantly correlated in MSI 

tumors although the correlation appeared even better when we considered only the 

MSS tumors (Figure 5B).  

We confirmed these data in another cohort comparing the expression of “DNA 

replication” genes in CRC and in the adjacent normal mucosa [31]. We confirmed 

that RIP140 gene expression strongly decreased in the tumor (data not shown) and 

that there was a strong correlation in the expression ratio (normal vs tumoral) of the 

two genes (r=0.68; p=0.0001) (Figure 5C). 

Finally, we reanalyzed another transcriptomic dataset from the TCGA-COAD RNA-

seq data [32] obtained on 415 samples which confirmed a significant correlation 

between RIP140 and POLK (r=0.65; p<2.2e-16) mRNA levels (Figure 5D). This 

dataset was further reanalyzed taking into account the different molecular subtypes 

[33]. This allowed us to show a significant correlation with POLK in the 6 different 

subgroups (Figure 5D), in particular in the C2 group which corresponds to the MMR 

deficient (MMRd) subgroup. Interestingly, a significant positive correlation of RIP140 

gene expression with POLK expression (r=0.46; p=2e-16) was also found using a 

fourth dataset [33] thus strengthening the results (data not shown).  

 

 

DISCUSSION 

Colorectal cancer (CRC) is a frequent neoplasm with high genomic instability 

including microsatellite instability due to defects in the MMR system. We recently 
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described that the transcription factor RIP140 was a key factor in the regulation of 

intestinal homeostasis and tumorigenesis [23]. We also showed that this transcription 

factor could be involved in familial forms through the regulation of MSH2/MSH6 gene 

expression and microsatellite instability (Palassin et al, submitted for publication).  

In the present study, we demonstrated that RIP140 also strongly regulates POLK 

gene expression, both in mouse and human cells and tissues. Data obtained using 

luciferase reporter assays demonstrated that this regulation took place at the 

transcriptional level and implicated the proximal region of the POLK gene. Several 

transcription factors including p53 [27], Sp1 and CREB [34] or AhR [35] have been 

shown to control the expression of the POLK gene and some of them have their 

activity regulated by RIP140 [36]. The data presented herein suggested that p53 is a 

good candidate to mediate the regulation of POLK gene expression since the positive 

effect of RIP140 is lost in HCT116 cells no longer expressing the TP53 gene. 

Moreover, it has been shown that the HDAC inhibitor Trichostatin A was able to 

induce POLK gene expression [34]. Since RIP140 is strongly partnering with HDACs 

[37], it is possible that HDAC sequestration out of the POLK gene promoter also 

participates in the positive effect exerted by RIP140 on POLK gene transcription as 

already demonstrated for other transcription factors [25].  

By regulating POLK gene expression, RIP140 may induce phenotypic cellular 

consequences including the sensitivity to cytotoxic drugs. Indeed, it has been 

reported that Polκ was able to protect mammalian cells from the mutagenic effects of 

alkylating agents such as MMS [38] or benzo[a]pyrene (B[a]P) [39]. Our present work 

confirmed that RIP140 deregulation impacted the sensitivity to MMS. It is worth 

mentioning that the phenotypic consequences of the regulation of MutSa gene 

expression by RIP140 (Palassin et al, submitted for publication) could be intensified 

by the coordinated regulation of POLK gene expression. Indeed, this TLS 

polymerase displays a high accuracy during dinucleotide microsatellite DNA 

synthesis and has been proposed to play a role in the maintenance of microsatellite 

stability [9]. Moreover, Polκ interacts with MSH2 [10] and could therefore participate 

in the control of MutSa activity.  

POLK gene expression appeared to be significantly down-regulated in colorectal 

tumors [31] and in other tumors including lung, stomach and breast cancers [40]. 

Moreover, several lines of evidence suggest that loss of expression of Polκ in these 

malignancies contributes to genetic instability and cancer progression [41]. Depletion 
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of Polκ might lead to stalled or collapsed forks as suggested by the increase of γ-

H2AX foci in S phase [42]. In addition, the basal level of γ-H2AX is higher in POLK-

deficient mouse embryonic fibroblast cells than in their wild type counterparts [43]. 

Altogether these data suggest that POLK-defective cells exhibit an altered DNA 

replication program thus explaining the spontaneous genetic alterations observed in 

POLK-deficient mice [44]. 

Transcriptional deregulation of POLK gene expression may therefore participate in 

intestinal tumorigenesis and account, at least in part, for the tumor suppressor role of 

RIP140 that we previously suggested. Further experiments combining in vitro and in 

vivo approaches will be needed to validate this hypothesis. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Plasmids 

pRL-CMV-renilla and pGL promoters were obtained from Promega (Charbonnieres, 

France). pEF-cmyc-RIP140 was previously described[45]. pEGFP-RIP140 is a kind 

gift of Dr Johanna Zilliacus, (Karolinska Institutet, Huddinge, Sweden) [46]. pEF-

cmyc-RIPMSI was generated by mutagenesis using the QuikChange® Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene). pEF-cmyc-RIPMSI was digested with AflII and EcoRV 

enzymes and the resulting insert was cloned into pEGFP-RIP140 to create pEGFP-

RIPMSI. GFP, GFP-RIP140 and GFP-RIPMSI were PCR amplified and cloned into 

pTRIPZ previously digested with AgeI and MluI to create pTRIPZ-GFP, pTRIPZ-

RIP140 and pTRIPZ-RIPMSI respectively. All the engineered PCR constructs were 

sequenced. 

Cell culture and transfections 

Mouse embryonic fibroblasts (MEF) derived from wild-type or RIPKO mice previously 

described [23] and the stably transfected MEFs described in Palassin et al (submitted 

for publication) were grown in DMEM-F12 medium supplemented with 10% FCS, 

100U/ml penicillin, 100mg/ml streptomycin, 100mg/ml sodium pyruvate, with 40 

µg/mL puromycine for selection of stably transfected cells. HCT116, RKO, SW480 

and HT29 human colon cancer cells were grown as previously described (Palassin et 

al submitted for publication) and stably transfected with the empty pEGFP vector 

(Clontech®) or with the same vector containing the full-length human RIP140 cDNA 
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[47]. The SW620 human cell line was grown identically. HCT116-GFP and HCT116-

RIP140 cells were previously described [23] and grown in McCoy medium and 

750μg/ml G418. Small interfering RNA (siRNA) transfections were performed using 

INTERFERin® on cells seeded the day before in 6-well plate (3x105 cells per well). 

Each transfection was performed in triplicates and interference efficiencies were 

tested by quantitative RT-PCR. 

Luciferase assays 

HCT116 cells were plated in 96-well plates (2.5x104 cells per well) 24h prior to DNA 

transfection with Jet-PEI® (275ng of total DNA). The pGL3-POLK Luc and its 

truncated mutant pGL3-83 (kind gifts of J.-S. Hoffmann) [48] from which the pGL3-29 

has been constructed in the lab, have been also co-transfected in HCT116 cells. The 

pRL-CMV-renilla plasmid (Ozyme®) was used to normalize transfection efficiency. 

Firefly luciferase values were measured and normalized by the Renilla luciferase 

activity. Values were expressed as the mean ratio of luciferase activities. 

Cell proliferation and cytotoxicity assays 

Cells were seeded in quadruplicate at a density of 2.103 cells per well. At the 

indicated time, 0.5mg/ml of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) (Sigma-Aldrich®, St Louis, MO, USA) was added and incubated at 

37°C for 4h. Formazan crystals were solubilized in DMSO and absorbance read at 

560 nm on a spectrophotometer. Results were normalized to the cell density at day 1. 

For cytotoxicity assays, cells were seeded in quadruplicate in 96-well plate (2.5x103 

cells per well) and exposed the day after to increasing concentrations of cytotoxic 

drugs or to vehicle alone. The cells were exposed to the drug during six days and cell 

proliferation was quantified each day using MTT assay. Results were normalized to 

the mean optical density of the control for each day. Methylmethane sulfonate (MMS) 

and cisplatin were obtained from Sigma-Aldrich®. 

Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 

Total RNA was extracted from cells using Quick-RNA kit (Zymo Research) according 

to the manufacturer’s instructions. Total RNA (1µg) was subjected to reverse-

transcription using qScript cDNA SuperMix (QuantaBio, VWR). RT-qPCR were 

performed with the Roche LightCycler® 480 instrument and the PerfeCTa SYBR 

Green FastMix (QuantaBio, VWR) and were carried out in a final volume of 10μl 

using 0.25µL of each primer (25μM), 5μL of the supplied enzyme mix, 2.5μl of H2O 

and 2μl of the template diluted at 1:10 (See Table S1 for primer sequences). After 
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pre-incubation at 95°C, runs corresponded to 35 cycles of 15s each at 95°C, 5s at 

60°C and 15s at 72°C. Melting curves of the PCR products were analyzed using the 

LightCycler® software to exclude amplification of unspecific products. Results were 

normalized to mouse RS9 or human 28S housekeeping gene transcripts.  

Immunoblotting 

RIPA solution was used to extract whole cell proteins. Cell extract were analyzed 

after migration of 30 µg protein extract by Western blotting using a primary polyclonal 

antibody against Polκ (1/1000, Abcam ab57070). Protein quantifications were 

normalized with the actinin signal (1/1000, Millipore). 

DNA microarray analysis  

A published DNA microarray study obtained on a cohort encompassing 396 colon 

tumor samples [49] was reanalyzed for RIP140 and POLK mRNA expression. 

Statistical significance was assessed using a Spearman correlation analysis. 

Correlation between RIP140 and POLK gene expression was also studied using 

another cohort [31]. Finally, a transcriptomic data set from the TCGA-COAD RNA-

seq data obtained on 415 samples was also used [32]. 

Statistical analysis 

All experiments were conducted independently at least three times. Results were 

expressed as the mean ± standard deviation (S.D.). Statistical comparisons were 

performed with Mann-Whitney or Spearman tests. A probability level (p value) of 0.05 

was chosen for statistical significance.  
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. RIP140 regulates POLK gene expression. 

A) RT-qPCR analysis of POLK and POLI mRNA in intestinal epithelium of mice 

lacking the RIP140 gene (RIPKO) and in transgenic mice overexpressing RIP140 

(RIPTg) as compared to their WT littermates. Results for each gene are given in 

arbitrary units (AU) and expressed in fold change ± S.D. relatively to WT after 

normalization to mouse RS9 mRNA. B) Same as in panel A in immortalized MEFs 

from WT or RIPKO mice. C) HCT116 cells were stably transfected with the pEGFP-

RIP140-expressing vector, or with pEGFP alone. RIP140, POLKand POLI mRNA 

levels were checked by RT-qPCR. Results are expressed relatively to WT ± S.D. 

after normalization to human 28S mRNA. D) Same as in panel C in HCT116 cells 

transiently transfected with a RIP140 expression vector. E) RIP140 and POLK mRNA 

levels were quantified by real-time quantitative PCR in HCT116 cells transiently 

transfected with siCTRL or siRIP140 siRNAs as indicated. Results are expressed as 

fold change ± S.D. relatively to siCTRL after normalization to 28S mRNA; n=3 

independent experiments for each condition. F) Same as in panel E performed in 

RKO CRC cells. G) Polκ expression analysis by western blot of whole cell extract 

from RKO cells 48h after transient siRNA transfection. Quantifications are expressed 

in arbitrary units (AU) after normalization to actinin), used as a control of protein 

migration. A Mann-Whitney test was used for statistical analysis (*** p<0.001). 

 

Figure 2. RIP140 regulates POLK at the transcriptional level in CRC cells. 

A) Schematic representation of POLK proximal promoter cloned in a pGL3 promoter 

and the putative regulatory sites identified as well as the POLK29 deletion mutant. B) 

The proximal POLK promoter described above was transiently co-transfected into 

HCT116 cells with increasing doses of a pEF-cmyc-RIP140 expression vector and 

pRL-CMV-renilla as internal control. The reporter activity was presented as relative 

luciferase activity (RLU) as mean ± S.D.; n=3 independent experiments. C) Same 

reporter assay as in B) performed in RKO, SW480 and SW620 cells. D) Luciferase 

reporter assay performed with the two reporter vectors described in A. Values are 

means ± S.D.; n=3 independent experiments. E) Effect of RIP140 ectopic expression 

on POLK mRNA levels after transient transfection in p53WT or p53KO HCT116 cells. 

F) Transactivation of the POLK gene promoter by increasing doses of a RIP140 
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expression vector in p53WT or p53KO HCT116 cells. A Mann-Whitney test was used 

for statistical analysis (** p<0.01 and *** p<0.001). 

 

Figure 3. Effect of the RIPMSI frame shift mutation on POLK gene expression. 

A) mRNA quantification of the POLK and POLI gene in MEF RIPKO stable cells 

expressing either the GFP (white box) or the GFP fused wild-type form (black box) or 

the RIPMSI mutant form (grey box) of RIP140. B) Luciferase reporter experiments on 

the pGL3-POLK reporter promoter were performed with ectopic expression of the 

wild-type or the mutant pEF-cmyc-RIPMSI expression vectors. Values represent 

means ± S.D. n=3 independent experiments. C) mRNA quantification of the POLK 

gene in HT29 CRC cells transiently transfected with pEGFP, pEGFP-RIP140 or a 

pEGFP-RIPMSI expression vectors. D) Analyses of the mRNA expression of the 

POLK gene in MEFs cells stably transfected with the human expression vector of 

RIPMSI in a RIP140 wild-type background (MEF WT) or knock-out (MEF RIPKO) as 

compared to the control transfected with a GFP expressing vector in each condition. 

A Mann-Whitney test was used for statistical analysis (** p<0.01 and *** p<0.001). 

 

Figure 4. RIP140 expression affects the response to cytotoxic drugs. 

A) MEF WT and RIPKO cells were exposed or not to increasing doses of methyl 

methane sulfonate (from 0.5 µM to 1 mM). Optical density of diluted formazan 

crystals was expressed in percentage relative to the control. IC50 values of each cell 

type were mentioned together with the p-value of the nonlinear regression performed 

with the GraphPad® software allowing the comparison of IC50 between each cell type 

dose-response (IC50 ratio WT/RIPKO = 9.7, p < 0.05). B) Same as in panel A with 

increasing doses of cisplatin (from 0.1 to 20 µM) (IC50 ratio WT/RIPKO = 1.9, p < 

0.001).  

 

Figure 5. Correlation of RIP140 and POLK gene expression in human CRC 

samples. 

A) Correlation between RIP140 and POLK gene expression in 396 colorectal 

adenocarcinomas [30] . B) Statistical significance was assessed using a Spearman 

correlation analysis on this cohort, containing 247 microsatellite stable (MSS) and 29 

microsatellite instable (MSI) samples. Spearman correlation coefficients between 

RIP140 and POLK gene expression are indicated for the whole cohort, MSS and MSI 
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samples. C) Correlation between POLK and RIP140 gene expression in a cohort 

comparing the expression of “DNA replication” genes in CRC and in the adjacent 

normal mucosa (n = 26) [31]. D) Correlations between RIP140 and POLK gene 

expression performed with TCGA RNA-Seq cohort (n = 415) [32] showing the 

correlations found in the different CRC molecular subtypes described in this cohort.  
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LEGENDS TO SUPPLEMENTARY FIGURES 

 

Supplementary Figure 1. Expression of POLK in human CRC cells. 

A) mRNA quantification of RIP140 and POLK genes by RT-qPCR in stable RKO cells 

after transient transfection of an alternative siRIP140. B) RT-qPCR analysis of 

RIP140 and POLK gene expression in SW620 cells after transient transfection of 

pEF-cmyc-RIP140. C) Same analysis as in panel B after transfection of HT29 CRC 

cells with the same plasmid. D) RIP140 and POLK gene expression after transient 

invalidation of the RIP140 gene in HT29 CRC cells transfected with the siRIP140 

used in Figure 1.  

 

Supplementary Figure 2. Correlation of RIP140 expression with POLK in human 

CRC tumors. 

Correlation analyses between the expression of RIP140 and POLK genes in different 

molecular subtypes of CRC samples [33]. 
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Table S1: Primer sequences 

 

Gene 

Symbol 
Forward Sequence Reverse Sequence 

mRIP140 AGAACGCACATCAGGTGGCA GATGGCCAGACACCCCTTTG 

mPOLK AGCCTGGCTTCCGATTCT TCCATGATGCAAACAGGGTA 

mPOLI AGGGCCTATGGACTGCTACC TGTGAGAGTCTTCCGTGTGG 

hRIP140 AATGTGCACTTGAGCCATGATG TCGGACACTGGTAAGGCAGG 

hPOLK CCTCCTGGGAGTTGTAGTCG CCCATCCTAAGCAGAAGATCA 

hPOLI GGTCGTGAGAGTCGTCAGTG ATCAACCATTGGGGTCATCA 
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2.3. Résultats annexes 

Nous avons vu dans la section 3.6.4 concernant les régulations de l’expression des 

polymérases translésionnelles, l’implication équivoque du facteur de transcription p53 dans la 

régulation de l’expression de POLK. Nos résultats suggèrent que la présence de p53 est 

importante au sein de cellules cancéreuses colorectales humaines (HCT116, dont le statut de 

p53 est sauvage), pour permettre l’effet positif de RIP140 sur l’expression de POLK au niveau 

transcriptionnel.  

 

Nous avons testé la réponse de ces cellules (HCT116 CTRL et p53KO) à des doses 

croissantes de 5-FU et de SN38, selon le protocole préalablement décrit. Ces résultats 

préliminaires ne présentent pas de différence de sensibilité entre ces deux modèles, suggérant 

que le statut de p53 n’intervient pas de façon majeure dans les différences de sensibilité 

observées précédemment (Figure 38) (Netter et al., 2015). 

 

 

Figure 38 Courbes dose réponse des HCT116 CTRL et p53KO au 5-FU et au SN38  
Evaluation de la viabilité cellulaire des HCT116 CTRL et p53KO après exposition à des doses 
croissantes A) de 5-FU (0,05 à 50 µM) et B) de SN38 (0,01 à 1µM). 
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Des résultats, non publiés, obtenus au sein de l’équipe illustrent une régulation positive de 

p53 par RIP140 (Figure 39).  

 

Figure 39 Régulation de l’expression de p53 par RIP140 dans différents modèles cellulaires 
A) Fibroblastes embryonnaires murins (MEFs) transformées par l’oncogène RAS, WT et RIPKO et B) 
Cellules HCT116 surexprimant (RIP140) ou non (CTRL) RIP140. C) Activation du promoteur p53, 
contenant un gène rapporteur luciférase, par des doses croissantes d’un vecteur d’expression de 

RIP140. 
 

Ces résultats représentent une voie d’explication des mécanismes qui sous-tendent les 

régulations positives observées de ces gènes. 
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3. Développement d’outils 

3.1. Introduction 

Nous avons décrit précédemment la mutation avec décalage du cadre de lecture de 

RIP140, nommée RIPMSI
. La délétion d’une adénine au sein d’une séquence 

mononucléotidique entraîne un décalage du cadre de lecture, générant une protéine tronquée 

de 732 acides aminés au lieu de 1158. Cette forme mutée de RIP140 a été détectée dans une 

proportion non négligeable de CCR MSI sans mutation retrouvée des gènes MMR (16%). 

L’association de cette mutation à une diminution de la survie globale, ainsi que la perte de 

régulation positive observée des gènes MMR et de Polκ, ont encouragé la volonté de 

développer un anticorps spécifique de la mutation RIPMSI. Cet outil permettrait de détecter la 

mutation au sein d’échantillons tumoraux tissulaires en IHC. Cette approche avait également 

pour but l’amélioration des outils anticorps commerciaux dont nous disposons pour RIP140. 

L’un de ces anticorps est spécifique de l’extrémité N-terminale (ab42125) et l’autre de 

l’extrémité C-terminale (ab42126), dont l’épitope est situé au-delà des 732 premiers acides 

aminés. RIP140 régule positivement l’expression des gènes MSH2, MSH6 et POLK. 

L’instabilité microsatellitaire semble également varier selon le niveau d’expression de 

RIP140. Nous avons souhaité développer une lignée de CCR humain n’exprimant plus 

RIP140. Une invalidation complète, stable et durable de RIP140 apparaît être un outil utile 

pour étudier son rôle sur l’instabilité microsatellitaire au sein d’une lignée initialement stable. 

Pour ce faire, nous avons mis au point une expérience de CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palendromic Repeat – Cas9, CRISPR Associated protein).  

 

3.2. Anticorps spécifique anti-RIPMSI 

3.2.1. Matériels et méthodes 

Le décalage du cadre de lecture engendré par cette délétion entraîne, non seulement la 

génération d’un codon stop mais modifie également les quatre derniers acides aminés de la 

séquence protéique normale de RIP140 (motif RKLP). Cette modification de séquence a 

permis le développement d’un peptide purifié spécifique de la forme mutée. Nous disposons 

également de son homologue sauvage RIP732, dont le nombre d’acides aminés est équivalent à 

celui de la forme tronquée, mais dont la séquence est conforme à la séquence sauvage. Outre 

ces outils peptides purifiés que nous nous sommes procurés, nous avons généré des protéines 

de fusion avec la GST (Gluthation S-Transferase).  
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Pour cela, nous avons utilisé des vecteurs d’expression de type pGEX-RIP140FL, pGEX-

RIP732 et pGEX-RIPMSI
. L’expression de protéines recombinantes par les bactéries 

transformées avec ces plasmides est induite par l’addition de 0,1 mM d’IPTG (Isopropyl β-D-

1-thiogalactopyranoside) lors de la phase exponentielle de croissance (évaluée par une densité 

optique à 600 nm comprise entre 0,4 et 0,6). Après 3h de culture à 37°C, les culots bactériens 

sont lysés et subissent une étape de sonication. Le surnageant est ensuite incubé toute une nuit 

à 4°C avec des billes de Glutathion Sépharose préalablement lavées, ce qui va permettre la 

fixation des protéines de fusion GST sur ces billes. Après lavage, les protéines fixées sur les 

billes seront éluées par une solution de Glutathion. Les éluats sont ensuite dialysés toute une 

nuit, puis dosés et déposés sur gel SDS-PAGE pour vérifier la production (Figure 40). La 

protéine de fusion GST-RIPMSI contient 959 acides aminés (de l’ATG de la GST au codon 

stop RIPMSI), soit une masse moléculaire estimée à 110kDa. 

 

 

Figure 40 Protéines de fusion à la GST 
Gel SDS-PAGE, 12%, coloré en bleu (PageBlueTM, Protein Staining Solution). Migration des 
protéines fusionnées à la GST produites. De gauche à droite sur le gel, GST pure, GST-RIP732, GST-
RIP140 et GST-RIPMSI diluées au ½ dans du Laemmli 2X. Bandes des protéines attendues encadrées 
en jaune. 

 

Les peptides et les protéines de fusion ont été transmis à la plateforme GenAc® de 

l’IRCM, spécialisée dans le développement d’anticorps thérapeutiques et de diagnostic. Afin 

de sélectionner des anticorps spécifiques, la technique du Phage Display est utilisée. Cette 

technique repose sur la propriété des bactériophages à exprimer des protéines à leur surface. 

Dans cet emploi particulier, ils vont exprimer une librairie « naïve » de scFv entièrement 

humains. Les scFv (single chain variable fragment) sont des protéines de fusion formées par 

la liaison des fragments variables des chaînes lourde et légère des immunoglobulines (Ig) par 
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un peptide de liaison. Elles conservent les spécificités de reconnaissance des Ig naturelles et 

sont beaucoup plus faciles à exprimer que des Ig entières. Une plaque est recouverte avec les 

peptides ou protéines purifiés d’intérêt (RIP140 et RIP
MSI, dans notre cas). Cette plaque est 

ensuite incubée avec la librairie « naïve » de phages. Après plusieurs lavages, les phages sont 

élués et sont à nouveau utilisés pour infecter les bactéries permettant leur multiplication, avant 

d’être confrontés à un nouveau cycle de sélection. La première sélection des scFv est ensuite 

réalisée par ELISA. Les clones positifs en ELISA sont séquencés puis couplés à un fragment 

constant (Fc) humain ou de tout autre espèce (dans notre cas, lapin) (Figure 41).  

 

 
Figure 41 Processus de sélection des phages et production d’anticorps 

Schéma adapté de la plateforme GenAc® 
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Lors de la sélection ELISA, six anticorps spécifiques de l’extrémité C-terminale de la protéine 

RIPMSI ont été isolés, six spécifiques de l’extrémité N-terminale, non discriminante, et un 

spécifique de l’extrémité C-terminale de RIP140 (Figure 42). 

 

 
Figure 42 Sélection des scFv anti-RIP140 et anti-RIPMSI  

Schéma des différents scFv sélectionnés en ELISA à partir des peptides purifiés et des protéines de 
fusion à la GST. Le graphique illustre le choix des scFv en fonction de leur spécificité de liaison par 
mesure de la densité optique à 450nm. 
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3.2.2. Résultats 

La caractérisation des scFv-Fc générés appartient au laboratoire demandeur. Nous avons 

réalisé une expérience de Western Blot en utilisant les protéines de fusion avec la GST 

produites. Pour permettre le marquage des formes sauvage et mutée de RIP140, nous avons 

choisi d’utiliser l’anticorps commercial spécifique de l’extrémité N-terminale (ab42125), dont 

la concentration de marquage recommandée est de 0,6 µg/mL. Les scFv-Fc ont en revanche 

été utilisés à une concentration 20 fois supérieure (12 µg/mL), les premiers tests effectués à 

0,6µg/mL s’étant avérés infructueux. Nous n’observons cependant pas de marquage, malgré 

ces concentrations plus élevées, comme l’illustre la Figure 43, ci-dessous. La coloration au 

rouge Ponceau des membranes est affichée pour éliminer un problème de transfert des 

protéines.  

 

 

Figure 43 Caractérisation des scFv-Fc en Western Blot des protéines fusionnées à la GST 
Gels SDS-PAGE à 10%. Les extraits protéiques sont déposés en miroir de part et d’autre du marqueur 

de poids moléculaire. 
 

Il apparaît difficile de détecter la forme sauvage de RIP140, même avec l’anticorps 

commercial, qui permet néanmoins une détection correcte de la forme mutée RIPMSI et de son 

homologue de taille sauvage RIP732. 

Par ailleurs, des cellules colorectales humaines HCT116 parentales ont été transfectées 

avec différents vecteurs d’expression, permettant d’exprimer de manière transitoire les formes 

sauvage (pEF-cmyc-RIP140) ou mutée (pEF-cmyc-RIPMSI) de RIP140 fusionnées à la 

protéine c-myc. Une condition contrôle consiste en la transfection d’un vecteur vide pEF-

BOS. Une partie de ces cellules a permis de réaliser une expérience d’immunofluorescence 
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(IF) dans le but de comparer les signaux obtenus avec les scFv-Fc à celui de notre anticorps 

commercial, spécifique de l’extrémité C-terminale (ab42126) (Figure 44).  

 

 

Figure 44 Caractérisation des scFv-Fc en immunofluorescence 
Marquage des cellules HCT116 transfectées avec les vecteurs d’expression pEF-BOS, pEF-cmyc-
RIP140 et pEF-cmyc-RIPMSI par chacun des 5 anticorps différents (5 µg/mL). 60.104 cellules sont 
ensemencées par puits et fixées 24h après ensemencement. Un marquage uniquement par l’anticorps 

secondaire (AF546® anti-rabbit) sert de contrôle dans chacune des conditions cellulaires. 
 

Seule la condition transfectée avec la forme sauvage de RIP140 permet d’observer un signal 

avec l’anticorps ab42126, ce qui permet d’illustrer l’efficacité de la transfection, la spécifité 

de cet anticorps et sert de contrôle positif du marquage de RIP140. Le seul résultat qui 

apparaît potentiellement intéressant dans cette expérience est le signal obtenu dans la 

condition transfectée avec le plasmide pEF-cmyc-RIPMSI et marquée avec le scFv-Fc D3. 
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Cependant, ce résultat n’a pour le moment pas été reproduit. Le scFv-Fc F3 n’assure pas un 

marquage spécifique, en marquant toutes les conditions de la même façon. Le léger signal qui 

semble être perçu avec le scFv-Fc F6 n’est pas adéquat puisqu’il marque la condition pEF-

cmyc-RIPMSI 
alors qu’il devrait être spécifique de la partie N-terminale de la protéine 

commune à toutes les formes de RIP140. Enfin, le scFv E1 ne devrait permettre la détection 

que de l’extrémité C-terminale, spécifique de la forme sauvage, or aucun signal n’est observé 

dans cette condition.  

Les mêmes cellules transfectées ont été utilisées pour une analyse en Western Blot à partir 

d’extraits protéiques de cellules entières. Le marquage avec un anticorps anti-c-myc a permis 

de détecter la forme sauvage et la forme mutée de RIP140. Un marquage de RIP140 a été 

réalisé avec l’anticorps ab42126 permettant la détection, très légère, de la bande spécifique de 

RIP140. Le marquage avec les scFv-Fc n’a permis la détection d’aucun signal (données non 

montrées). 

 

3.3. Invalidation de RIP140 par CRISPR-Cas9 

Le but de cette expérience était de créer une lignée cellulaire dont l’expression de RIP140 

serait complètement abolie de manière stable. Pour cela nous avons mis au point la méthode 

la plus simple de l’expérience de CRISPR-Cas9 qui consiste à transfecter un vecteur codant 

une enzyme capable de générer une cassure double brin, après ciblage par un ARN guide, 

dans les 100 première paires de bases de la séquence codante du gène d’intérêt. Cette cassure 

double brin, si aucun brin modèle de réparation n’est fourni aux cellules, va être prise en 

charge par le système de jonction des extrémités non homologues (NHEJ). Ce système 

présente l’avantage d’intervenir très rapidement et les réparations qu’il effectue sont souvent 

mutagènes par les insertions ou délétions aléatoires qu’il engendre au cours de son activité de 

réparation. Ces propriétés mutagènes sont particulièrement recherchées dans l’expérience de 

CRISPR pour induire des insertions ou des délétions susceptibles de décaler le cadre de 

lecture et de générer un codon stop (Sander and Joung, 2014). Souhaitant tester l’hypothèse 

d’une induction de l’instabilité microsatellitaire par l’invalidation durable de l’expression de 

RIP140, nous avons réalisé cette expérience dans deux lignées MSS de CCR humain, les 

lignées HT29 et SW480.  

 



RIP140 dans les cancers colorectaux héréditaires 
 

   142 
–Université de Montpellier – Ecole Doctorale CBS2 2017– 

3.3.1. Matériels et méthodes 

Deux expériences ont été réalisées. Nous avons rapidement pris conscience que la ploïdie 

des cellules devait être prise en compte pour l’invalidation complète d’un gène, ce pourquoi 

les SW480 ne représentent pas un modèle idéal, étant données leur aneuploïdie et les 

additions chromosomiques qui affectent le chromosome 21. Nous avons déterminé deux ARN 

guide qui sont des séquences permettant de localiser la Cas9 à l’endroit souhaité (Figure 45). 

L’enzyme se fixe à l’ADN au niveau d’un motif trinucléotidique particulier de type NGG, 

accolé au guide, appelé séquence PAM (Protospacer Adjacent Motif). La coupure est générée 

3 à 4 nucléotides en amont de cette séquence PAM.  

 

 

Figure 45 Séquence codante du gène RIP140 et positionnement des ARN guide 
Extrait de la séquence codante de RIP140. Le codon d’initiation de la traduction est matérialisé par un 

cadre vert. Les cadres rouges matérialisent des polymorphismes nucléotidiques de la séquence de 
RIP140 retrouvés par le séquençage des lignées HT29 et SW480. 
 

Les ratios de transfection entre le vecteur codant la GFP-Cas9 et les guides ont été 

différents selon les transfections, mais le clone finalement caractérisé a été obtenu par un ratio 

(1/4 : 3/4). 24h après la transfection, les cellules sont sélectionnées et ensemencées, à raison 

d’une cellule par puits en plaque 96 puits, par tri FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) 

sur la base du signal GFP fusionnée à la Cas9. Lorsque les clones commencent à croître, il est 

nécessaire de rapidement valider la perte de la protéine d’intérêt pour ne conserver qu’un 

minimum de clones inutiles. La détection de RIP140 étant relativement mal aisée en WB, 

nous avons choisi l’immunofluorescence comme moyen de sélection des clones, en plaque 96 

puits. Après avoir été sélectionnés sur la base d’une diminution du signal fluorescent, un 

séquençage des clones a été réalisé à partir de l’ADN génomique.  
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3.3.2. Résultats 

Le caractère aléatoire des modifications produites par le système NHEJ ainsi que des 

défauts potentiels de l’expression du guide ARN, de la Cas9 ou encore du clivage engendré, 

laissent entrevoir les possibilités de génotypes pouvant résulter de cette expérience. Nous 

avons testé dans l’une de nos conditions, la transfection de deux guides ARN simultanément. 

Parmi les divers génotypes obtenus, certains clones présentent une délétion de la séquence 

comprise entre les deux guides avec conservation du cadre de lecture. Sur environ 200 clones 

sélectionnés, 55 ont été menés jusqu’au séquençage et 3 présentent des mutations bialléliques, 

avec décalage du cadre de lecture (Tableau 14).  

 

 

Tableau 14 Résultats de séquençage des clones et phénotypes associés 
 

L’un d’eux présente une perte de 7 nucléotides, engendrant un codon stop et la production 

d’une protéine dont seuls les 26 premiers acides aminés sont communs à la forme sauvage de 

RIP140 (Figure 46).  

 

 

Figure 46 Validation d’un clone par séquençage 
 

Des tests ont été effectués afin de valider la perte d’expression protéique de RIP140. La 

Figure 47A permet d’observer une diminution importante du signal de RIP140 détecté avec le 

ab42126, spécifique de l’extrémité C-terminale. La quantification de l’expression de nos 
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gènes cible d’intérêt apparaît légèrement diminuée (Figure 47B). La prolifération plus 

soutenue de ce clone en comparaison au contrôle (Figure 47C) est en accord avec les effets 

attendus de RIP140. Cependant, l’analyse de l’instabilité microsatellitaire n’a montré aucune 

différence significative entre le clone et son contrôle, de même que la sensibilité au 5-FU 

(Figure 47D).  

 

 
Figure 47 Caractérisation d’un clone généré par CRISPR-Cas9 

A) Marquage de RIP140 avec l’anticorps spécifique de l’extrémité C-terminale (ab42126). B) 
Quantification de l’expression des gènes MSH2, MSH6, POLK et p53 dans le clone et son 
contrôle. C) Courbe dose réponse du clone et du contrôle au 5-FU (0,01 à 10 µM). D) 
Courbes de prolifération entre le clone et la condition contrôle.  

 

Il semblerait que nous ayons généré un mutant, mais que l’expression de RIP140 ne soit 

pas complètement abolie, comme l’illustre le marquage résiduel en IF. Les effets modestes sur 

la régulation des gènes ou l’instabilité microsatellitaire évoquent plutôt les effets observés 

avec une diminution de l’expression de RIP140. Cela nous invite à penser à l’existence 

potentielle d’un ATG interne (séquence IRES, Internal Ribosome Entry Site) permettant la 

traduction d’un ARN messager de manière interne. De plus amples validations sont encore 

nécessaires pour caractériser ce clone.  
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DISCUSSION 

1. Mécanismes moléculaires des régulations mises en évidence 
 

Par ces travaux de thèse, nous avons mis en évidence la régulation positive exercée par le 

corégulateur transcriptionnel RIP140 sur l’expression de gènes majeurs du système MMR, 

codant les protéines du complexe de reconnaissance MutSα. Ces résultats ont été renforcés 

par la corrélation positive de l’expression de ces différents gènes au sein des tumeurs 

colorectales humaines, quel que soit le sous-type moléculaire. Cette régulation d’expression 

s’accompagne d’une modification de la sensibilité à de nombreuses molécules cytotoxiques, 

notamment celles utilisées dans le traitement du cancer colorectal, ainsi que de variations de 

l’instabilité microsatellitaire. Il semblerait également que des niveaux d’expression 

différentiels de RIP140 puissent perturber d’autres paramètres contrôlés, au moins en partie 

par le système MMR, tels que l’instabilité chromosomique. Le phénotype d’instabilité 

microsatellitaire, retrouvé dans 15% des tumeurs colorectales, peut avoir de nombreuses 

causes, dont toutes ne sont pas aujourd’hui élucidées. Différents acteurs interviennent pour 

assurer le maintien de l’intégrité du génome, dont l’instabilité microsatellitaire est un défaut. 

Le système MMR est l’acteur majeur de la stabilité des régions microsatellitaires du génome, 

mais ce n’est pas le seul. Parmi les protagonistes de cette organisation complexe, la 

polymérase Polκ joue un rôle certain. Nous avons également démontré sa régulation positive 

par RIP140 et leur corrélation d’expression. Des résultats préliminaires associent le facteur de 

transcription p53 comme une voie potentielle d’explication de ces effets positifs. Des études 

mécanistiques seront nécessaires pour décrypter les bases moléculaires qui sous-tendent ces 

régulations et les effets observés. 

 

1.1. Régulation transcriptionnelle des gènes MMR 

Nous avons mis en évidence une régulation positive des gènes MSH2 et MSH6 exercée 

par RIP140 au niveau transcriptionnel. Cependant, il a été démontré que le promoteur du gène 

MSH2, de même que d’autres gènes de la réparation, présente un ou plusieurs sites de liaison 

du facteur de transcription AP-1. Ce facteur de transcription semble exercer une régulation 

positive transcriptionnelle du gène MSH2 qui ne se traduit pas par une augmentation de 

l’expression du gène endogène (Humbert et al., 2003), contrairement à ce que nous observons 

lors d’une stimulation par RIP140, dans nos différents modèles. D’autre part, RIP140 est 
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capable d’inhiber la transcription dépendante d’AP-1 induite par les œstrogènes (Teyssier et 

al., 2003).  

Par ailleurs, il a été démontré que l’expression de la protéine MSH2 est régulée 

positivement par E2F1, au travers de deux sites de fixation de ce facteur de transcription sur 

sa séquence promotrice. Le facteur E2F1 régule également positivement l’expression de 

nombreux gènes, comme la thymidylate synthase (TS), l’antigène nucléaire de prolifération 

cellulaire (PCNA) et négativement l’expression d’autres gènes, comme le TGFβ (Polager et 

al., 2002). Or, RIP140 est capable de réprimer la transactivation du facteur de transcription 

E2F1 sur de nombreux promoteurs, inhibant ainsi l’expression de ses gènes cible (Docquier et 

al., 2010).  

Nos résultats mettent en évidence l’importance d’autres éléments régulateurs présents au 

sein des promoteurs des gènes étudiés, tels que les facteurs Sp1, dans les régulations positives 

observées. Le rôle des facteurs AP-1 et E2F1, dont les effets transcriptionnels peuvent être 

régulés par RIP140, offrent des pistes intéressantes d’études mécanistiques. Ils pourraient 

atténuer les effets positifs de RIP140 sur l’expression du gène MSH2. Des expériences de 

ChIP sont actuellement en cours dans le but d’identifier le recrutement de RIP140 au sein des 

complexes régulateurs des promoteurs de ces gènes.  

 

1.2. Autres mécanismes de régulation des gènes MMR 

Les micro-ARN sont impliqués dans la régulation de l’expression allélique et génique. Un 

autre niveau de contrôle, épigénétique, de l’expression des gènes MMR par RIP140 pourrait 

être intéressant à étudier. Il a été démontré que la surexpression du micro-ARN 155 (miR-

155) diminue le niveau d’expression des protéines MSH2, MSH6 et MLH1, ce qui entraîne 

une instabilité microsatellitaire. Cela a été confirmé par la corrélation inverse, retrouvée dans 

des échantillons de CCR humains, entre le miR-155 et les protéines MLH1 et MSH2. 

Certaines tumeurs de phénotype MSI, sans altération des gènes MMR, présentent une 

surexpression du miR-155, bien que toutes les tumeurs avec une surexpression de ce miR ne 

soient pas de phénotype MSI (Valeri et al., 2010b). Il a été en outre démontré que le miR-155 

est responsable d’une diminution de 50% de l’expression d’un allèle du gène APC et du 

TGFβRI. Il pourrait être utile d’étudier l’effet de ce miR sur l’expression de RIP140 mais 

également l’influence potentielle de RIP140 sur l’expression de ce même micro-ARN.  
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Plus récemment, il a été démontré dans la lignée de CCR COLO205 que le récepteur ERβ 

est capable d’augmenter l’expression du gène MLH1 et l’activité du système MMR, au travers 

d’une régulation du miR-135b (He et al., 2012). Il apparaît donc très intéressant d’étudier le 

rôle de RIP140 dans ces régulations, étant données ses interactions et son activité répressive 

sur les récepteurs des œstrogènes, en particulier avec le récepteur ERβ (Docquier et al., 2013). 

Nous aborderons plus en détail l’intérêt de la signalisation œstrogénique dans ces régulations 

au chapitre 5. 

 

1.3. Régulation de l’expression du gène POLK 

Nous avons mis en évidence une régulation transcriptionnelle positive de l’expression de 

la polymérase translésionnelle Polκ par RIP140 et l’importance potentielle du facteur de 

transcription p53 dans cette régulation. 

Ce facteur de transcription exerce des effets qui apparaissent contradictoires entre les 

régulations observées chez la souris et chez l’Homme. p53 semble stimuler positivement 

l’expression de POLK dans certains tissus et cellules murines (Velasco-Miguel et al., 2003), 

alors que d’autres rapportent une meilleure activité du promoteur POLK dans un contexte où 

p53 est invalidé (Wang et al., 2004). Dans nos mains, il semble que l’expression endogène de 

p53 soit importante pour la stimulation de l’expression du gène POLK ainsi que l’activation 

du promoteur en réponse à RIP140. Il est intéressant de relever que les effets répresseurs de 

p53 sur l’activité du promoteur POLK ont été mis en évidence par une surexpression 

ectopique de p53, alors que nous utilisons une lignée cellulaire de CCR HCT116, dont 

l’expression de p53 est invalidée de manière stable. En outre, les résultats de Wang et al. ont 

été mis en évidence dans des cellules de cancer du poumon, où Polκ est généralement 

surexprimée, à la différence du cancer colorectal, où son expression est le plus souvent 

diminuée. Il serait intéressant de répéter nos expériences de transfections transitoires avec le 

promoteur POLK contenant un gène rapporteur luciférase en réponse à des doses croissantes 

d’un vecteur d’expression de RIP140, dans nos modèles cellulaires HCT116 WT ou p53KO, 

dans lesquels serait transfecté en parallèle un vecteur d’expression de p53. Cela permettrait de 

vérifier si l’activation du promoteur POLK, affectée dans le contexte p53KO, peut être 

restaurée par une surexpression ectopique de p53.  

Une étude basée sur la caractérisation des éléments régulateurs du promoteur POLK, 

impliqués dans la diminution de son expression dans les cancers colorectaux, a mis en 
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évidence l’importance de facteurs dont l’activité est sensible à la trichostatine A (TSA), un 

inhibiteur des histones désacétylases de classe I et II (Lemée et al., 2007). Les facteurs de 

transcription tels que les protéines p53, Sp1, E2Fs, NF-κB, mais également RIP140 connu 

pour interagir avec ces dernières, sont sensibles à l’acétylation de lysines des histones 

permettant de réguler leurs effets sur l’expression des gènes. La TSA est susceptible de 

modifier l’action d’un facteur de transcription ou de moduler directement les modifications 

post-traductionnelles de CREB et Sp1, facteurs qui stimulent l’expression de Polκ. Cela 

renforce l’intérêt d’études mécanistiques plus poussées du rôle de RIP140 dans ces 

régulations. 

 

2. Sensibilité aux molécules cytotoxiques 
 

L’expression de RIP140 module la réponse cellulaire à différentes molécules cytotoxiques 

que nous attribuons, en partie, à ses effets sur l’expression des gènes MMR et de la 

polymérase Polκ. Cependant, les capacités de reconnaissance croisées des dommages de 

l’ADN et les actions successives de plusieurs systèmes de réparation dans la gestion de 

lésions induites par un agent cytotoxique particulier, compliquent la relation directe entre la 

fonctionnalité d’un système et la réponse à ces agents. Les rôles ambivalents joués par le 

système MMR face aux molécules cytotoxiques assurant d’une part leur cytotoxicité, par 

l’induction des mécanismes de mort cellulaire, et d’autre part la mort cellulaire lors d’un 

défaut de réparation, compliquent encore cette relation de cause à effet.  

 

2.1. Limites des approches mises en œuvre 

Les résultats obtenus à ce jour demeurent corrélatifs. Un défaut d’expression de RIP140 

diminue l’expression de gènes majeurs de la reconnaissance de certaines lésions, elles-mêmes 

corrélées à une augmentation de la sensibilité des cellules à de nombreuses molécules 

cytotoxiques. Il serait pertinent de reproduire ces expériences en utilisant en parallèle de nos 

modèles de surexpression de RIP140, des approches de diminution transitoire, simultanée ou 

séquentielle, de l’expression des gènes MSH2, MSH6 et POLK, par technique de siRNA. Cela 

permettrait d’établir un lien causal entre les régulations de l’expression de ces gènes par 

RIP140 et la sensibilité aux molécules testées. 

Il apparaît également pertinent de relever qu’aucun modèle cellulaire n’est idéal, la lignée 

cancéreuse colorectale humaine HCT116, par sa faible expression endogène de RIP140, a 
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permis le développement d’un modèle de surexpression ectopique stable. Cette lignée est de 

phénotype MSI, avec une mutation du gène MLH1, mais elle présente l’avantage d’avoir un 

statut sauvage de p53, qui semble important dans les régulations exercées par RIP140. Les 

résultats obtenus, de modifications de sensibilité à des molécules cytotoxiques dans ces 

modèles, doivent être pondérés au regard des altérations préexistantes susceptibles de 

modifier leur sensibilité. Néanmoins, ces résultats ont été confirmés en utilisant la lignée 

colorectale humaine MSS, SW480, dépourvue de mutation des gènes MMR, mais dont le 

statut de p53 est muté. Enfin, les fibroblastes embryonnaires murins, malgré le modèle 

d’invalidation totale de RIP140 qu’ils représentent, demeurent un modèle artificiel et éloigné 

de la pathologie humaine.  

 

2.2. Sensibilité aux molécules utilisées dans le traitement du CCR 

L’intégration de ce sujet à une forte problématique clinique, nous a conduits à tester en 

priorité les molécules utilisées dans le traitement du cancer colorectal.  

La confrontation de nos résultats à l’efficacité des molécules cytotoxiques dans le 

traitement du CCR, en fonction du statut MMR, bien que nécessaire, est parfois délicate. Des 

études montrent qu’un système MMR déficient est associé à une plus grande sensibilité au 

FOLFOX (5-FU et Oxaliplatine), au SN38, et que l’adjonction d’oxaliplatine permet de 

compenser la perte de sensibilité au 5-FU liée à un défaut du système MMR (Park et al., 

2013b; Tougeron et al., 2016; Zaanan et al., 2011). Un défaut du système MMR ne permet 

pas, à lui seul, d’expliquer toutes les différences de sensibilité observées, qui peuvent 

également être des conséquences des mutations secondaires induites par un 

dysfonctionnement de ce système. Il apparaît intéressant d’évoquer le phénomène de létalité 

synthétique, qui implique la perte de fonctionnalité d’un système de secours dans la prise en 

charge de lésions (Nickoloff et al., 2017). Au travers de la dérégulation de plusieurs systèmes 

impliqués dans la prise en charge de dommages de l’ADN, RIP140 pourrait avoir des 

conséquences, sur la sensibilité à certaines molécules, différentes de l’invalidation isolée d’un 

gène particulier. 
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2.3. Réponse à d’autres agents cytotoxiques 

De nouvelles expériences de cytotoxicité sont en cours, utilisant des molécules connues 

pour impliquer plus directement les systèmes étudiés (Christmann and Kaina, 2013). 

Agents alkylants 

Nous avons décrit l’importance du système MMR et de Polκ dans la prise en charge des 

lésions O6-méthylguanine. Polκ exerce un effet protecteur partiel de la cytotoxicité des lésions 

O6-MG, dépendante du système MMR. Elle permet, en effet, de restaurer l’intégrité des 

duplexes par l’insertion d’une cytosine face à la guanine méthylée, évitant les cycles futiles 

du système MMR qui conduisent à la mort cellulaire (Lupari et al., 2012). Il en est de même 

pour la prise en charge d’un autre type de lésion alkylante plus volumineuse l’O
6-

carboxyméthylguanine (O6-CMG), produite par la nitrosation des acides biliaires dans le 

tractus gastrointestinal, qui apparaît importante dans la carcinogenèse (Räz et al., 2016). Il a 

été mis en évidence que Polκ était impliquée dans la réponse cellulaire aux dommages de 

l’ADN induits par le méthanesulfonate de méthyle (MMS) (Wit et al., 2015). Un défaut de la 

polymérase Polκ serait impliqué dans l’augmentation de sensibilité des cellules au MMS, 

sachant que l’expression de POLH (Polη), exerçant des fonctions redondantes dans le 

dépassement des lésions induites par le MMS, ne semble pas modifiée par les dérégulations 

d’expression de RIP140. La différence de sensibilité à cette molécule des cellules MEF WT et 

RIPKO est en cours de confirmation au sein des cellules de CCR humain (HCT116 GFP 

versus HCT116 RIP140).  

Benzo[a]Pyrène (B[a]P) et Benzo[a]pyrene-diol-epoxide (BPDE) 

Il a été démontré que Polκ est capable de dépasser les adduits formés par le B[a]P sur les 

guanines, évitant ainsi la formation de mutations au niveau des lésions générées (Jha et al., 

2016b; Ogi et al., 2002). En effet, l’expression de POLK apparaît significativement 

augmentée 12 et 24h après traitement par le BPDE (métabolite actif du B[a]P) (Zhu et al., 

2012). Les facteurs de transcription impliqués dans l’augmentation de l’expression du gène 

POLK en réponse au BPDE demeurent inconnus. Une étude effectuée dans des cellules 

humaines pré-B a démontré les effets protecteurs de Polκ en réponse à la toxicité et à la 

mutagenèse induite par le BPDE (Kanemaru et al., 2017). Aussi, apparaît-il intéressant de 

tester la réponse de nos modèles cellulaires au BPDE et d’étudier l’importance de l’effet de 

RIP140 sur l’expression de POLK en réponse à ce toxique (Christmann et al., 2016).  
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3. Conséquences sur la stabilité du génome 
 

Instabilité microsatellitaire 

La surexpression stable de RIP140 dans une lignée cellulaire de CCR MSI diminue le 

niveau d’instabilité microsatellitaire de ces cellules. Nous avons souhaité développer une 

lignée de CCR MSS n’exprimant plus la protéine RIP140 de manière durable par CRISPR-

Cas9 afin de confirmer cet effet par la mise en évidence de l’apparition d’une instabilité 

microsatellitaire dans ce modèle. Les résultats obtenus à ce jour avec l’outil développé ne 

nous ont pas permis d’observer cet effet. 

Cependant, d’autres approches sont envisageables pour valider l’effet de RIP140 sur 

l’instabilité microsatellitaire. La construction d’un plasmide hétéroduplexe contenant un 

mésappariement dans la séquence codant la GFP (Green Fluorescent Protein) permet 

d’analyser la fonctionnalité du système MMR. La présence d’un point de coupure dirige la 

réparation du système sur le brin contenant la base mal incorporée (Lei et al., 2004) (Zhou et 

al., 2009). Cette expérience qui repose sur la restauration de la fluorescence des cellules 

MMRp, transfectées avec ce plasmide, pourrait s’avérer intéressante à mettre en œuvre dans 

des modèles cellulaires où l’expression de RIP140 est augmentée ou invalidée.  

Phénotype hypermutateur 

L’analyse du phénotype mutateur peut être un autre moyen d’étudier la fonctionnalité de 

systèmes impliqués dans le maintien de l’intégrité du génome. Cette expérience consiste à 

observer l’émergence de clones résistants à la 6-thioguanine (6-TG), après avoir inhibé 

l’expression de la MGMT et supprimé les mutants endogènes de l’enzyme HPRT 

(Hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase). La croissance de clones résistants 

indique la réapparition de mutants HPRT qui peut être due, notamment, à la déficience du 

système MMR (Fang et al., 2015; Houlleberghs et al., 2016). Ce test, en cours de mise au 

point dans nos modèles cellulaires colorectaux, permettrait d’évaluer la mutagenèse et par 

voie de conséquence la fonctionnalité des différents systèmes impliqués (Li et al., 2016). 

L’effet protecteur de Polκ sur la mutagenèse induite après une exposition au B[a]P a 

notamment été évalué par cette technique (Ogi et al., 2002).  

Stabilité chromosomique 

L’importance du système MMR et notamment de la fonctionnalité de la protéine MSH2 

dans le maintien de la stabilité chromosomique a été rapportée (Campbell et al., 2006). En 

effet, l’utilisation de fibroblastes embryonnaires murins primaires, dont l’expression de MSH2 
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a été invalidée (MSH2-/-), a permis de mettre en évidence une augmentation de l’aneuploïdie, 

des cassures de chromatides et des aberrations chromosomiques. Il nous a semblé intéressant 

d’étudier les effets de l’invalidation de RIP140 au sein de nos fibroblastes embryonnaires 

murins qui présentent une expression réduite de MSH2 (mais aussi MSH6, POLK, MSH3 et 

PMS2) sur ces paramètres chromosomiques (données non montrées). Des étalements 

métaphasiques ont été réalisés avec les MEFs WT et RIPKO qui, du fait de leur 

immortalisation, ne constituent pas le meilleur outil d’étude chromosomique. Bien que toutes 

aneuploïdes, le nombre de chromosomes des MEF RIPKO apparaît cependant plus élevé que 

celui des WT, avec un plus grand nombre de chromatides cassées détectées. Ces expériences 

ont été renouvelées avec des MEFs primaires sauvages (WT), présentant une invalidation 

hétérozygote ou homozygote de RIP140. Leur caryotype apparaît haploïde et les MEFs 

RIPKO semblent présenter à nouveau plus de cassures de chromatides et un aspect général 

des chromosomes altéré en comparaison aux deux autres conditions. RIP140 pourrait ainsi 

participer, au travers ou non de la régulation des gènes MMR, au maintien de la stabilité 

chromosomique. D’autres expériences seront nécessaires pour confirmer ces résultats 

préliminaires.  

 

4. Autres effecteurs de RIP140 dans la réparation de l’ADN 
 

Les régulations que nous observons sont modestes et nous attribuons leur impact à 

l’addition des effets qu’elles peuvent avoir. D’autres gènes impliqués dans la réparation de 

l’ADN pourraient également être des cibles transcriptionnelles de RIP140. 

Les gènes codant les polymérases réplicatives Polε et Polδ font partie des cibles 

potentielles. En effet, des mutations germinales de ces polymérases ont été rapportées comme 

des causes de prédisposition aux CCR sporadiques (Palles et al., 2013). Des études ont 

également mis en évidence l’importance de mutations somatiques des sites exonucléasiques 

de ces polymérases, comme une voie d’explication de certains syndromes apparentés au 

syndrome de Lynch (LLS). Cette perte de fonction de relecture pourrait entraîner une perte de 

l’activité du système MMR et l’instabilité microsatellitaire (Elsayed et al., 2015; Jansen et al., 

2015).  
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L’analyse combinée des statuts mutationnels somatiques et germinaux des gènes associés 

au CCR, a permis d’identifier les mutations, vraisemblablement causales, de 86% des cas de 

LLS présentant une déficience MSH2. Elles correspondent à des mutations somatiques des 

gènes MMR, de l’H3K36 triméthyltransférase SETD2 ou du domaine exonucléasique des 

polymérases réplicatives (Vargas-Parra et al., 2017). Cependant, ces mutations ne permettent 

pas d’expliquer tous les cas de LLS, laissant la place à l’étude d’autres gènes susceptibles 

d’engendrer ces défauts d’expression. 

Nous avons donc également analysé l’expression de gènes majeurs d’autres systèmes de 

réparation dans nos modèles d’étude. De manière intéressante, il semblerait que les gènes 

ATM et ATR soient sensiblement régulés par RIP140 et ce, quelle que soit la condition 

cellulaire testée. Cela confirme l’intérêt d’étudier d’autres régulations permettant d’expliquer 

les phénomènes observés.  

Le système MMR constitue une cible directe ou indirecte des œstrogènes. Ils peuvent 

avoir des effets protecteurs sur l’instabilité microsatellitaire, perdus lorsque le système MMR 

est défectueux, mais également des effets carcinogéniques, capables d’inactiver le système 

MMR et d’engendrer de l’instabilité microsatellitaire. Cette instabilité peut être la cause de 

mutations de cofacteurs importants dans la signalisation œstrogénique, la perturbant en retour. 

RIP140 a été initialement identifié comme un corépresseur de la voie de signalisation 

œstrogénique ERα dans les cellules de cancer du sein (Cavaillès et al., 1995) et de la 

signalisation ERβ dans les cellules cancéreuses ovariennes (Docquier et al., 2013). De 

manière intéressante, la signalisation par ERα affecte la réponse aux dommages de l’ADN à 

de nombreux niveaux (Caldon, 2014) (Figure 48). Ces phénomènes favorisent la prolifération 

et peuvent affecter la réponse aux traitements hormonaux et à la chimiothérapie. Il a été mis 

en évidence que les fonctions de la protéine ATR peuvent être inhibées par ERα (Pedram et 

al., 2009). Le récepteur ERα est, en outre, capable de réprimer la transcription dépendante de 

p53, au travers du recrutement de corépresseurs ou par la répression de ses gènes cible 

(Lewandowski et al., 2005; Bailey et al., 2012; Shirley et al., 2009). De plus, la protéine 

régulatrice MDM2 peut s’associer avec ERα dans un complexe ternaire incluant p53, ce qui 

inhibe l’activité du récepteur ERα (Duong et al., 2007; Brekman et al., 2011).  

RIP140 pourrait réprimer les effets inhibiteurs du récepteur ERα sur l’expression 

d’effecteurs majeurs de la réponse cellulaire aux dommages de l’ADN, participant ainsi plus 

largement au maintien de l’intégrité du génome, au-delà de ses effets sur les gènes MMR et 

Polκ. 
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Figure 48 Réponse aux dommages, réparation de l’ADN et signalisation ERα 
Adapté de (Caldon, 2014) 

 

Un autre niveau de dialogue entre les ERs et le système MMR, dans lequel RIP140 

pourrait intervenir, est soutenu par la mise en évidence du rôle de la protéine MSH2 en tant 

que coactivateur du récepteur ERα. Le récepteur ERα se lierait à MSH2 au niveau de son 

domaine d’interaction avec MSH6 ou MSH3 (Wada-Hiraike et al., 2005). La proximité de 

localisation que nous avons observée entre RIP140 et MSH2 (Figure 37) permet d’envisager 

leur présence dans un même complexe régulateur.  
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5. Rôle de RIP140 dans le lien entre œstrogènes, MMR et syndrome 
de Lynch 
 

Nous avons décrit précédemment des associations qui placent la voie de signalisation ER 

comme un effecteur potentiel des effets observés de RIP140 sur la réparation de l’ADN. 

D’autres liens existent entre la signalisation œstrogénique et la tumorigenèse de cancers 

appartenant au spectre du syndrome de Lynch, dans lesquels RIP140 pourrait s’inscrire. 

 

5.1. Dans le cancer colorectal 

Des effets protecteurs des œstrogènes ont été rapportés dans le CCR, au travers de la 

signalisation ERβ, majoritaire dans la muqueuse intestinale (Hasson et al., 2014). Des 

diminutions de la prolifération et de l’instabilité microsatellitaire de lignées de CCR ont été 

expliquées par l’induction positive de l’expression du gène MLH1 par les œstrogènes (E2), au 

travers d’éléments de réponse présents dans sa séquence promotrice (Lu et al., 2017). 

Cependant, une diminution de la signalisation ERβ ne semble pas avoir de valeur pronostique 

chez les patients atteints de CCR (Pérez-Ruiz et al., 2017). La signalisation ER des CCR 

apparaît inversement corrélée à la présence d’instabilité microsatellitaire. Les CCR de 

phénotype MSI sont généralement caractérisés par un meilleur pronostic et une meilleure 

survie globale. Il semblerait que dans le cas particulier des CCR MSI, la signalisation 

œstrogénique soit inversement associée à la survie (Liu, 2016). Une explication possible de 

ces corrélations observées est que la voie de signalisation ER exerce des effets différents sur 

la survie cellulaire, en fonction du statut MSS ou MSI de la tumeur, ce qui est soutenu par des 

études in vitro sur des lignées de CCR (Hartman et al., 2009).  

 

5.2. Dans les cancers gynécologiques 

Les tumeurs ovariennes et endométriales font partie du spectre du syndrome de Lynch et 

des défauts d’expression des gènes MMR expliquent certaines formes héréditaires de ces 

cancers (Kobayashi et al., 2013). A l’inverse, l’association entre le cancer du sein et le 

syndrome de Lynch a été décrite, même si elle reste controversée (Walsh et al., 2010; Lotsari 

et al., 2012), (Win et al., 2013).  

D’autre part, de hauts niveaux d’œstrogènes favorisent la prolifération cellulaire et 

l’apparition de dommages de l’ADN, dont les cellules se protègeraient par une augmentation 
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de l’expression et de l’activité du système MMR (Miyamoto et al., 2006). Cependant, les 

effets des œstrogènes peuvent varier en fonction de l’organe considéré et de la présence 

relative de différents corégulateurs transcriptionnels. L’expression de RIP140 est, elle-même, 

finement régulée par les œstrogènes dans des boucles de rétrocontrôle (Augereau et al., 

2006a) et pourrait intervenir dans cette régulation positive du système MMR. 

Un lien entre la résistance à l’hormonothérapie utilisée dans le traitement du cancer du 

sein (toutes classes confondues, 20% des cancers ER+) et la perte d’un complexe MutL 

(MLH1/3, PMS1/2) a été récemment mis en évidence. Le taux élevé de mutations de ces 

cancers ER+ et leur mauvais pronostic suggèrent des défauts de la réparation de l’ADN 

(Haricharan et al., 2017). Il serait intéressant d’étudier les effets potentiels de RIP140 sur la 

réponse à l’hormonothérapie des cellules de cancer du sein ER+, au travers des régulations 

des gènes MMR.  

 

6. La mutation RIPMSI dans les pathologies tumorales 

6.1. Mise en évidence et pertinence clinique 

Nous avons identifié une mutation de RIP140, présente dans une proportion non 

négligeable de tumeurs colorectales MSI, apparentées au syndrome de Lynch. Cette mutation 

perturbe la régulation positive de l’expression des gènes MSH2, MSH6 et POLK. Elle pourrait 

de cette façon initier ou aggraver l’instabilité microsatellitaire. Dans le but de vérifier cette 

hypothèse, nous avons testé l’instabilité microsatellitaire des lignées murines où nous avons 

surexprimé de manière stable les formes sauvages et mutées de RIP140, en utilisant des 

marqueurs déjà décrits (Woerner et al., 2015). L’absence d’un contrôle MSS ne nous a pas 

permis, à ce jour, de mettre en évidence de différence significative entre nos différentes 

lignées murines. Des modèles de surexpression stable de la forme mutée de RIP140 dans des 

lignées de CCR sont en cours de génération. 

Cette mutation de RIP140 semble corrélée à une diminution de la survie globale des 

patients, qui demeure toutefois à confirmer dans une plus grande cohorte. Cela est cohérent 

avec l’augmentation connue de ce type de mutations (avec décalage du cadre de lecture) des 

CCR MSI, associée à la progression tumorale. Ces mutations affectent fréquemment des 

gènes impliqués dans l’instabilité microsatellitaire (MSH3, MSH6) ou d’autres voies majeures 

de la tumorigenèse. Les régulations positives exercées par RIP140 sur l’expression des gènes 

MMR et de la polymérase translésionnelle Polκ nous invitent à penser qu’une perte de cette 
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régulation positive, due à la mutation RIPMSI, pourrait provoquer ou aggraver le phénomène 

d’instabilité microsatellitaire. De la même manière que certains gènes MMR, RIP140 serait 

alors à la fois une cause et une cible de cette instabilité. 

 

6.2. Autres moyens de détection de la mutation de RIP140 

Le développement d’un anticorps spécifique de la forme mutée RIP
MSI apparaissait très 

utile pour permettre sa détection au sein d’échantillons tissulaires tumoraux. Cependant, les 

efforts réalisés dans ce sens n’ont pas permis, pour le moment, l’obtention d’un tel outil. Cela 

peut s’expliquer par l’antigénicité limitée de cette mutation. Il semble intéressant de 

reproduire les expériences qui ont été conduites en augmentant les concentrations utilisées des 

scFv-Fc, sûrement trop faibles en raison d’une quantité limitée fournie. Nous envisageons 

également de reproduire des protéines de fusion purifiées, en vue d’une nouvelle sélection de 

phages, plus stricte encore. 

D’autres options de détection indirecte de la mutation RIPMSI nous apparaissent 

envisageables. Comme nous l’avons précédemment discuté, l’instabilité microsatellitaire 

engendre un grand nombre de mutations d’insertion/délétion entraînant souvent un décalage 

du cadre de lecture, de gènes dont la séquence codante contient des microsatellites (Duval and 

Hamelin, 2002). Les nouveaux peptides générés peuvent ne pas être reconnus par le complexe 

majeur d’histocompatibilité et être immunogènes. Il a été démontré que l’infiltration 

lymphocytaire (LT, CD3+) de la tumeur est associée au nombre de mutations avec décalage 

du cadre de lecture et de nouveaux peptides générés (Tougeron et al., 2009). Plus récemment, 

le profil d’expression de cytokines impliquées dans la réponse immunitaire de type TH1 et le 

recrutement de LT mémoires a été démontré (Boissière-Michot et al., 2014). Cette réponse 

immunitaire adaptative est détectable chez les patients qui présentent un CCR avec une forte 

instabilité microsatellitaire, mais également chez les porteurs sains d’une mutation d’un des 

gènes du système MMR (Reuschenbach et al., 2010). Le peptide RIPMSI pourrait être utilisé 

pour mettre en évidence, directement dans le sérum des patients, la présence d’anticorps 

spécifiquement dirigés contre cette forme tronquée de RIP140. Cette détection utilisant la 

technique d’ELISA indirect pourrait représenter une alternative au développement d’un 

anticorps. 
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6.3. La mutation RIPMSI dans les cancers 

Il apparaît intéressant de relever que la mutation RIPMSI a été mise en évidence dans 7% 

des CCR MSI-H (n = 46) (Mori et al., 2001), mais également dans 12,5% des cas de tumeurs 

gastriques MSI-H (n = 18). Sur la totalité des loci analysés, la séquence microsatellitaire de 

RIP140 appartient aux 43 loci les plus fréquemment mutés (Mori et al., 2002).  

Ces résultats ont été confirmés par la recherche étendue de gènes cible d’une déficience 

du système MMR dans des échantillons de tumeurs MSI-H de l’endomètre (n = 42), de CCR 

(n = 40) et gastriques (n = 15). La mutation RIPMSI est retrouvée respectivement dans 34%, 

22% et 13% des cas (Ferreira et al., 2014). Cette étude révèle RIP140 comme étant le gène le 

plus fréquemment muté dans les cancers de l’endomètre avec instabilité microsatellitaire, 

affectant des voies majeures impliquées dans leur développement.  

Le séquençage global de l’exome de 98 biopsies de tumeurs de l’endomètre a permis 

d’identifier la mutation RIPMSI dans 12,5% des cas (Gibson et al., 2016) (Figure 49). La 

plupart ont été retrouvées dans des tumeurs MSI (soit chez 20% des patientes MSI), où les 

altérations de RIP140 semblent être des mutations prépondérantes de l’oncogenèse 

endométriale.  

Une réanalyse récente des données du TCGA (The Cancer Genome Atlas) a permis de 

mettre en évidence que 14% des tumeurs colorectales MSI présentent cette mutation de 

RIP140 (Gibson et al., 2016). 

 

 

Figure 49 Mutations de RIP140 détectées dans les tumeurs de l'endomètre 
(Gibson et al., 2016) 
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6.4. Autres altérations connues du gène RIP140 

Un nombre croissant d’études rapportent l’importance de mutations de RIP140 dans 

différentes pathologies, cancéreuses ou non, et leurs effets délétères. Ainsi, une mutation 

hétérozygote dominante semble être responsable du syndrome congénital associant des 

anomalies rénales et du tractus urinaire (CAKUT, Congenital anomalies of the kidney and 

urinary tract) (Vivante et al., 2017).  

Par ailleurs, de nombreux polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs, Single Nucleotide 

Polymorphisms) de RIP140 ont été décrits. Les conséquences phénotypiques de certains de 

ces polymorphismes, associés à des pertes ou des altérations de fonction de RIP140, ont été 

validées (obésité, dépression) (Horikoshi et al., 2016; Song et al., 2013). L’un de ces SNP, 

correspondant au remplacement d’une arginine (R) par une glycine (G) en position 448 

(R448G), a été mis en évidence comme étant un facteur de prédisposition de l’endométriose 

(Caballero et al., 2005). Il a été observé au sein de l’équipe que ce SNP entraîne une perte de 

l’activité transrépressive du domaine RD2 qui semble être liée à une altération du recrutement 

des CtBPs (données non publiées). Ce polymorphisme fait partie des SNPs associés les plus 

significativement au cancer du poumon (Rudd et al., 2006). D’autres SNPs de RIP140 ont été 

associés à des cancers du sein dépendant des hormones (Ghoussaini et al., 2012), où 

l’expression de RIP140 est connue pour être significativement plus importante que dans les 

tumeurs ER négatives (Reyal et al., 2008).  

 

 

CONCLUSION 

Pour conclure ce travail, RIP140 contrôle l’expression de gènes majeurs impliqués dans le 

maintien de l’intégrité du génome. Une meilleure compréhension des mécanismes 

moléculaires qui sous-tendent ces régulations positives est aujourd’hui requise. Une mutation 

de ce corégulateur transcriptionnel perturbe ces régulations, affectant ainsi la stabilité du 

génome, alors même que d’autres mutations responsables ne sont pas identifiées. Des études 

cliniques sur des cohortes plus conséquentes sont désormais nécessaires pour valider son 

intérêt en tant que marqueur utilisable dans la prise en charge des patients.  
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ETUDE DU ROLE DU COREGULATEUR TRANSCRIPTIONNEL RIP140 DANS LE CONTROLE 
DE L’INSTABILITE MICROSATELLITAIRE DES CANCERS COLORECTAUX HEREDITAIRES 

Le corégulateur transcriptionnel RIP140 est un facteur ubiquitaire majeur impliqué dans la régulation de nombreux processus 
physiopathologiques, qui possède la capacité d’être un coactivateur ou un corépresseur des voies de signalisation selon son 

recrutement sur les gènes cible. Des résultats du laboratoire ont montré que RIP140 est un facteur de bon pronostic de la 
tumorigenèse intestinale sporadique. Ce travail s’intéresse à l’implication de ce facteur de transcription dans les cancers 

colorectaux familiaux et, plus particulièrement, en lien avec le syndrome de Lynch (LS). Le syndrome de Lynch est une 
prédisposition héréditaire aux cancers, majoritairement colorectaux, caractérisés par un défaut du système de réparation des 
mésappariements de l’ADN (Mismatch Repair, MMR), dû à une première mutation germinale d’un des gènes de ce système. 

La perte de fonctionnalité MMR est responsable du phénotype d’instabilité microsatellitaire (MSI). Cependant, il existe des 
formes familiales de cancers colorectaux, avec MSI, où il n’est pas retrouvé d’atteinte germinale ou somatique de l’un des 

gènes du système MMR. Ce sont les syndromes apparentés au syndrome de Lynch (Lynch Like Syndrome, LLS) dont la prise 
en charge est identique à celle du LS. L’utilisation de modèles murins et de lignées cellulaires colorectales, présentant des 

modulations d’expression de RIP140 ont permis de mettre en évidence l’effet positif de ce corégulateur sur la régulation 

transcriptionnelle de l’expression des gènes du système MMR, MSH2 et MSH6. La validité fonctionnelle de cette régulation a 
été explorée par des analyses d’instabilité microsatellitaire et de sensibilité à différentes molécules cytotoxiques. Des cohortes 
de tumeurs ont permis de confirmer la corrélation d’expression entre RIP140 et les gènes MSH2 et MSH6 chez les patients. En 
outre, la régulation de l’expression par RIP140 d’une polymérase translésionnelle particulière, la polymérase Polκ, a été 

étudiée. Cette polymérase assure la réplication des séquences microsatellitaires du génome. Nous avons démontré que RIP140 
stimule l’expression du gène POLK dans nos modèles cellulaires et que son expression est corrélée à celle de RIP140 au sein 
des tumeurs colorectales humaines. Enfin, par séquençage de différentes lignées cellulaires, nous avons mis en évidence une 
mutation de RIP140 qui entraîne un décalage du cadre de lecture et génère une protéine tronquée avec perte de deux domaines 
répresseurs de la protéine. Un séquençage à très haut débit nous a permis de rechercher cette mutation parmi des échantillons 
de tumeurs colorectales avec MSI. Cette mutation est retrouvée dans 19% des tumeurs, notamment LLS (16,2%), où elle est 
associée à une moins bonne survie globale. Elle affecte les propriétés antiprolifératives et transrépressives de RIP140 ainsi que 
les régulations positives des gènes MSH2, MSH6 et POLK. Le développement d’un outil anticorps spécifique de cette mutation 
serait extrêmement utile pour suivre l’expression de la forme mutée au sein des tumeurs et des premiers essais ont été réalisés 
en ce sens. En conclusion de ce travail, RIP140 contrôle l’expression de gènes majeurs impliqués dans le maintien de 
l’intégrité du génome et une mutation de ce corégulateur transcriptionnel pourrait être responsable de l’instabilité 

microsatellitaire de certaines tumeurs où des altérations des gènes MMR ne sont pas retrouvées. Des études cliniques sur des 
cohortes plus conséquentes seront nécessaires pour valider son intérêt en tant que marqueur utilisable dans la prise en charge 
des patients.  

Mots clés : Cancer colorectal, RIP140, régulation transcriptionnelle, réparation de l’ADN, instabilité microsatellitaire 

ROLE OF THE TRANSCRIPTIONAL COREGULATOR RIP140 IN THE CONTROL OF 
MICROSATELLITE INSTABILITY IN HEREDITARY COLORECTAL CANCER 

The transcriptional coregulator RIP140 is an ubiquitous cofactor playing a major role in the regulation of many 
physiopathological processes. It can either act as a coactivator or as a corepressor of signaling pathways depending on its 
recruitment on target genes. It has been shown that RIP140 is a good prognostic marker in sporadic intestinal tumorigenesis. 
This work focuses on its role in familial colorectal cancers and particularly in relation to the Lynch syndrome (LS). Lynch 
syndrome is a hereditary cancer predisposition, mostly colorectal, characterized by a defect in the Mismatch Repair (MMR) 
system, due to a first germline mutation of one gene of this system. Loss of MMR function induces a microsatellite instability 
(MSI) phenotype. However, there are some MSI familial colorectal cancers, where neither germinal nor somatic alteration of 
one MMR gene is found. They are referred to as Lynch like Syndrome (LLS) and their overall management is identical to that 
of LS. Murine models and colorectal cell lines, harboring modulations of RIP140 expression, allowed us to demonstrate the 
positive transcriptional regulation of the MMR genes, MSH2 and MSH6 by RIP140. Functional validation of this regulation 
was explored by microsatellite instability and sensitivity to various cytotoxic drugs analyses. A positive correlation has been 
confirmed between RIP140 and MSH2 and MSH6 gene expression in a cohort of 396 patients. Moreover, the transcriptional 
regulation by RIP140 of a specialized translesional DNA polymerase, the Polκ polymerase, has been investigated. Polκ ensures 
microsatellite sequences replication. We have demonstrated that RIP140 positively stimulates the expression of the POLK gene 
in our cell models and which appears correlated with that of RIP140 in human colorectal tumors. Finally, by sequencing 
different cell lines, we found a frameshift mutation of RIP140, generating a truncated protein with loss of the last two 
repression domains. High-throughput sequencing allowed us to look for this mutation in patient MSI colorectal tumor samples. 
This mutation was found in 19% of these tumors, especially LLS (16.2%), where it has been associated with lower overall 
survival. This mutation affects the antiproliferative and transrepressive properties of RIP140, as well as the positive regulation 
of the MSH2, MSH6 and POLK gene. Development of a specific antibody for this mutation would be extremely useful in 
following the expression of this mutated form within tumors and first tests have been already carried out. In conclusion, 
RIP140 controls expression of major genes involved in genome integrity maintenance and a mutation of this transcriptional 
coregulator could be responsible for microsatellite instability of some tumors where alterations of MMR genes are not found. 
Clinical studies on larger cohorts will be necessary to validate its interest as a marker usable in patient management. 

Keywords: Colorectal cancer, RIP140, transcriptional regulation, DNA repair, microsatellite instability 


