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AbréviationsAbréviationsAbréviationsAbréviations    

A :  Adénine 

ADNc :  Acide Désoxyribonucléique complémentaire 

AhR :  Aryl hydrocarbon Receptor 

ARNm :  Acide Ribonucléique messager 

ARNT :  Arylhydrocarbon Receptor Nuclear Translocator 

AUF-1 :  A+U-rich-element RNA-binding factor 1 

ATCC :  American Type Culture Collection  

ATP :  Adénine TriPhosphate 

BHD :  Birt-Hogg-Dube 

bNLS :  bipatite Nuclear Localisation Signal 

C :  Cytidine 

CAIX :  Anhydrase Carboxylase IX 

CCC :  Carcinome rénal à Cellules Conventionnelles 

CCR :  Carcinome à Cellules Rénales 

CMLV :  Cellules Musculaires Lisses Vasculaires 

CRE :  cAMP Responsive Element 

CTAD :  C-terminal Transactivation Domain 

CTP :  Cytidine TriPhosphate 

DEPC :  Diéthyl PyroCarbonate 

DMEM :  Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

DNase :  Désoxyribonucléase 

dNTP :  Désoxy Nucléotides TriPhosphate 

DO :  Densité Optique 

DTT :  dithiothreitol 

EDTA :  Acide éthylènediamine-tétracétique 

EGF :  Epidermial Growth Factor  

EMEA :  European Medecine Evaluation Agency 

EPO :  Erythropoïetine 

E.S.M :  Ecart Standard à la Moyenne 

FBS :  Fœtal Bovin Serum  

FDA :  Food and Drug Administration 

FH :  Furamate Hydratase 

GAPDH :  Glyceraldéhyde Phosphate Deshydrogénase 
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G : Guanine 

GRE :  Glucocorticoïde Responsive Element 

GTP :  Guanine TriPhosphate 

HIF :  Hypoxia Induced Factor  

hnRNP L :  heterogeneous nuclear Ribonucleoprotein L 

HRE :  Hypoxia Responsive Element 

IGF :  Insuline-like Growth Factor  

IL-2 :  Interleukine-2 

INF-α :  Interferon α 

KDa :  Kilo Dalton 

MDR :  Multi Drug Resistance 

MEC :  Matrice Extra Cellulaire 

MVD :  Densité MicroVasculaire 

mTOR :  mammalian Target Of Rapamycin 

NF-κB :  Nuclear Factor κB 

NTAD :  N- terminal TransActivation Domain 

pb :  paires de bases 

PBS:   Phosphate-Buffered Saline  

PCR :  Réaction de Polymérisation en Chaine 

PDGF :   Platelet-Derived Growth Factor  

PHD :  HIF-specific Prolyl Hydroxylase Domain 

PMSF:  Fluorure de PhénylMéthyl Sulfonyl 

PTH :  Parathyroid Hormone 

PTHrP :  Protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne 

pTNM :  pathologic Tumor Node Metastase 

rNTP :  riboNucléotides TriPhosphate 

RCPG :  Récepteurs Couplés aux Protéines G 

RPTH1 : Récepteur PTH/PTHrP 1 

RRM :  RNA Recognition Motif 

RT :  Transcription Reverse 

SABG :  Senescence-Associated β-galactosidase 

SAHF :  Senescence-Associated Heterochromatic Foci 

SDS :  Sodium DodecylSulfate  

SRE :  Serum Responsive Element 

SSC :    Standard Sodium Nitrate  
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TBS :   Tris-Buffered Saline  

TGF:    Tumor Growth Factor  

TSC :  Tuberous Sclerosis Complex 

TTP :  Tristetraproline 

U :  Uracyle 

UTP :  Uracyle TriPhosphate 

UTR :  Région non Traduite 

UV :  Ultra Violets 

VEGF:   Vascular Endothelial Growth Factor  

VHL :   Von Hippel-Lindau  
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1111----    LLLLe e e e carcinome carcinome carcinome carcinome àààà    cellules rénalescellules rénalescellules rénalescellules rénales    

1.1 1.1 1.1 1.1 Epidémiologie du  cancer du Epidémiologie du  cancer du Epidémiologie du  cancer du Epidémiologie du  cancer du reinreinreinrein    

Le carcinome à cellules rénales ou CCR, développé aux dépens du parenchyme rénal, est la 

tumeur du rein la plus fréquente, représentant 85% des tumeurs malignes de cet organe. Le 

cancer du rein, tous types de tumeurs confondus, se place en 3ème position des cancers uro-

génitaux après ceux de la prostate et de la vessie et représente 3 % des tumeurs de l’adulte. 

Dans les pays industrialisés, il est la 6ème cause de décès par cancer. 

1.1.1 Epidémilogie descriptive 

En 2002, il a été recensé dans le monde, 208 000 nouveaux cas de cancer du rein (Parkin et 

al., 2005), un cancer qui touche majoritairement les hommes avec un sex-ratio de 2 hommes 

atteints pour 1 femme (Woldrich et al., 2008). Les taux d’incidence standardisés sont 

d’environ 12,2 pour 100 000 chez l’homme et de 5,7 pour 100 000 chez la femme dans les 

pays industrialisés mais sont très variables. Cette variation s’observe tout d’abord en fonction 

des zones géographiques considérées. En effet, les taux d’incidence varient de plus de 10 fois 

en fonction des pays, les plus importants étant retrouvés en Amérique du Nord et en Europe et 

les plus faibles en Asie et en Afrique (Parkin et al., 2005). En Europe, l’incidence chez les 

hommes varie de 6,81 à 21,66 en Suède et en République Tchèque respectivement. 

Globalement,  le taux moyen en Europe en 2005 était de 16,1 pour 100 000 chez l’homme et 

de 6,2 pour 100 000 chez la femme,  ce qui correspond par exemple à 8000 nouveaux cas 

recensés en France cette même année (Levi et al., 2008). Les taux d’incidence varient 

également en fonction des ethnies considérées, exemple aux Etats-Unis, où l’incidence 

globale est la plus forte, et où l’on retrouve des taux allant de 8,9 à 20,4 pour 100 000 chez les 

hommes d’origine asiatique ou africaine respectivement sur la période allant de 2000 à 2004 

(Jemal A, 2008). Il faut noter que cette incidence augmente de façon constante depuis 1975 à 

raison de 2 à 3% par an mais là encore, on observe des disparités géographiques importantes. 

En effet, selon l’étude de Levi & Al (2008) allant de 1982 à 2002, l’incidence du cancer du 

rein tendrait à diminuer ou à se stabiliser dans les pays d’Europe du Nord (à l’exception de 

l’Angleterre) dans les 10 dernières années considérées par cette étude, allant même jusqu’à 

une diminution substantielle de l’ordre de 18-19% de l’incidence en Suède, alors qu’elle 

augmente dans les pays de l’Europe de l’Est, jusqu’à + 27% en slovénie. 
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Quant aux taux de mortalité, après un pic au début des années 1990, ils tendent aujourd’hui à 

diminuer.  Ils sont de 4,3 pour 100 000 chez l’homme et 1,7 pour 100  000 chez la femme 

(Levi et al., 2008). 

1.1.2 Classification 

On distingue les différents types de tumeurs rénales en fonction de leur origine histologique. 

Elles sont classifiées comme suit par la société française de pathologie : 

Les tumeurs d’origine épithéliale :  

� Bénignes : Adénome cortical, oncocytome, tumeurs de l’appareil juxtaglomérulaire, 

adénome métanéphrique. 

� Malignes : Appelées carcinomes à cellules rénales (CCR), ces tumeurs sont les plus 

fréquentes, elles représentent 90% des tumeurs du rein.  Ce sont ces tumeurs en 

particulier qui seront traitées dans cette thèse. 

� D’origine endocrine : Appelées tumeurs carcinoïdes ou carcinomes, elles peuvent être 

bénignes ou malignes 

Les tumeurs d’origine mésenchymateuse : 

� Bénignes : Angiomyolipome, léiomyélome, lipome 
�  
� Malignes : Sarcomes 

Les tumeurs blastémateuses : 

� Malignes : Néphrome  mésoblastique, néphroblastome de l’adulte et sarcome à 

cellules claires 

Les métastases :  

� Elles sont souvent multiples et parfois bilatérales.  Le carcinome primitif est le plus 

souvent pulmonaire, mammaire ou digestif. 

1.1.3 Facteurs de risques 

Les diverses études menées sur ce sujet ont suggéré l’implication de nombreux facteurs que 

l’on peut classer en deux catégories à savoir les facteurs environnementaux et les facteurs liés 

au patient. 
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• Les facteurs environnementaux : 

Le tabac : C’est le facteur de risque du cancer du rein, dont le lien de causalité est le mieux 

établi. On estime qu’il joue un rôle dans 20 à 30% des CCR chez l’homme et dans 10 à 20 % 

chez la femme (McLaughlin et al., 1995; McLaughlin et al., 2006). Le risque relatif pour un 

fumeur de développer un carcinome à cellules rénales par rapport à un non fumeur est de 1,54 

pour l’homme et 1,22 pour la femme et augmente fortement de façon dose dépendante. Il 

atteint des taux respectifs de 2,03  et 1,58 chez les hommes et les femmes considérés comme 

de gros fumeurs, c’est-à-dire fumant plus de 20 cigarettes par jour. L’arrêt du tabac diminue 

ce risque, la baisse devenant significative après une période de sevrage de 10 ans et ce, surtout 

chez les hommes (Hunt et al., 2005).  

Autres : Hormis  le tabac, aucun facteur de risque environnemental n’a réellement pu être 

validé, les différentes études menées arrivant à des conclusions parfois contradictoires. Ainsi, 

différents composés chimiques semblent être impliqués dans l’augmentation du risque de 

cancer du rein, bien que cela n’ait pas été confirmé. C’est le cas par exemple du cadmium, du 

plomb, des hydrocarbures ou encore de l’amiante (Dhote et al., 2000). De la même manière, 

la sur-consommation de thé ou de café serait incriminée dans l’augmentation du risque de 

cancer du rein alors que la consommation de fruits et légumes serait plutôt associée à une 

diminution de ce risque, tout comme l’activité sportive ou la consommation d’alcool (Janout 

and Janoutova, 2004; Mellemgaard et al., 1994). 

• Facteurs de prédisposition liés au patient :  

Prédispositions génétiques : les formes héréditaires du cancer du rein sont assez rares. Elles 

représentent 1 à 2% des cas et peuvent être classées en 2 groupes (Sudarshan and Linehan, 

2006). On distingue d’une part les  cancers du rein associés à des syndromes tumoraux 

familiaux comme la maladie de Von Hippel Lindau (la plus fréquente), la sclérose tubéreuse 

de Bourneville ou encore le syndrome de Birt-Hogg-Dube, et d’autre part les cancers du rein 

familiaux qui ne s’intègrent dans aucun syndrome spécifique. C’est le cas du cancer du rein 

familial non lié au VHL ou des cancers du rein à tumeurs papillaires qui eux sont associés à 

une trisomie du chromosome 7 ou à des délétions des bras courts des chromosomes 11 et 21. 

Autres prédispositions : parmi les autres facteurs liés au patient, le plus important est 

l’obésité. C’est un facteur  de risque indépendant de cancer du rein, impliqué dans 30 % des 

cas et dont le risque relatif est corrélé à l’augmentation de l’indice de masse corporelle 

(1,07/U) (Bergstrom et al., 2001). L’hypertension artérielle est également reconnue comme un 



5a

3a 3b

5b

Tableau1 : les sous-types de CCR D’après Baldewijns et al, 2002 
a : Age moyen b : Age médian

Figure 1 : Classification des CCR : cellules d’origine. Le nephron est formé du corpuscule comprenant le

glomérule (1) et la capsule de Bowman (2) ainsi que du tubule rénal divisé en 4 parties : le tubule

contourné proximal (3), la anse de Henle (6), le tubule contourné distal (4) et le tube collecteur (5). Les

différents sous-types de CCR trouvent leur origine dans le tubule rénal, principalement au niveau du

tubule contourné proximal( 3a CCC et 3b CCR papillaire) et du canal collecteur ( 5a CCR chromophobe,

5b Carcinome collecteur de Bellini). D’après Baldewijns et al, 2008.

Type de CCR Fréquence Age 
Ratio 

homme/femme 

    Carcinome à cellules rénales conventionnel 70 61 
a
  

Carcinome à cellules rénales papillaire 10-15 61 
a
 1,8/1 à 3,8/1 

Carcinome à cellules rénales chromophobe 5 60 
a
 1/1 

Carcinome à cellules rénales non classés 4-5   

Carcinome à cellules rénales multiloculaire à cellules claires <5  51 
a
 3/1 

Carcinome de type canal collecteur ou de Bellini 

 

<1 

 

55 
a
 

 

    2/1 

Carcinome rénal mucineux tubuleux à cellules fusiformes 

 

<1 

 

53 
a
 

 

1/4 

Carcinome à translocation Xp11 <1        15
b
 4/7 
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facteur de risque de ce cancer (Weikert et al., 2008). Quant au diabète, il semble être associé à 

une augmentation du risque de cancer du rein mais il est important de moduler ce résultat en 

fonction des corrélations qui existent entre diabète et obésité (Zucchetto et al., 2007). Enfin, le 

risque de cancer du rein est 10 fois plus important chez les patients dialysés que dans la 

population générale, risque qui augmente avec l’ancienneté de la dialyse (Stewart et al., 

2003). Les patients qui sont finalement transplantés ont un sur-risque de développer un cancer 

du rein au moins égal à celui des patients dialysés, voire supérieur (Vajdic et al., 2006). 

1.2 1.2 1.2 1.2 Génétique et Génétique et Génétique et Génétique et classificationclassificationclassificationclassification    

1.2.1 La classification d’Heidelberg 

Bien que les  CCR trouvent tous leur origine dans les structures tubulaires matures, il s’agit en 

réalité d’un groupe de tumeurs qui présentent des caractéristiques différentes. En 1996, un 

consensus de classification, basé sur les caractéristiques génétiques et morphologiques ainsi 

que sur le potentiel évolutif de ces tumeurs a été proposé et adopté à Heidelberg en 1997, au 

« Heidelberg workshop » (Kovacs et al., 1997).  Les CCR ont ainsi été subdivisés en 5 sous-

types, à savoir les CCR de type conventionnel, papillaire, chromophobe, canal collecteur ou 

encore non classés. Voici brièvement les principales caractéristiques de ces groupes       

(Figure 1 et Tableau 1). 

• Le carcinome à cellules rénales conventionnelles ou CCC  

Il s’agit du sous-type le plus fréquent, représentant 70 à 80% des CCR. Le regroupement de 

ces tumeurs est basé sur la fréquence d’une délétion spécifique du chromosome 3p, siège du 

gène VHL dont les mutations sont retrouvées exclusivement dans ce sous-type. D’autres 

altérations caractéristiques sont la duplication en position 5q22 et les délétions des bras des 

chromosomes 6q, 8p 9p et 14q. La plupart des CCC est composé majoritairement de cellules à 

cytoplasme clair entre lesquelles on retrouve des cellules à cytoplasme acidophile en 

proportion variable. 

• Le carcinome à cellules rénales papillaires ou chromophiles  

Ce groupe représente 10% des CCR. Les anomalies génétiques les plus fréquentes sont les 

trisomies des chromosomes 7 (dans 75% des cas) et 17 et une perte du chromosome Y. Les 

cellules qui le composent sont soit acidophiles soit basophiles. Dans le premier cas, on parlera 

de CCR papillaire de type 1 alors que dans le deuxième cas on parlera du type 2. L’agressivité 

des CCR papillaires est moindre que celle des CCC. 
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• Le carcinome à cellules rénales chromophobe   

Il regroupe environ 5% des CCR et se développe à partir des cellules intercalaires B du tube 

collecteur. Les cellules ont un aspect caractéristique dû à la teinte particulière de leur 

cytoplasme. Génétiquement, il est caractérisé par une combinaison de perte d’hétérozygotie 

aux chromosomes 1, 2, 6, 10, 13, 17 ou 21 et souvent d’une hypodiploïdie.  

• Le carcinome de type canal collecteur ou de Bellini  

 C’est le sous-type de CCR le plus rare (moins de 1% des cas). Il se développe à partir du 

canal collecteur mais son diagnostic est difficile car ses aspects morphologiques sont très 

variables. Aucun profil génétique particulier n’a pu être établi. 

• Les carcinomes à cellules rénales non classés  

 Ce type regroupe tous les CCR qui n’ont pu être classés dans un des types présentés ci-dessus 

même après analyses génétiques. C’est le cas pour 4 à 5% des CCR. 

Plus récemment, 3 nouveaux sous-types ont été décrits et sont venus compléter cette 

classification : 

− le CCR multiloculaire à cellules claires 

− le carcinome rénal mucineux tubuleux à cellules fusiformes 

− le carcinome rénal associé aux translocations Xp11.2/TFE (gène de fusion). 

 

Dans tous ces types de CCR, on peut retrouver une différenciation sarcomatoïde (ressemblant 

à du sarcome). Cette différentiation indique un caractère plutôt agressif du carcinome 

concerné et le prognostic est alors défavorable (Delahunt et al., 2001). 

 

1.2.2 Gènes suppresseurs de tumeurs et oncogènes 

L’étude des formes familiales de CCR, a permis l’identification de gènes suppresseurs de 

tumeurs ou de proto-oncogènes impliqués dans le développement de ces tumeurs et dont la 

pertinence dans les cas sporadiques de CCR est plus ou moins bien établie. 
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• Gènes suppresseurs de tumeurs 

VHL :  Le gène VHL est le gène suppresseur de tumeur le plus souvent impliqué dans le 

CCR. Depuis 1993, date à laquelle ce gène fût isolé, près de 150 mutations germinales 

différentes ont été répertoriées. Elles sont très hétérogènes et distribuées tout au long de la 

séquence codante à l’exception des 50 premiers nucléotides où elles sont rares. Le VHL, dont 

la perte est à l’origine d’une forme familiale de cancer du rein, appelée la maladie de von 

Hippel Lindau, est également inactivé dans la majorité des cas sporadiques (Kim and Kaelin, 

2004). Le principal rôle du VHL est de dégrader les  facteurs HIF-α (pour hypoxia-induced 

factors) en conditions normoxiques. Sa perte conduit donc à la surexpression des cibles des 

facteurs HIF-α impliqués entre autres dans l’angiogénèse, la croissance cellulaire ou la 

formation de la matrice extracellulaire. Autant de voies impliquées dans la cancérogenèse 

(Sufan et al., 2004). Le VHL joue donc un rôle très important qui sera abordé plus largement 

dans la prochaine partie. 

FH (Furamate hydratase) : Ce gène suppresseur de tumeur est localisé sur le chromosome 

1q42.3-43. Il code pour la protéine furamate hydratase, une enzyme du cycle de Krebs, qui 

catalyse la conversion du furamate en malate (Baldewijns et al., 2008). Les études de Isaacs et 

al (Isaacs et al., 2005) et Pollard et al (Pollard et al., 2007) ont montré que la perte de cette 

enzyme conduit également à une activation de la voie HIF. Les patients porteurs de mutations 

germinales de ce gène développent des CCR papillaires de types 2 mais aucune relation n’a 

été démontrée entre les mutations somatiques de ce gène et les cas sporadiques de CCR. 

BHD (Birt-Hogg-Dube) : Ce gène suppresseur de tumeur, localisé sur le bras court du 

chromosome 17, est responsable du syndrome héréditaire de Birt-Hogg-Dubé, dont 15 à 25% 

des  patients affectés vont développer des CCR, le plus souvent de type chromophobe 

(Linehan and Zbar, 2004). Les mutations germinales affectant ce gène sont concentrées dans 

l’exon 11 au niveau d’une chaîne de 8 cytosines. Ces mutations résultent presque toujours en 

une protéine tronquée, la folliculin, qui aurait un rôle suppresseur de tumeur. Le gène BHD 

n’est pas muté dans la plupart des cas de CCR sporadiques, cependant on a retrouvé des 

altérations du chromosome 17, porteur de ce gène (Nagy et al., 2004).  

TSC1-TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex) : Les patients atteints de sclérose tubéreuse de 

Bourneville développent des CCR qui peuvent être de type conventionnel, papillaire ou 

chromophobe. Ces patients portent en fait une mutation inactivatrice germinale  sur l’un ou 

l’autre des gènes suppresseurs de tumeur TSC1 ou TSC2, gènes qui codent pour 2 protéines 
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orthologues qui s’associent afin de former un complexe inhibant mTOR, impliqué dans des 

voies de signalisation régulant la croissance cellulaire (Mak and Yeung, 2004). Une seule 

étude (Parry et al., 2001) s’est intéressée au rôle de l’inactivation de ce complexe TSC dans 

les cas de CCR sporadiques et n’a pas montré de rôle particulier. Cependant, les études 

menées chez le rat Eker (knock-out pour TSC2) qui exprime un VHL sauvage montrent que la 

perte de TSC2 augmente l’expression du VEGF via HIF-2α, suggérant que la perte de ce gène 

a des conséquences similaires à la perte du gène VHL (Liu et al., 2003). 

• Proto-oncogènes 

MET :  Le gène MET a été identifié dans le cadre d’études sur les formes familiales de CCR 

papillaires. Les patients présentant des mutations germinales pour ce gène développent plus 

particulièrement des CCR papillaires de type I.  Les mutations germinales de ce gène situé sur 

le bras long du chromosome 7, sont des mutations activatrices affectant le domaine tyrosine 

kinase de MET (Schmidt et al., 1997). La protéine issue de ce gène est un récepteur 

transmembranaire à activité tyrosine kinase qui lorsqu’elle est activée induit des cascades de 

signalisation impliquées dans la mitogénèse ou la migration. Si MET n’est muté que dans 5% 

des cas sporadiques de CCR papillaires, une trisomie de chromosome 7 porteur de ce gène est 

observée dans 75% des cas, résultant en une expression accrue de MET (Cohen and 

McGovern, 2005; Schmidt et al., 1997). 

1.2.3 Altérations épigénétiques 

Les altérations épigénétiques sont des modifications transmissibles et réversibles de 

l'expression des gènes ne s'accompagnant pas de changements des séquences nucléotidiques. 

Ces modifications, qui peuvent intervenir au niveau de l’ADN, de l’ARN ou des protéines 

peuvent se produire spontanément ou en réponse à l'environnement. La plus courante et la 

plus étudiée d’entre elles se produit au niveau de l’ADN, c’est l’hyperméthylation des 

promoteurs qui inactive la transcription des gènes concernés. Etant donné que les mutations 

de gènes suppresseurs de tumeurs sont généralement plus fréquentes dans les formes 

héréditaires que dans les cas sporadiques, l’hyperméthylation des promoteurs est susceptible 

d’être impliquée dans les formes sporadiques et/ou familiales de CCR.  

Plusieurs études ont montré que le gène VHL est hyperméthylé et donc inactivé dans 16 à 

20% des  cas sporadiques de CCC (Banks et al., 2006; Dulaimi et al., 2004). Cette 

hyperméthylation du VHL a également été observée dans les CCR papillaires. Les études 

menées sur le gène BHD sont contradictoires. En effet, dans une étude de da Silva et al (da 



  

 

Stade Signification 

T Tumeur primitive 

 

pTx 

pT0 

pT1 

pT1a 

pT1b 

pT2 

pT3 

 

pT3a 

 

pT3b 

 

pT3c 

pT4 

 

La tumeur primitive ne peut être évaluée 

Absence de tumeur primitive identifiable 

Tumeur inférieure ou égale à 7 cm de grand axe, limitée au rein 

Tumeur limitée au rein, ≤ 4 cm dans sa plus grande dimension 

Tumeur limitée au rein > 4 cm mais ≤ 7 cm dans sa plus grande dimension 

Tumeur supérieure à 7 cm de grand axe, limitée au rein 

Tumeur étendue à la veine rénale, à la surrélale ou à la graisse périrénale mais 

sans dépassement du fascia de Gerota 

Tumeur étendue à la surrénale ou à la graisse périrénale mais sans dépassement 

du fascia de Gerota 

Tumeur étendue macroscopiquement à la veine rénale ou à la veine cave sous-

diaphragmatique 

Tumeur étendue macroscopiquement à la veine ceve sus-diaphragmatique 

Tumeur envahissant le fascia de Gerota 

 

N Ganglions régionaux ( hilaires, para-aortiques abdominaux et paracaves 

 

Nx 

N0 

N1 

N2 

 

Envahissement ganglionnaire non évalué 

Absence de métastase ganglionnaire régionale 

Métastase ganglionnaire régionale unique 

Plus d’une métastase ganglionnaire régionale 

 

M Métastases à distance 

 

Mx 

M0 

M1 

 

Métastases non évaluées 

Absence de métastase à distance 

Métastases à distance 

 

Tableau 2 : Classification pathological tumor-node-metastase (pTNM) des carcinomes à 
cellules rénales (International Union Against Cancer)..   
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Silva et al., 2003) portant sur une vingtaine de CCR, aucune hyperméthylation du promoteur 

n’a été observée. Au contraire, Khoo et al (Khoo et al., 2003) ont observé cette 

hyperméthylation dans 11%, 36% et 33% des CCR chromophobes, papillaires, et 

conventionnels respectivement. Quant au gène FH, une seule étude s’y est intéressée et 

aucune hyperméthylation du gène n’a été observée (Dulaimi et al., 2004).  

Enfin, différentes études s’intéressant à d’autres gènes suppresseurs de tumeurs connus pour 

jouer un rôle dans les cancers ont observé, dans les CCR, une hyperméthylation des 

promoteurs de près de 50 gènes impliqués dans divers processus cellulaires tels que 

l’adhésion, l’angiogénèse, l’apoptose, le cycle cellulaire ou la prolifération (Baldewijns et al., 

2008). Les exemples les plus parlants sont ceux d’APAF1 (impliqué dans l’apoptose), JUP 

(impliqué dans l’adhésion cellulaire) ou TIMP3 (impliqué dans l’invasion cellulaire), 

hyperméthylés respectivement dans 97%, 87% et 78% des CCR étudiés. 

1.3 1.3 1.3 1.3 Les mLes mLes mLes marqueurs proarqueurs proarqueurs proarqueurs pronostiqnostiqnostiqnostiquuuueseseses    

1.3.1 Cliniques 

• La classification pTNM : Ce système de stadification de l’International Union 

Against Cancer est à l’heure actuelle le plus couramment utilisé et est considéré comme l’un 

des plus fiables et précis des facteurs de pronostic de survie des patients atteints de CCR. 

Appelé p (pour pathologique) tumor node metastasis (TNM), il est établi à partir de l’examen 

anatomopathologique et permet de classer les tumeurs en stades allant de pT1a à pT4, où le T 

correspond à la tumeur primaire (taille et envahissement), N au nombre de ganglions 

régionaux et M à l’existence ou non de métastases à distance (Tableau 2). Ce système, qui en 

est à sa sixième édition, a été révisé pour la dernière fois en 2002, date à laquelle le stade pT1 

a été subdivisé en pT1a et pT1b afin d’augmenter la pertinence pronostique de ce système 

(Sagalowsky, 2002). La survie à 5 ans varie de 97% pour les stades pT1a à 20% pour les pT4. 

 

• L’ECOG performance status : c’est un facteur pronostique important qui a 

l’avantage d’être simple et facilement utilisable.  Il comporte 5 grades (de 0 à 4) et est basé 

sur l’activité physique dont le patient est capable (Tableau 3). 
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Tableau 3 : L’ECOG performance status (PS) 

Capable d'une activité identique à celle précédant la maladie sans aucune restriction. 0 

Activité physique diminuée mais ambulatoire et capable de mener un travail. 1 

Ambulatoire et capable de prendre soin de soi-même, Incapable de travailler.  
Alité moins de 50 % de son temps. 

2 

Capable seulement de quelques soins. Alité ou en chaise plus de 50 % du temps. 3 

Incapable de prendre soin de soi-même. Alité ou en chaise en permanence 4 

•  

1.3.2 Histologiques 

• Le grade de Fuhrman : Créé en 1982 par Fuhrman et al, il est le système de 

graduation histologique le plus largement utilisé dans le monde (Fuhrman et al., 1982). Il se 

rapporte exclusivement aux caractéristiques nucléaires des cellules des tumeurs primaires des 

CCR. Le grade (1 à 4) est déterminé d’après la taille des noyaux, la régularité de leurs 

contours, l’existence et la taille du nucléole ou encore l’existence de noyaux bizarres. Le 

grade qui sera retenu est le grade le plus élevé qui est détecté, même si celui-ci n’est présent 

que localement. Le grade de Furhman est reconnu par l’ Intenational Union Against Cancer 

comme étant le meilleur facteur prédictif dans le cancer du rein. Cependant, ce système 

souffre de points faibles et son remaniement est sujet à discussion. En effet, s’il est admis que 

le grade attribué est le plus haut grade observé dans l’échantillon, même si celui-ci n’est 

présent que localement, il n’y a pas de consensus quant à la taille minimum significative. De 

plus, des études de Ficarra et al (Ficarra et al., 2005) et de Al Aynati et al (Al-Aynati et al., 

2003) ont montré une reproductibilité des résultats inter- et même intra-observateurs assez 

modérée. De l’avis de nombreux auteurs, ce système devrait être simplifié pour ne 

comprendre plus que 3 stades mais à l’heure actuelle, aucun consensus quant aux stades qui 

devraient être regroupés n’a été trouvé, et ce, malgré l’étude de Rioux Leclercq et al (Rioux-

Leclercq et al., 2007) attribuant une valeur prédictive à 84% au modèle regroupant les stades I 

et II. Pour le moment, le grade de Furhman reste donc utilisé tel qu’il a été décrit au départ. 

• Le type cellulaire : Bien que les résultats des différentes études soient parfois 

contradictoires, il apparaît que l’agressivité des CCR est décroissante selon qu’ils sont du type 

canal collecteur, à cellules conventionnelles, papillaires ou chromophobes (Ficarra et al., 

2006). Les patients atteints d’un CCC ont donc logiquement un taux de survie cancer-

spécifique plus faible que ceux atteints d’un CCR papillaire ou chromophobe. Néanmoins, il 
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est important de tenir compte du caractère péjoratif d’une éventuelle composante 

sarcomatoïde associée. La présence de nécrose en histologie est également associée à un 

pronostic défavorable dans le cas d’un CCR conventionnel, ce qui n’est pas le cas dans les 

types papillaires et chromophobes (Minardi et al., 2008). Notons qu’une étude menée à 

l’Université de Los Angeles sur 310 patients a montré une valeur pronostique de la nécrose 

dans les cas de CCR localisés mais pas dans le cas de CCR métastatiques (Lam et al., 2005). 

• L’angioinvasion : Les CCR étant des tumeurs très vascularisées, la valeur pronostique 

de la densité vasculaire des tumeurs a été évaluée dans plusieurs études mais les résultats 

obtenus ne permettent pas de la considérer comme un facteur pronostique. En effet, si 2 

études ont observé  une corrélation positive entre la densité vasculaire moyenne (MVD) et la 

survie des patients, 3 autres études n’ont trouvé aucune influence de la MVD sur la survie des 

patients. 

1.3.3 Biomoléculaires 

Les biomarqueurs sont des outils très importants qui ont plusieurs rôles. Ils permettent 

d’identifier les patients risquant de développer la maladie, de diagnostiquer ceux qui ne  

présentent que des signes précoces mais également et surtout de prédire l’évolution des 

cancers et la réponse aux différentes thérapies, de manière à définir la meilleure stratégie 

thérapeutique à adopter. Un enjeu majeur est l’identification de marqueurs permettant de 

prévoir le potentiel métastatique du cancer à un stade d’évolution précoce. A l’heure actuelle, 

aucun marqueur moléculaire réellement prédictif n’a été validé dans le CCR, faute de ne pas 

correspondre aux critères du  college of american pathologist  ou de n’avoir pas encore été 

assez étudié. Cependant, diverses études ont montré un rôle pronostique pour de nombreuses 

molécules intervenant dans divers processus cellulaires (Tunuguntla and Jorda, 2008).  

- Des molécules d’adhésion cellulaire : Cadhérine 6, E-Cadhérine … 

- Des molécules stimulant la réponse immunitaire : IL-6, IL-8, B7-H1… 

- Des récepteurs de facteurs de croissance : VEGFR-3, TGFβR-II 

- Des molécules induites par hypoxie : CAIX, HIF-1α, VEGF…. 

- Des protéines régulant le cycle cellulaire : p53, bcl-2, PTEN, AKT, Ki67… 

Le plus étudié et le plus prometteur de ces marqueurs pronostiques est l’anhydrase 

carboxylase IX (CAIX). Cette molécule, qui est une cible des facteurs HIF, intervient dans la 

régulation du pH dans les compartiments intra- et extracellulaires et voit son expression, 
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normalement limitée dans le rein sain, augmentée dans 95% des CCC et 50% des CCR 

papillaires (Bui et al., 2003). Son rôle pronostic a été clairement établi dans le CCC, où 

plusieurs auteurs ont démontré sa valeur pronostique en termes de survie. Dans une étude 

incluant 321 patients, Bui et al (2003) ont montré qu’une faible expression de CAIX 

(marquage dans moins de 85% des cellules tumorales) était un facteur pronostique 

indépendant de mauvais pronostic, les patients dans ce cas ayant 3,1 plus de risque de décéder 

du cancer que les patients ayant une plus forte expression. Une autre étude de Atkins et al 

(Atkins et al., 2005) a montré qu’une forte expression de CAIX (>85%) augmentait de 3,3 

fois la probabilité de réponse à l’immunothérapie. 

1.4 1.4 1.4 1.4 ThérapiesThérapiesThérapiesThérapies    

La survie à 5 ans après le diagnostic est légèrement plus faible chez les hommes (52%) que 

chez les femmes (56%) mais s’accroît de façon régulière depuis le début des années 1990. En 

effet, les taux de mortalité en Europe ont baissé d’environ 15% entre 1992 et 2002 (Levi et 

al., 2008). En France, on constate environ 3600 décès par an. L’âge médian au diagnostic est 

de 67 ans chez les hommes et de 70 ans chez les femmes (Belot et al., 2008). Du fait de 

l’augmentation des découvertes fortuites grâce aux échographies et tomodensitométries 

(TDM) réalisées pour d’autres motifs (Cooperberg et al., 2008), le stade d’évolution du CCR 

au moment du diagnostic a beaucoup diminué, ce qui est encourageant au regard des 

variations des taux de survie des patients en fonction du stade du CCR : ils sont de 90% à 5 

ans  pour les tumeurs localisées de petite taille (< 4 cm) mais chutent à seulement 5% en cas 

d’atteinte métastatique. Ces différences sont en partie dues aux options thérapeutiques 

disponibles dans ces 2 cas de figure. 

1.4.1 CCR localisés : la chirurgie 

Pour les patients atteints de CCR localisés, la chirurgie est le seul traitement curatif disponible 

(Lee and Patel, 2002). 

La chirurgie consiste dans la plupart des cas en une néphrectomie totale de façon à s’assurer 

que toutes les zones potentiellement cancéreuses soient retirées. La néphrectomie partielle, 

bien que de plus en plus adoptée, reste limitée aux patients qui présentent des  tumeurs locales 

de moins de 4 cm ou chez les patients au statut particulier, c'est-à-dire ayant un seul rein, 

présentant des tumeurs bilatérales ou en insuffisance rénale.  Après néphrectomie totale ou 

partielle, les patients atteints de CCR localisés  ont un taux de survie à 10 ans de plus de 70%, 
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les récurrences locales de CCR n’étant observées que dans 2 % des cas après néphrectomie 

totale et 3% des cas après néphrectomie partielle (Hafez et al., 1999; Itano et al., 2000). 

Aucune thérapie adjuvante n’est pour l’instant disponible, ni l’interleukine-2 (IL-2) ni 

l’interféron-α (INF-α) n’ayant démontré un quelconque bénéfice et aucun autre traitement 

n’ayant été approuvé (Drucker, 2005). 

1.4.2 CCR métastatiques 

Dans les cas de CCR métastatiques, le traitement des patients pose plus de difficultés. En 

effet, les CCR sont des tumeurs réfractaires aux traitements classiques, en grande partie car ils 

développent rapidement des résistances.  

 

Thérapies classiques 

Chimio-hormono-et radiothérapies 

La chimiothérapie, pourtant utilisée dans le traitement de nombreuses tumeurs solides n’a 

quasiment aucun effet sur les CCR. Une revue de 83 essais cliniques sur plusieurs agents 

chimiothérapiques incluant plus de 4000 patients a montré un taux de réponse au traitement 

très faible : 4,7% de réponse partielle et 1,3% de réponse totale. Les raisons de cette résistance 

à la chimiothérapie ne sont pas clairement établies. Elle pourrait être due à l’expression du 

transporteur multi drug résistance (MDR) dans les cellules des tubules proximaux à partir 

desquelles les CCR se développent, ou au fait que les CCR progressent lentement or ces  

agents ciblent les cellules qui se divisent rapidement. De la même manière, l’hormonothérapie 

n’est pas non plus un traitement efficace puisqu’elle ne permet qu’une réponse partielle dans 

moins de 5% des cas. Enfin, la radiothérapie n’est utilisée que comme traitement palliatif à la 

douleur ou pour le traitement des métastases osseuses et cérébrales . 

Immunothérapie 

Deux cytokines en particulier sont utilisées, il s’agit de l’interféron-α (INF-α) et de 

l’interleukine-2 (IL-2). L’INF-α a été la première à être étudiée et approuvée pour le 

traitement des CCR. Elle présente un taux de réponse moyen de 15% mais la durée de cette 

réponse n’excède que très rarement les 2 ans, elle est en moyenne de 12 mois (Minasian et al., 

1993). L’IL-2 présente des taux de réponses équivalents à ceux de l’INF-α mais a l’avantage 

d’induire une réponse plus durable, de 19 mois en moyenne (Fisher et al., 2000). Les études 
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mTOR

VEGFR

Akt

PI3K

Temsirolimus

Sorafenib

Sunitinib

Bevacizumab
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cliniques menées afin de déterminer un éventuel avantage d’une combinaison entre ces 

cytokines n’ont pas été concluantes. En effet, si une étude de phase 3 a montré une 

augmentation significative du taux de réponse, aucun bénéfice sur la survie des patients n’a 

été observé (Negrier et al., 1998). 

L’immunothérapie par cytokines a longtemps été la seule thérapie utilisée dans le traitement 

des CCR métastatiques, son efficacité étant supérieure à celle des thérapies citées 

précédemment. Cependant, les taux de réponses restent faibles et l’utilisation de cytokines, 

induisant une réponse immunitaire non spécifique, engendre d’importants effets secondaires.  

Thérapies ciblées 

Les études sur la biologie des CCR ont permis une meilleure compréhension des mécanismes 

impliqués dans leur cancérogenèse et notamment du rôle de l’angiogénèse dans les CCC. En 

effet, nous avons vu que la majorité des CCC sont déficients en VHL, ce qui entraîne une 

accumulation de facteurs HIF et par conséquent de ses cibles comme le VEGF, le PDGF ou le 

TNF-α. Ces protéines ont ainsi été identifiées comme des cibles thérapeutiques potentielles et 

en décembre 2005 et juillet 2006, 2 molécules inhibitrices des tyrosines kinases ont été 

approuvées respectivement par la food and drug administration (FDA) et l’european 

medecine evaluation agency (EMEA), pour le traitement en première ligne du CCR 

métastatique : le sunitinib (Pfizer) et le sorafenib (Bayer). Depuis d’autres molécules ciblant 

la voie de l’angiogénèse ont fait leur apparition (Figure 2). 

Les inhibiteurs de tyrosines kinases 

Sunitinib 

Le sunitinib (SU 11248) est un inhibiteur multicible de tyrosine kinase anti-VEGFR 1, 2 et 3, 

PDGFR ß et α, C kit, CSF-1R et Flt 3, administré par voie orale à raison de 50 mg/jour, 4 

semaines sur 6. Deux  essais cliniques de phase II avant son approbation par la FDA ont 

montré un taux de réponse de 42% et un bénéfice sur la survie  de 8,2 mois (Motzer et al., 

2006a; Motzer et al., 2006b). L’essai clinique de phase III du sunitinib comparé à l’INF-α 

chez des patients atteints de CCR métastatiques encore non traités, a démontré un meilleur 

taux de réponse du sunitinib (31% vs 6%) avec une survie moyenne sans progression  de 11 

mois pour le Sunitinib contre 5 mois pour l’IFN-α (Motzer et al., 2007). Aucune donnée sur la 

survie globale des patients n’est disponible actuellement,  puisque le recul clinique n’est pas 

encore assez important pour  permettre de l’évaluer.  
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Le sunitinib est donc une molécule prometteuse qui entraîne cependant des effets secondaires 

assez importants comme l’asthénie (22-38%), les nausées, les diarrhées (16-24%), une 

neutropénie (39-45%) ou une anémie (25-37%). La tolérance reste néanmoins acceptable. 

Sorafenib 

Le sorafenib (BAY 43-9006) est un autre inhibiteur des récepteurs VEGFR-1, 2 et 3 et 

PDGFR qui inhibe également la kinase Raf. Un essai clinique de phase II sur 202 patients 

porteurs d’un CCR métastatique, a montré  une survie sans progression à 24 semaines de 50% 

pour le groupe traité au sorafenib contre 18% pour le groupe placebo (Escudier et al., 2007a; 

Ratain et al., 2006). L’étude de phase III portant sur 905 patients en deuxième ligne a montré 

une durée de survie sans progression de 5,5 mois avec le sorafenib contre 2,8 mois pour le 

placebo et un taux de réponse objective de 2% (Escudier et al., 2007a). Les principales 

toxicités observées sont une fréquence importante de rash cutané (31%), de nausées (14%), de 

diarrhées (30%), de syndromes main-pied (26%)  et une HTA (8%). 

Une réduction de dose ou une interruption temporaire du traitement a du être prescrite chez 

25% des patients. 

L’anticorps anti-VEGF :   

Bevacizumab 

Le bevacizumab est un anticorps humanisé (93% humain et 7% murin) anti-VEGF qui 

neutralise les isoformes biologiquement actives du VEGF-A sans affecter le récepteur. Une 

étude randomisée de phase II a évalué son efficacité contre placebo chez 116 patients ayant un 

cancer du rein métastatique résistant à l’immunothérapie. Cette étude évaluait 2 doses (faible 

et forte respectivement de 3 mg et 10 mg/kg) contre placebo. La survie sans progression à 4 

mois était de 64, 39 et 20% et à 8 mois de 30, 14 et 5% pour les patients traités par forte, 

faible dose et placebo, respectivement. La différence statistique en termes de survie globale 

n’était pas significative (Yang et al., 2003).  

Le bevacizumab haute dose montre donc une efficacité plus grande mais les  effets 

secondaires (HTA, hématurie, épistaxis, protéinurie asymptomatique) étaient eux aussi plus 

marqués. 

Un autre essai en phase III (AVOREN) sur 641 patients porteurs d’un CCR métastatique sans 

traitement préalable a comparé l’effet du bevacizumab 10mg/kg administré seul ou en 

association avec l’IFN-α (9 MUI 3 fois par semaine). La survie sans progression apparaît 

augmentée avec l’association des 2 molécules par rapport au bevacizumab seul (10,2 versus 
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5,4 mois) avec un taux de réponse objective de 30,6% contre 12,4%. La survie globale est, 

elle aussi, améliorée. Il ne semble pas y avoir de toxicité accrue avec l’association de ces 2 

molécules (Escudier et al., 2007b; Rini et al., 2004).  

Les inhibiteurs de mTOR :  

Temsirolimus  

Il s’agit d’une molécule inhibitrice de mTOR (mammalian Target of Rapamycin), une  

protéine impliquée dans de nombreuses voies intracellulaires pro-tumorales dont la régulation 

des facteurs de transcription HIF impliqués dans l’expression du VEGF. L’efficacité du 

temsirolimus a été démontrée par une étude de phase III chez des patients porteurs de CCR 

avancé non  traités préalablement (Hudes et al., 2007). L’étude incluait 626 patients répartis 

en 3 groupes : IFN α seul, temsirolimus seul (25 mg IV) et IFN α et temsirolimus (15 mg IV) 

en combinaison. La survie moyenne globale était de 10,9 mois pour le groupe temsirolimus 

seul et 7,3 mois pour le groupe IFN α seul. L’association IFNα  et temsirolimus n’a pas 

permis d’obtenir de meilleurs résultats. 

Les effets toxiques les plus fréquents observés chez les patients traités par temsirolimus 

étaient le rash cutané, la stomatite, les douleurs, l’infection, et l’œdème  périphérique. 

 

Ainsi, les études cliniques menées ces dernières années on montré que les molécules ciblant  

la voie du VEGF apportent un bénéfice en terme de réponse objective, de diminution de la 

taille tumorale et de survie sans progression. C’est pourquoi elles sont aujourd’hui devenues 

les traitements de choix pour les CCR métastatiques. Toutefois, aucune donnée sur la survie 

globale n’est encore disponible. De plus, les effets secondaires à court terme de ces nouveaux 

agents thérapeutiques ne sont pas négligeables, ils demandent un contrôle suivi des patients.  

Quant aux effets à long terme, on ignore toujours s’il y en a et leur importance. Enfin, les 

études ont été menées sur des patients atteints de CCC, en accord avec la surexpression de la 

voie du VEGF dans ce sous-type. Leur efficacité dans les autres sous-types doit encore être 

confirmée. 
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2222----    CCC et VHLCCC et VHLCCC et VHLCCC et VHL    : une : une : une : une étroiteétroiteétroiteétroite    corrélationcorrélationcorrélationcorrélation    

Le carcinome à cellules rénales de type conventionnel est le sous-type de CCR le plus 

fréquent, représentant environ 80% des CCR et 70 à 75% de l’ensemble des cancers du rein 

de l’adulte. Ces tumeurs, qui trouvent leur origine au niveau des tubules proximaux matures, 

sont  responsables de 2% des décès liés au cancer. Comme énoncé dans la première partie, un 

gène en particulier joue un rôle crucial dans le développement du CCC,  il s’agit du gène 

VHL. En effet, une forme familiale de CCC, la maladie de  von Hippel-Lindau est due à la 

perte de fonction de ce gène, or une inactivation bi-allélique de ce même gène, due à des 

mutations ou à des modifications épigénétiques, est également retrouvée dans la majorité des 

cas de CCC sporadiques. 

 

2.1 2.1 2.1 2.1 La maladie La maladie La maladie La maladie dededede    von Hippelvon Hippelvon Hippelvon Hippel----LindauLindauLindauLindau    

La maladie de von Hippel-Lindau est la forme familiale de CCR la plus fréquente. C’est un 

syndrome héréditaire récessif qui se transmet de façon autosomique dominante, et qui est 

causé par la perte de fonction du gène suppresseur de tumeur VHL. Ce syndrome a été décrit 

pour la première fois il y a une centaine d’années, par Eugène Von Hippel, ophtalmologiste 

allemand, qui en 1904, décrivit une maladie familiale à l’origine d’un hémangioblastome 

rétinien (von-Hippel, 1904). Plus tard, en 1926, Arvid Lindau décrivit le caractère systémique 

de cette maladie et notamment l’association qui existe avec l’hémangioblastome cérébelleux 

(Lindau, 1927). Ce syndrome, qui a une incidence de 1/36000 et une pénétrance maximum de 

90% à 65 ans entraîne le développement de tumeurs bénignes et malignes dans divers 

organes, les manifestations les plus fréquentes étant les hémangioblastomes du système 

nerveux central ou de la rétine, les phéochromocytomes et les CCR de type conventionnel. Il 

est important de noter que les CCC métastatiques sont une des principales causes de décès des 

patients atteints de la maladie de von Hippel-Lindau. La majorité des patients qui développent 

ce syndrome porte une mutation germinale d’un des allèles du gène VHL. Une mutation 

somatique du deuxième allèle est alors à l’origine de la maladie. Ceci explique que chez ces 

patients, les CCC soient souvent bilatéraux et multifocaux. Enfin, il existe une corrélation 

entre le génotype et le phénotype des patients atteints de cette maladie de von Hippel-Lindau. 

Ceci a conduit à une subdivision de ce syndrome en type 1 et 2, le type 2 étant lui-même 

divisé en 3 groupes A, B et C en fonction du risque de développer un CCC (Shehata et al., 

2008). (Tableau 4 ci-dessous) 
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Classification Mutation VHL  Défaut moléculaire 
Manifestations 

cliniques 

    
Type 1 Perte totale ou partielle du 

VHL 

Mauvais folding 

Surexpression des facteurs HIF 
 

Hémangioblastomes 
CCR 

Faible risque de 
phéochromocytomes 

Type 2A Mutation nonsens du VHL 
 

 
 

Surexpression des facteurs HIF 

Incapacité à stabiliser les 
microtubules 

Hémangioblastomes 
Phéochromocytomes 
Faible risque de CCR 

Type 2B Mutation nonsens du VHL Surexpression des facteurs HIF Hémangioblastomes 
Phéochromocytomes 
Fort risque de CCR 

Type 2C Mutation nonsens du VHL pVHL est capable de réguler les 
facteurs HIF 

Faible liaison à la fibronectine 

Défaut d’assemblage de la 
matrice fibronectine 

Phéochromocytomes 
uniquement 

 
Tableau 4 : Caractéristiques de sous-types de la maladie de von Hippel Lindau ( Kim et al., 

2004). Abbréviations : VHL, von Hippel Lindau ; HIF, hypoxia induced factors ; pVHL, protéine VHL 

 

2.2 Le VHL2.2 Le VHL2.2 Le VHL2.2 Le VHL    

2.2.1 Un gène suppresseur de tumeur 

Conformément au modèle de Knudson dans lequel s’intègre le VHL, une inactivation bi-

allélique de ce gène est retrouvée dans la majorité des cas sporadiques de CCC. Cette 

inactivation peut être due à des mutations somatiques dans plus de 50% des cas ou à une 

hyperméthylation du promoteur dans 10 à 20% des cas. La propriété de gène suppresseur de 

tumeur du VHL est clairement illustrée par l’étude de Iliopoulos et al (Iliopoulos et al., 1995) 

dans laquelle il a été montré que la réintroduction du VHL dans des cellules VHL(-/-) est 

suffisante pour empêcher le développement de tumeurs chez la souris nude xénogréffée. 

Notons également que les souris VHL(-/-) meurent à mi-gestation d’un défaut de 

vascularisation du  placenta et que les souris VHL(-/+) sont viables mais développent de 

nombreuses tumeurs vascularisées dans le foie (Kapitsinou and Haase, 2008). 



  

5’UTR

B. Protéine VHL

Domaine suppresseur de tumeur

Export nucléaire

A. Gène VHL

1 214 553 554 676 677 855 4400

1 2 3 3’UTR

1 14 54 63 114 155 193 204 213

Met Met

(GXEEX)8 β βα

Figure 3 : Structure et fonction du gène et de la protéine VHL. (A) Le gène de la

contient 3 exons, des régions 5’ et 3’ UTR et plusieurs sites de transcription. (B)

Structure des domaines α et β de la protéine VHL. Les méthionines 1 et 54 donnent

les protéines VHL (1-213) et VHL (54-213) respectivement.
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2.2.2 Structure du gène 

Les observations que des délétions du bras court du chromosome 3 étaient fréquentes dans les 

cas sporadiques de CCR et que ce même chromosome était souvent le siège de translocations 

chez les patients atteints de la maladie de von Hippel-Lindau ont conduit les investigateurs à 

étudier le profil génétique des patients souffrant de CCR familiaux. Ils  présumaient en effet 

que le gène responsable de ce syndrome était également impliqué dans le développement des 

formes sporadiques. C’est ainsi que par recoupements génétiques, Seizinger et al  ont localisé 

le gène VHL en position 3p25-26 (Seizinger et al., 1988; Seizinger et al., 1991). Par la suite, 

une collaboration internationale menée par Eamon Maher (Université de Cambridge, 

Angleterre) a permis de cloner ce gène en 1993 (Latif et al., 1993). 

Ce gène VHL, est constitué de 3 exons et code principalement pour un ARN messager de 4,5 

kb qui possède une longue région 3’UTR (Untranslated region). Ce messager contient les 3 

exons et donnera 2 protéines, pVHL (1-213) et pVHL (54-213), la seconde étant le résultat 

d’une initiation à partir d’une méthionine en position 54 dans le cadre de lecture (Blankenship 

et al., 1999) (Figure 3A). Par épissage alternatif, un second ARNm comportant seulement les 

exons 1 et 3 peut être transcrit mais celui-ci ne semble pas avoir de rôle suppresseur de 

tumeur . 

Son  promoteur est situé au sein d’un îlot CpG et ne contient ni boîte TATA ni boîte CCAAT 

mais plusieurs sites de liaison putatifs pour des facteurs de transcription. Les 2 principales 

études qui se sont intéressées à ce promoteur (Kuzmin et al., 1995; Zatyka et al., 2002) ont 

permis de définir une région promotrice minimale de 106 nucléotides et de délimiter des 

régions régulatrices. Ainsi, ce promoteur contient 3 régions activatrices : 2 en amont du site 

d’initiation (de -114 à -91 et de -49 à -19) se liant à des facteurs de transcription encore non 

identifiés à ce jour et une en aval du site d’initiation ( de +1 à +11) , site de liaison du facteur 

de  transcription Sp1. L’étude de Zatyka et al. (2002) a également mis en évidence une région 

régulatrice inhibitrice en aval du nucléotide +17, là encore le ligand n’a pas été identifié. 

2.2.3 pVHL 

Chez l’homme, le gène VHL code pour 2 protéines appelées pVHL(1-213) ou pVHL30 qui a 

un poids moléculaire de 28-30 kDa et pVHL(54-213) ou pVHL19 au poids moléculaire de 18-

19 kDa, la seconde étant celle obtenue par l’initiation de la traduction en position 54. La seule 

différence entre ces 2 protéines est un domaine N-terminal acide que contient la forme longue 

mais pas la forme courte (figure 3B). Le rôle de cette séquence n’est pas connu, néanmoins il 



Activation de la 

transcription
Hypoxie

Normoxie

HIF-α est polyubiquitinylé

et dégradé

HIF-α est 

polyubiquitinylé

et dégradé

Figure 4 : Rôle des domaines fonctionnels de HIF-α. Le domaine CTAD du HIF-α
interagit avec les co-activateurs de la transcription CBP/p300 pour activer la
transcription de ses gènes cibles, le domaine de dégradation dépendantede l’oxygène
n’étant pas phosphorylé, HIF n’est pas reconnu par le complexe d’ubiquitine ligase.En
présence d’oxygène, une asparagine est hydroxylée dans le domaine CTAD,inhibant la
liaison avec CBP/p300. Dans le même temps, l’hydorlylation de 2 prolines dans le
domaine ODD permet au VHL de reconnaître ces facteurs HIF-α et de les dégrader.
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ne semble pas lié au rôle suppresseur de tumeur du VHL. En effet, la réintroduction de l’une 

ou l’autre de ces formes dans des lignées de CCC déficientes en VHL suffit à supprimer la 

croissance de tumeurs xénogréffées chez la souris nude (Iliopoulos et al., 1995). Cependant, 

on note quelques différences entre pVHL30 et pVHL19qui pourraient être attribuées à ce 

domaine N-terminal. Ainsi, si les deux protéines sont retrouvées dans le noyau, le cytoplasme 

et les mitochondries, seul  pVHL30 peut être associé au réticulum endoplasmique. Il 

semblerait que la forme longue soit plutôt associée aux microtubules dans le cytoplasme  et 

que la forme courte soit plutôt nucléaire. Notons également que pVHL30 peut se lier à la 

fibronectine contrairement à pVHL19 (Kaelin, 2007). Ceci dit, les 2 formes ayant la même 

activité suppresseur de tumeur, je parlerai désormais de pVHL qui englobera les deux formes. 

La séquence primaire du VHL ne présente aucun motif structural reconnaissable. Cependant, 

grâce aux données biochimiques et à la cristallographie par rayons X, 2 domaines 

fonctionnels nommés domaines alpha et beta ont pu être identifiés (Stebbins et al., 1999). Le 

domaine alpha s’étend des résidus 155 à 192 et consiste en 3 hélices α alors que le domaine 

beta lui, est formé de feuillets β des résidus 63 à 154 et d’une hélice α des résidus 193 à 294. 

Ces deux domaines sont souvent touchés par les mutations du gène VHL associées à des 

pathologies.  

2.2.4 Le complexe de polyubiquitination  

Le pVHL, par association avec les élongines B et C, la culline 2 et Rbx1 va former un 

complexe de polyubiquitination à activité E3 ubiquitine ligase dont la formation et l’activité 

sont dépendantes des domaines α et β du pVHL. En effet, le domaine α de pVHL va interagir 

avec l’élongine C qui va jouer le rôle de protéine adaptatrice pour assurer la liaison du pVHL 

avec l’élongine B et la culline 2 (Figure 4). Cette dernière va former une liaison avec Rbx1 et 

NEDD8 pour terminer la formation du complexe. Notons que la liaison du pVHL avec les 

élongines va lui permettre d’adopter une conformation optimale et donc de se stabiliser, 

probablement grâce à l’interaction entre les 3 hélices α du pVHL et l’hélice α de l’élongine C. 

Ce complexe ainsi formé possède une activité ubiquitine ligase et va donc être capable 

d’adresser les protéines cibles à une dégradation par le protéasome 26S. C’est le pVHL qui 

confère sa spécificité à ce complexe de polyubiquitination puisque la reconnaissance du 

substrat va se faire via son domaine β (Kaelin, 2007). 
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2.2.2.2.3333    Le système VHL/HIFLe système VHL/HIFLe système VHL/HIFLe système VHL/HIF    

2.3.1 Les facteurs HIF 

Un facteur de transcription 

Les facteurs HIF sont des membres de la famille des facteurs de transcription 

hétérodimériques bHLH/PAS (basic helix-loop-helix/Per-ARNT-Sim) (Wang et al., 1995). Ils 

sont composés d’une sous-unité α sensible à l’oxygène et d’une sous-unité β constitutive. 

Pour que ce facteur de transcription soit actif, les sous-unités HIF-α, cytoplasmiques, doivent 

entrer dans le noyau et dimériser avec les sous-unités β, via l’interaction des domaines bHLH 

et d’une partie des domaines PAS des 2 sous-unités. Le dimère actif ainsi formé va pouvoir 

recruter des coactivateurs de la transcription tels que CBP/p300 et se lier sur des séquences 

consensus appelées HRE (hypoxia-responsive element), situées au niveau des promoteurs 

et/ou enhancers des gènes cibles pour activer leur transcription. La liaison à l’ADN est 

possible notamment grâce à la basicité des domaines bHLH du dimère HIF. Ces gènes cibles 

incluent des facteurs contrôlant le cycle cellulaire, la différenciation cellulaire, la formation de 

la matrice extracellulaire, l’angiogénèse, le transport du glucose et le métabolisme comme le 

VEGF, le transporteur 1 du glucose, le PDGF-β, l’endothéline-1, la transferrine ou encore 

l’érythropoïétine (Bardos and Ashcroft, 2004; Hickey and Simon, 2006).   

Régulation 

Il existe 3 isoformes de chacune des sous-unités α et β, chaque sous-unité α étant susceptible 

de dimériser avec n’importe laquelle des sous-unités β et inversement 

Les sous-unités α :  

Les sous-unités HIF-α sont donc au nombre de trois : HIF-1α, HIF-2α et HIF-3α. Les 

fonctions précises de HIF-3α ne sont pas clairement identifiées car encore trop peu étudiées. 

Cependant, cette isoforme pourrait agir comme un régulateur négatif des 2 autres isoformes 

(Maynard et al., 2007). Nous nous intéresserons donc principalement aux isoformes HIF-1 et 

2 α. En plus des domaines bHLH et PAS, elles comportent un domaine de dégradation 

oxygène-dépendant (ODD) (Weikert et al.), 2 domaines de transactivation (N-TAD  et C-

TAD) et un signal de localisation nucléaire NLS leur permettant  d’aller interagir avec les 

sous-unités β dans le noyau de façon autonome (Figure 4).   

Les domaines de transactivation, N-TAD et C-TAD sont impliqués dans le recrutement de 

coactivateurs de la transcription et dans l’interaction du facteur de transcription avec la 
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machinerie transcriptionnelle. Le domaine C-TAD est également un site de régulation des 

facteurs HIF puisqu’il contient une asparagine qui peut être hydroxylée par FIH (Factor 

Inhibiting HIF). Cette hydroxylation a pour rôle d’inhiber la liaison de HIF-α avec CPB/p300 

et ainsi de prévenir l’activation transcriptionelle de ses cibles. De façon intéressante, il semble 

qu’en conditions normoxiques, l’isoforme HIF-2α soit relativement résistante à l’inhibition de 

FIH comparé à HIF-1α, probablement du fait de la différence des acides aminés autour du site 

d’hydroxylation (Yan et al., 2007). Les  travaux de ces mêmes auteurs suggèrent fortement 

que les domaines N-TAD et C-TAD coopèrent pour activer la transcription des gènes cibles et 

que cette coopération est plus importante pour HIF-2α que pour HIF-1a (Yan 2007). 

Le domaine ODD, est le siège de la principale régulation des sous-unités α. Il comporte des 

prolines qui, en présence d’oxygène, sont hydroxylées de façon à induire la dégradation de 

ces facteurs (Jaakkola et al., 2001; Masson et al., 2001). En effet, ils ne doivent normalement 

jouer leur rôle qu’en conditions hypoxiques. Ainsi, en conditions normoxiques, HIF-1α sera 

hydroxylé sur les résidus Pro 402 et Pro 564 et HIF-2α sur les résidus Pro405 et Pro 531 

situés dans ce domaine ODD (Figure 4). Ces hydroxylations sont catalysées par des prolyl-

hydroxylases spécifiques appelées PHD1, 2 et 3 (HIF-specific Prolyl Hydroxylase Domain 

protein) (Bruick and McKnight, 2001). De façon intéressante, PHD2 qui hydroxyle 

préférentiellement HIF-1α et PHD3, qui hydroxyle les 2 isoformes, sont elles-mêmes induites 

par l’hypoxie de façon HIF-1α et HIF-2α dépendante respectivement.  Comme énoncé plus 

haut, l’hydroxylation des prolines va induire la dégradation des sous-unités HIF-1 et 2α. En 

effet, c’est ce qui va permettre au VHL de les reconnaître pour les diriger vers une 

dégradation par le protéasome 26S. 

Ainsi, la régulation des facteurs de transcription  HIF se fait via leurs sous-unités alpha à deux 

niveaux. Notons cependant que la régulation au niveau des domaines ODD est plus 

importante que celle au niveau des domaines C-TAD. En effet, l’absence de dégradation des 

sous-unités-α en présence d’oxygène (donc lorsque l’inhibition des domaines C-TAD 

fonctionne) est suffisante à induire l’expression des gènes cibles des facteurs HIF (Wiesener 

et al., 2001).  

Les sous-unités β :  

Cette sous-unité β communément appelée HIF-β est aussi nommée ARNT pour hydrocarbon 

receptor nuclear translocator car elle avait déjà été identifiée comme interagissant avec le 

facteur de transcription  AhR (Arylhydrocarbon receptor). Il existe 2 autres isoformes de 



Figure 5 : le système VHL/HIF. Mécanisme de régulation des facteurs HIF-α par le VHL

en conditions normoxiques et conséquences de leur stabilisation en conditions hypoxiques et/ou

en l’absence d’un VHL fonctionnel
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sous-unité β, ARNT2 et ARNT3 qui se lient également aux sous-unités HIF-α (Hirose et al., 

1996; Takahata et al., 1998). L’expression des protéines ARNT2 est cependant limitée à 

certains tissus comme le cerveau ou le rein contrairement à HIF-1β qui est ubiquitaire. Quant 

à ARNT3, il n’interagit que faiblement avec les sous-unités HIF-α, son implication dans la 

réponse à l’hypoxie n’a pas été démontrée. L’expression de ces sous-unités étant constitutive, 

elles ne sont pas sujettes à une régulation particulière. 

2.3.2 Mécanisme moléculaire 

La principale activité biologique du pVHL est la dégradation dépendante de l’oxygène des 

facteurs induits par l’hypoxie HIF-α. En effet, nous venons de voir que pVHL, par association 

avec notamment la culline 2 et les élongines B et C forme un complexe à activité ubiquitine-

ligase E3, or les facteurs HIF-α sont la principale cible de ce complexe. Le rôle majeur du 

pVHL est donc de reconnaitre ces facteurs HIF-α qui seront alors polyubiquitinylés puis 

dégradés par le protéasome 26S (Haase, 2006).  

Les facteurs HIF ont normalement pour rôle d’aider la cellule à résister aux conditions 

hypoxiques, leur régulation est donc logiquement conditionnée par la présence d’oxygène : ils 

doivent être hydroxylés pour être reconnus par le pVHL. Ainsi, en conditions hypoxiques, ou 

en l’absence d’un pVHL fonctionnel, ce qui rappelons le est le cas dans la majorité des CCC, 

ces facteurs ne seront pas dégradés. Ils vont donc s’accumuler dans le cytoplasme et pourront 

alors entrer dans le noyau où ils vont interagir avec les facteurs HIF-1β et jouer leur rôle de 

facteurs de transcription (Figure 5).  

Parrallèlement à cette régulation transcriptionnelle, le système VHL/HIF peut également 

réguler ces mêmes cibles au niveau post-transcriptionnel, c’est le cas par exemple pour le 

VEGF. D’autres cibles, comme les TGF-α et β sont régulées exclusivement de façon post-

transcriptionnelle par ce système, au niveau de la stabilité de leur messager (Gnarra et al., 

1996; Knebelmann et al., 1998). 

2.3.3 Cibles du système 

Le système étant basé sur la non-dégradation des facteurs HIF-α et donc leur activation, les 

cibles de ce système VHL/HIF sont les produits des gènes cibles des facteurs HIF-1 et 2α 

(Figure 6). Ainsi, lorsque le VHL est inactivé, de nombreux gènes cibles vont être activés 

(Hickey and Simon, 2006). Les  protéines ainsi surexprimées vont notamment intervenir 

dans : 



Figure 6 : Les cibles des facteurs HIF-1α et HIF-2 α. Les facteurs HIF- α régulent 

de nombreuses cibles jouant un dans divers mécanismes contribuant à la survie tumorale 
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- l’angiogenèse avec le VEGF, le PDGF-β   

- la croissance cellulaire et l’apoptose avec les TGF-α et β et la PTHrP   

- le métabolisme du glucose (Glut1) 

- l’érythropoïèse (EPO)  

- la formation de la matrice extracellulaire  (fibronectine)  

- la survie cellulaire avec IGF-2, IGF-BP2 et NOS2 

- l’équilibre acido-basique (anhydrase carbonique 9 et 12)  

- le métabolisme des lipides (leptine) 

Toutes ces voies cellulaires vont favoriser la croissance tumorale. 

Les 2 sous-unités HIF-1 et 2α, bien que présentant de grandes similitudes tant au niveau de 

leur structure, de leur fonction que de leur régulation, n’ont pourtant pas des rôles redondants. 

En effet, si leurs gènes cibles sont en grande partie communs et potentiellement activables par 

l’une ou l’autre des isoformes de manière équivalente in vitro, les études d’inactivations 

génétiques ont révélé des différences in vivo en identifiant HIF-1α comme le principal 

médiateur de la réponse à l’hypoxie et comme le facteur de transcription prédominant dans de 

nombreux types cellulaires (Hu et al., 2003; Sowter et al., 2003). Cependant, dans le CCC, 

notamment les CCC déficients en VHL, il  apparaît que HIF-2α est souvent majoritairement 

exprimé et qu’il joue un rôle oncogénique beaucoup plus important que HIF-1α. Ceci est 

illustré par le fait que l’effet suppresseur de tumeurs du VHL peut-être « annulé » par 

l’expression d’un variant HIF-2α capable de se soustraire à la dégradation par le pVHL mais 

pas par un variant similaire de HIF-1α (Kondo et al., 2003; Kondo et al., 2002; Maranchie et 

al., 2002). Inversement, l’inhibition de HIF-2α mais pas de HIF-1α par siRNA dans des 

cellules de CCC VHL(-/-) permet de supprimer leur tumorigénèse in vivo . Enfin, Raval et al 

(Raval et al., 2005) ont montré que dans des cellules de CCC, les 2 isoformes avaient des 

effets opposés, HIF-2α favorisant la croissance cellulaire contrairement à HIF-1α qui la 

ralentirait. 

2.2.2.2.4444    Autres rôles du VHLAutres rôles du VHLAutres rôles du VHLAutres rôles du VHL    

Si le rôle du VHL dans la dégradation des facteurs HIF-α et le lien de ce système avec le 

développement de tumeurs est aujourd’hui bien établi, beaucoup d’arguments prônent 

également pour d’autres fonctions du VHL qui seraient HIF-indépendantes. Tout d’abord, la 

corrélation qui existe entre le génotype et le phénotype des patients atteints de la maladie de 

von Hippel-Lindau suggère fortement que le pVHL a des rôles indépendants des facteurs HIF 
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(Tableau 5). En effet, chez les patients atteints du type 2C, pVHL n’a pas perdu sa capacité à 

dégrader les facteurs HIF-α or les patients développent tout de même des 

phéochromocytomes, ceci probablement à cause du gain ou de la perte d’une fonction 

supplémentaire. De même, les patients du type 2A, et ceux du type 2B, ont tous un pVHL qui 

a perdu son habilité à dégrader les facteurs HIF-α pourtant, ils ne présentent pas le même 

risque de développer un CCR, suggérant donc qu’une fonction alternative du pVHL, affectée 

dans un groupe mais pas dans l’autre est également impliquée dans le développement de ces 

tumeurs. Enfin une ou des fonctions alternatives du pVHL HIF-indépendantes, pourraient 

expliquer que chez la souris exprimant un VHL sauvage, la surexpression de formes non 

dégradables de HIF-1α et donc de ses protéines cibles, induise une prolifération des vaisseaux 

cellulaires mais sans développement de tumeurs (Elson et al., 2001). 

Ainsi, bien que les mécanismes de ces différentes fonctions ne soient pas clairement établis à 

l’heure actuelle, pVHL semble impliqué dans la formation de la matrice extracellulaire, la 

régulation du cycle cellulaire, la stabilité des ARNm HIF-indépendante ou encore la 

régulation de la transcription. En effet, hormis HIF-α, le VHL interagit avec d’autres protéines 

dont certaines seront adressées vers une dégradation par le protéasome et d’autres pas. Ces 

protéines sont répertoriées dans le tableau 5. 

2.4.1 Interactions avec la matrice extracellulaire et le cytosquelette 

Le pVHL peut se lier directement avec la fibronectine, une glycoprotéine interagissant avec 

les intégrines  pour relier les cellules aux protéines structurales de la matrice extra-cellulaire 

(MEC). De façon intéressante, les cellules déficientes pour le VHL présentent une MEC 

désorganisée, défaut qui est réversible lorsque l’on restaure un pVHL fonctionnel dans ces 

mêmes cellules (Ohh et al., 1998) (Figure 7). Le mécanisme par lequel l’interaction entre 

pVHL, une protéine cytoplasmique et la fibronectine, une protéine sécrétée peut influencer 

l’assemblage de la matrice extra-cellulaire n’est cependant pas clair. D’autres conséquences 

de l’inactivation du VHL, comme une expression altérée des intégrines, une surexpression des 

métalloprotéases de la matrice ou une expression moindre  de TIMP-2 (un antagoniste des 

métalloprotéases de la matrice) pourraient contribuer à ce phénotype. Bien que mal comprise, 

cette fonction du VHL est tout à fait intéressante. En effet, comme le comportement des 

cellules épithéliales est influencé par les interactions avec la MEC, l’altération de celle-ci 

pourrait contribuer à la tumorigénèse des cellules déficientes en VHL.  



 

 

 

Tableau 5 : Protéines interagissant avec pVHL.Fonction de ces interactions. Kaekin 2007 

Protéines associées 
au VHL  

Fonction 

Elongin B/p14 
Composant du complexe ubiquitin-ligase; 

? régulation de la transcription et de l’élongation 

Elongin C/p18 
Composant du complexe ubiquitin-ligase; 

? régulation de la transcription et de l’élongation 

Cullin 2 Composant du complexe ubiquitin-ligase 

Fibronectin Assemblage de la matrice extracellulaire; ? mécanisme 

Rbx1 (Roc1) Composant du complexe ubiquitin-ligase 

HIFα Cible d’ubiquitination 

PKCλ and PKCξ Inhibition de l’activié kinase; ? Cible d’ubiquitination 

PKCδ Inhibition de l’activié kinase 

Sp1 Inhibition de l’activité transcriptionnelle deSp1 

CCT complex Assemblage/repliement du complexe ubiquitin-ligase 

hnRNPa2 
Inhibition de hnRNPa2 qui contrôle le turn-over des ARNm; 

? Cible d’ubiquitination 

FIH-1 
Inhibition de la fonction transactivatrice des facteurs HIF-α. 

? VHL agit comme un corépresseur 

VDU-1 and VDU-2 ? Cible d’ubiquitination; Enzyme de déubiquitination de HIF 

Jade-1 Stabilisation de Jade-1; possible suppresseur de tumeur 

Rpb1 ? Cible d’ubiquitination; contrôle de la transcription 

VHLaK 
Inhibition de la fonction transactivatrice des facteurs HIF-α; 

? VHL agit comme un corépresseur 

Rpb7 ? Cible d’ubiquitination ; contrôle de la transcription 

TBP-1 
Recrutement des cible d’ubiquitination de pVHL ubiquitylation vers le 

protéasome 



 

De plus, pVHL interagit également avec les microtubules pour les stabiliser en inhibant leur 

dépolymérisation. Hergovich et al 

semble indépendante de l’activité E3 ubiquitin

incapables de lier l’élongine C conservent la capacité de stabiliser les microtubules. De façon 

intéressante, la perte de cette fonction semble distinguer les types 2A et 2B de la maladie de 

von Hippel-Lindau. 

 

 

2.4.2 Au

D’autres protéines interagissant avec pVHL ont été identifiées

Parmi celles qui sont reconnues (ou soupçonnées de l’être) pour être polyubiquitinylées et 

dégradées par le protéasome on retrouve

− les PKCγ et PKCδ lorsqu’

− les protéines VDU1 et VDU2 (VHL

déubiquitinent HIF-α 

Figure 7 : Désorganisation de la matrice extracellulaire 

D’après Kaelin et al (2007) 
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De plus, pVHL interagit également avec les microtubules pour les stabiliser en inhibant leur 

Hergovich et al (Hergovich et al., 2003) ont montré que cette propriété 

semble indépendante de l’activité E3 ubiquitin-ligase du VHL puisque les mutants VHL 

incapables de lier l’élongine C conservent la capacité de stabiliser les microtubules. De façon 

intéressante, la perte de cette fonction semble distinguer les types 2A et 2B de la maladie de 

Autres fonctions 

D’autres protéines interagissant avec pVHL ont été identifiées (Kaelin, 2007)

Parmi celles qui sont reconnues (ou soupçonnées de l’être) pour être polyubiquitinylées et 

on retrouve :  

 lorsqu’elles sont hyperphosphorylées et donc activées

les protéines VDU1 et VDU2 (VHL-interacting deubiquitin enzyme) qui 

Désorganisation de la matrice extracellulaire en l’absence d’un VHL sauvage

 

De plus, pVHL interagit également avec les microtubules pour les stabiliser en inhibant leur 

ont montré que cette propriété 

e du VHL puisque les mutants VHL 

incapables de lier l’élongine C conservent la capacité de stabiliser les microtubules. De façon 

intéressante, la perte de cette fonction semble distinguer les types 2A et 2B de la maladie de 

 

(Kaelin, 2007) (Tableau 5). 

Parmi celles qui sont reconnues (ou soupçonnées de l’être) pour être polyubiquitinylées et 

elles sont hyperphosphorylées et donc activées 

interacting deubiquitin enzyme) qui 

en l’absence d’un VHL sauvage 



Figure 8: Effets pro- et anti-oncogéniques de la déficience en VHL. La déficience en VHL 

induit des défauts cellulaires impliqués dans l’oncogénèse mais peut également inhiber la 

croissance tumorale en induisant la sénescence cellulaire. D’après Kaelin et al. (2007)   
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− des protéines intervenant dans la régulation de la transcription comme 

Rpb1 et 7  

− des protéines de stabilisation/déstabilisation de l’ARN comme hnRNPa2 

D’autres protéines interagissent avec pVHL sans pour autant être dégradées : 

− PKCγ et PKCδ, dont l’activité catalytique est alors inhibée 

− le facteur de transcription Sp1 

− FIH-1 et VHLaK (pVHL-associated KRAB-A domain-containing protein) 

pour coréprimer les facteurs HIF 

− HuR1 qui intervient dans la stabilisation des ARNm 

2.4.3 pVHL et sénescence 

Une étude récente de Young et al (Young et al., 2008) a démontré une nouvelle fonction 

surprenante du VHL. En effet, ils ont montré que dans des fibroblastes d’embryons de souris 

(MEF), la perte du VHL était à l’origine d’un important mécanisme suppresseur de tumeur in 

vivo, la sénescence. De fait, les MEF inactivées pour VHL montraient un important taux 

d’arrêt de croissance cellulaire et exprimaient des marqueurs de la sénescence comme SABG 

(Senescence Associated beta-galactosidase) et SAHF (senescence-associated 

heterochromatic foci). De plus, ces travaux ont montré que l’induction de cette sénescence est 

indépendante de HIF mais passe par une induction de la voie RB après la stabilisation de 

l’inhibiteur de kinase cyclin-dépendant p27KIP. Cette nouvelle fonction du VHL reste à être 

démontrée dans les cellules humaines, mais pourrait expliquer pourquoi les lésions associées à 

la maladie de von Hippel-Lindau sont restreintes à certains tissus en particulier alors que le 

VHL est ubiquitaire. En effet, il est tout à fait possible que la perte du VHL entraîne une 

sénescence et donc empêche la formation de tumeurs dans la majorité des tissus, alors que 

dans certains tissus particuliers comme le rein, les effets oncogéniques du VHL prennent le 

dessus. 

Ainsi, le VHL joue un rôle central dans le développement des CCC en  majeure partie du fait 

de son implication dans la dégradation des facteurs de transcription HIF- α. (figure 8) 
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3333----    La protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne La protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne La protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne La protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne 

(PTHrP)(PTHrP)(PTHrP)(PTHrP)    

 

La PTHrP (parathyroid hormone-related protein) est une polyprotéine qui a été identifiée en 

1987 comme étant le facteur circulant d’origine tumorale, responsable du syndrome 

paranéoplasique d’hypercalcémie humorale maligne, ou HHM (Burtis et al., 1987). Elle 

présente une grande homologie de séquence avec la PTH dans sa partie N-terminale, ce qui 

lui permet d’interagir avec le même récepteur, le RPTH1. Contrairement à la PTH qui est 

sécrétée et exprimée exclusivement par la glande parathyroïdienne, la PTHrP est ubiquitaire et 

est exprimée aussi bien au cours du développement que chez l’adulte.  

3.1 3.1 3.1 3.1 Son gèneSon gèneSon gèneSon gène    

3.1.1 Structure 

Chez l’homme, le gène de la PTHrP est un gène unique qui est situé sur le bras court du 

chromosome 12 et dont la structure a été rapportée au début des années 1990 (Ikeda et al., 

1988). Il s’étend sur plus de 15 kb d’ADN génomique et contient 9 exons ainsi que 3 

promoteurs P1, P2 et P3 (Figure 9A). Les promoteurs P1 et P3 sont des boîtes «TATA» 

classiques nécessaires pour la transcription par l’ARN polymérase II, alors que le promoteur 

P2 est une séquence riche en éléments «GC» contenant de nombreux sites de liaison pour les 

facteurs de transcription (Mangin et al., 1989, 1990; Vasavada et al., 1993). On retrouve 

également des sites régulateurs comme des « enhancers », des « silencers », des sites de 

liaison pour des facteurs de transcription (AP1, AP2 et Sp1), des sites CRE (cAMP responsive 

element) et des sites GRE (glucocorticoïde responsive element) . Tous ces éléments suggèrent 

une régulation complexe de l’expression du gène de la PTHrP. En effet, bien que ces trois 

promoteurs soient actifs dans la plupart des cellules normales et tumorales, des expressions 

tissus-spécifiques ont été rapportées.  De plus, l’utilisation alternative de ces 3 promoteurs va 

donner des ARN pré-messagers contenant 9, 7 ou 6 exons selon que la transcription est initiée 

au niveau de P1, P2 ou P3 respectivement. Ces ARN pré-messagers vont être le siège d’un 

épissage alternatif important (Gillespie and Martin, 1994; Thiede et al., 1988). 



A

B

Figure 9 : Structure de la PTHrP. (A) Le gène de la PTHrP comprend 3 promoteurs et 9

exons. Par épissage alternatif, une quinzaine d’ARNm vont être générés, codant tous pour une

protéine de 139, 141 ou 173 acides aminés . (B) La PTHrP est une polyprotéine qui va subir des

modifications post-traductionnelles et qui contient de nombreux sites fonctionnels.
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3.1.2 Produits 

Ainsi, par épissage alternatif, une quinzaine d’ARNm codant pour 3 isoformes de 139, 141 ou 

173 acides aminés vont être générés. Outre les différences dans les exons non traduits en 5’, 

tous ces ARNm contiendront  les exons 5 et 6, portant la quasi-totalité de la séquence codante 

de la PTHrP, ainsi qu’un des exons en 3’ : l’exon 7, le 8 ou le 9. Selon l’exons incorporé (le 7, 

le 9 ou le 8), l’ARNm en question codera pour l’isoforme 139, 141 ou 173 respectivement 

(Philbrick et al., 1996; Southby et al., 1996; Southby et al., 1995). De façon intéressante, ces 3 

exons portent majoritairement des régions non codantes qui constituent les régions 3’UTR de 

ces messagers et interviennent dans la régulation de leur stabilité. En effet, une particularité 

de ces régions 3’UTR est qu’elles contiennent de multiples séquences riches en AU 

(Luparello et al.) dans lesquelles on retrouve plusieurs copies du motif consensus AUUUA. 

Ces séquences sont impliquées dans le turn-over rapide des ARNm et sont généralement 

retrouvées dans la grande majorité des ARNm de protéines jouant un rôle dans la 

différenciation et la prolifération cellulaire, telles que les cytokines, les facteurs de croissance 

ou les proto-oncogènes. Ceci est en accord avec la demi-vie courte des l’ARNm de la PTHrP 

rapportée comme allant de 30 min à quelques heures (Martin et al., 1997). Ces différentes 

isoformes sont exprimées de façon tissus-spécifique, un point important sur lequel je 

reviendrai plus tard. Notons que dans les autres espèces, le gène de la PTHrP est plus simple, 

ne codant par exemple que pour un seul isoforme (139 ou 141) chez les rongeurs ou pour 

deux (139 et 141) chez le poulet. L’isoforme 173 est en effet spécifique à l’Homme (Philbrick 

et al., 1996). 

3.1.3 Régulation 

La structure complexe du gène de la PTHrP contenant 3 promoteurs, de nombreux sites de 

régulation et subissant un important épissage alternatif, illustre le niveau de complexité de sa 

régulation. En effet, la transcription de ce gène est sous l’influence de nombreux facteurs 

parmi lesquels on retrouve notamment : 

− le calcium 

− l'AMPc 

− les esters de phorbol 

− les facteurs de croissance et les cytokines (EGF, TNFs, TGFs, 
ILs…), 

− les facteurs de transcription comme NFκB 
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− les hormones peptidiques comme les vasoconstricteurs 
(angiotensine II) 

− divers composés stéroïdiens (glucocorticoïdes, vitamine D3, 
oestrogènes...), 

La transcription du gène de la PTHrP peut être régulée par ces différents facteurs de façon 

dépendante des conditions physiopathologiques. Par exemple, le promoteur P3, qui contient 

un site de liaison au facteur de transcription Ets1 décrit comme un proto-oncogène, est très 

actif dans les cancers (Southby et al., 1995). De façon intéressante, Hamzaoui et al (Hamzaoui 

et al., 2007) ont montré que Ets1 active le promoteur P3 dans des lignées cellulaires de cancer 

du sein mais pas dans les lignées non cancéreuses, et ce également lorsqu’il est surexprimé. 

De plus, l’influence de divers facteurs comme le TGF-β ou les  esters de phorbol sur la 

régulation de la PTHrP requiert  la présence de Ets1 ou Ets 2 ainsi que l’intégrité de leur site 

de liaison sur le gène (Lindemann et al., 2001; Lindemann et al., 2003) . Notons également 

que la présence de deux types de promoteurs différents « GC » et « TATA » suggère qu’un 

type de promoteur puisse être utilisé pour une expression domestique et l’autre pour une 

expression régulée 

•  

3.2 3.2 3.2 3.2 LaLaLaLa    protéineprotéineprotéineprotéine    

Ces 3 isoformes de la PTHrP ont une grande partie de leur séquence en commun. Ils 

contiennent en effet une séquence signal « prépro » identique de 36 acides aminés (aa -36 à -

1), qui va permettre leur transport et leur maturation dans le réticulum endoplasmique, et 

portent en commun leurs 139 premiers acides aminés (Philbrick et al., 1996). Ces 139 acides 

aminés correspondant à l’isoforme 139 comportent une  séquence bipartite de localisation 

nucléaire (bNLS). Les isoformes 141 et 173 ont donc respectivement 2 et 32 aa 

supplémentaires en C-terminal. En N-terminal, 8 des 13 premiers acides aminés  de la PTHrP 

sont identiques à ceux de la PTH et la structure tridimensionnelle de la région 14-34 des 2 

protéines est similaire, ce qui permet à la PTHrP d’interagir avec le récepteur de la PTH, le 

RPTH1. La séquence 1-111 est néanmoins très conservée entre les différentes espèces telles 

que l’homme, la souris, le rat et le poulet. La région C-terminale de la PTHrP (111-139) 

présente quand à elle une homologie mais à un degré moindre entre les espèces alors que la 

partie C-terminale extrême (141-173) est spécifique à l’homme (Figure 9B). 
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3.2.1 Une polyprotéine aux rôles divers 

Ces isoformes sont le siège d’importantes modifications post-traductionnelles. Elles 

contiennent en effet de nombreux sites mono- ou multi basiques (résidus K/R) qui sont des 

sites de protéolyse et qui vont donc être clivés par des membres de la famille des 

prohormones convertases tels que PC1/2/3 et la furine. Ceci va générer divers peptides 

biologiquement actifs qui subiront des modifications supplémentaires à savoir des O-

glycosylations ou des amidations (Orloff et al., 1994). Ainsi, plusieurs formes de sécrétions de 

la PTHrP ont été identifiées (Figure 9B): 

• Le fragment N-terminal 1-36  

• Le fragment intermédiaire 38-94/95 et/ou 101 

• Le fragment C-terminal 107-139  

• Le fragment C-terminal spécifique à l’homme 141-173  

• Des combinaisons de ces formes 

Action par voie auto/paracrine 

Tous ces fragments sont des peptides de sécrétion qui agissent notamment par voie 

auto/paracrine. En effet, de nombreuses données bibliographiques vont dans le sens d’une 

action locale de la PTHrP.  

Le fragment 1-36 est le fragment qui confère ses propriétés PTH-like à la PTHrP en 

interagissant avec son récepteur RPTH1. L’activation de ce récepteur, qui appartient à la 

grande famille des récepteurs à sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G 

(RCPG) est responsable de la majorité des effets connus de la PTHrP. Ces effets sont le 

résultat de l’activation en aval des voies de la protéine kinase A, de la phospholipase C et/ou 

des voies dépendantes du calcium (Mannstadt et al., 1999).  Les autres fragments interagissent 

également avec des récepteurs mais ceux-ci  n’ont pas encore été clonés à ce jour. Il a 

cependant été montré que le fragment C-terminal (107-139) , également appelé ostéostatine, 

peut interagir avec les arrestines-β, connues pour réguler l’internalisation et la 

désensibilisation des RCPG activés par un ligand (Conlan et al., 2002; Ferrari et al., 1999). 

Quant aux formes de combinaison, une a  par exemple été identifiée dans l’HHM où un des 

fragments sécrétés par les tumeurs est un fragment N-terminal contenant également la région 

intermédiaire et dont on ne connaît pas l’extrémité C-terminale (Suehiro et al., 1994). 
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Parmi les principaux rôles de ces fragments de la PTHrP agissant par voie auto/paracrine, on 

retrouve : 

− Le transport trans-épithélial du calcium  

− La myorelaxation des muscles lisses 

− La résorption osseuse 

− La régulation de la différenciation cellulaire 

− La régulation de la prolifération cellulaire 

Cette dernière propriété de la PTHrP illustre particulièrement la complexité de son action. En 

effet, il a été démontré des rôles opposés de la PTHrP sur la prolifération cellulaire 

dépendants du  type cellulaire et de la voie de signalisation activée en aval de l’interaction 

PTHrP/RPTH1. Ainsi par exemple, alors que la PTHrP inhibe l’apoptose dans les 

chondrocytes via une expression de Bcl-2, elle va la stimuler dans les pneumocytes de type 2 

par un mécanisme  impliquant la cascade PLC et l’activité caspase 3 (Amling et al., 1997; 

Hastings et al., 2003). 

 

Action par voie intracrine 

Une autre voie d’action de la PTHrP est la voie intracrine. En effet, la séquence bNLS de la 

PTHrP lui permet d’être dirigée vers le noyau et sa localisation nucléaire a été observée dans 

de nombreux types cellulaires (Fiaschi-Taesch and Stewart, 2003). Cette action intracrine de 

la PTHrP, initialement observée dans les chondrocytes par Henderson et al (Henderson et al., 

1995) qui ont montré que la PTHrP nucléaire pouvait retarder la mort cellulaire en inhibant 

l’apoptose dans des conditions qui normalement l’induisent (ie privation de sérum), a depuis 

été démontrée dans d’autres types cellulaires, normaux ou tumoraux. De façon intéressante,  

l’action intracrine de la PTHrP peut réguler l’apoptose en l’inhibant ou en la stimulant comme 

démontré dans les cellules cancéreuses de la prostate ou les cellules épithéliales intestinales 

IEC-6 respectivement (Tovar Sepulveda and Falzon, 2002; Ye et al., 2001). De plus, 

(Massfelder et al., 1997) ont montré que dans les cellules musculaires lisses vasculaires 

(CMLV), l’action intracrine de la PTHrP induit une survie cellulaire en stimulant la 

prolifération in vitro et in vivo. Dans cette étude, ils ont également démontré que la séquence 
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NLS est nécessaire et suffisante à la localisation nucléaire de la PTHrP et que c’est la partie 

carboxy-terminale de la PTHrP qui est responsable de l’activité stimulatrice de la prolifération 

de la PTHrP. Ainsi, l’action de la PTHrP nucléaire sur la survie, de même que les mécanismes 

impliqués, semblent dépendants du type cellulaire considéré. Il est important de préciser que 

des fragments de la PTHrP ne contenant pas la séquence NLS peuvent également être dirigés 

vers le noyau. En effet, la séquence 66-94 est reconnue par l’importine β. La région 

intermédiaire contient un site de phosphorylation par CDK1/CDK2 (Figure 9B) or, une fois 

phosphorylée, la PTHrP est retenue dans le cytoplasme. Son action intracrine semble donc 

être régulée par le cycle cellulaire (Lam et al., 1999a; Lam et al., 1999b). 

De plus, d’autres rôles de la PTHrP intracrine sont suggérés, notamment dans la régulation de 

la transcription et/ou l’organisation nucléaire. De plus, la PTHrP est capable de se lier 

directement à l’ARN, grâce à un motif spécifique contenu dans sa séquence bNLS, et pourrait 

ainsi intervenir dans la régulation du métabolisme des ARN (Aarts et al., 1999). Cependant 

les modes d’action précis et les cibles potentielles de la PTHrP ne sont pas connus. Notons 

que la présence du récepteur RPTH1 a été mise en évidence dans le noyau et qu’un système 

actif PTHrP/ RPTH1 pourrait donc également exister à ce niveau (Clemens et al., 2001; 

Fiaschi-Taesch and Stewart, 2003). 

Ainsi, la PTHrP peut agir aussi bien par voie auto/paracrine que par voie intracrine et  avoir 

dans ces deux cas de figure, des effets opposés sur la croissance cellulaire en fonction du type 

cellulaire considéré. Cette action paradoxale de la PTHrP apparaît d’autant plus complexe 

puisque qu’elle peut avoir des actions opposées sur la prolifération d’un même type cellulaire 

selon qu’elle agit par l’une ou l’autre de ces voies. Par exemple et comme démontré par 

Massfelder et al ((Massfelder et al., 1997), la PTHrP a un effet anti-mitogénique lorsqu’elle 

agit par voie auto/paracrine et mitogénique lorsque son action passe par la voie intracrine dans 

les CMLV. L’importance de la PTHrP et de ses actions biologiques est illustrée par le décès 

in utero des souris invalidées pour le gène de la PTHrP ou du RPTH1. 

 

3.2.2 Une cytokine 

Plusieurs arguments sont en faveur d’une action cytokine-like de la PTHrP : elle présente dans 

sa séquence nucléotidique des motifs communs à la famille des gènes précoces immédiats ; 

son ARNm a une demie-vie courte et son expression peut être induite par des facteurs de 

croissance tels que le TGF-β1 et l’EGF. De plus, si elle est capable d’agir comme une 
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hormone, elle se comporte également comme un régulateur local de fonctions tissus-

spécifiques. 

En effet, dans certaines conditions physiopathologiques ou à certaines périodes de la vie, les 

taux de PTHrP circulante peuvent être considérablement augmentés, lui permettant ainsi 

d’agir comme une hormone par voie endocrine. Ceci est notamment observé : 

� Au cours de la vie fœtale pendant laquelle la PTHrP sécrétée par les glandes 

parathyroïdiennes régule le transport transplacentaire du calcium (Strewler, 2000). 

� Au cours de l’allaitement, où d’importantes quantités de PTHrP sécrétée par les 

glandes mammaires sont retrouvées dans le lait et susceptibles de gagner la 

circulation générale (Strewler, 2000). 

� dans l’HHM, lorsque la PTHrP sécrétée par les tumeurs exerce ses actions 

hypercalcémiantes sur l’os et le tubule rénal (Strewler, 2000). 

� Dans l’insuffisance rénale où des formes carboxy-terminales de la PTHrP sont 

retrouvées dans la circulation à des doses corrélées inversement avec la filtration 

glomérulaire (Orloff et al., 1993). 

� Au cours du diabète insulino-dépendant où la PTHrP circulante semble impliquée 

dans la régulation de l’homéostasie du calcium et compense l’efet de la diminution 

des taux sériques de PTH observée chez les diabétiques (Ishida et al., 1993). 

A contrario, et comme nous venons de le voir dans le paragraphe précédent, la PTHrP agit 

localement comme un facteur de croissance en régulant la différentiation, la croissance et la 

mort cellulaire de nombreux types cellulaires tels que les cellules osseuses, les cellules 

épithéliales, les cellules musculaires lisse ou les chondrocytes. 

Enfin, tout comme ceux des cytokines, le gène de la PTHrP fait partie de la famille des gènes 

à induction précoce dont les caractéristiques sont une induction rapide et transitoire entre 

autres par le sérum et les facteurs de croissance (Allinson and Drucker, 1992). Ces 

caractéristiques sont effectivement celles de la régulation de l’expression de la PTHrP puisque 

l’EGF, le TGFβ, l’IGF-1 et l’insuline majorent les taux d’ARNm de la PTHrP (Falzon, 1996a; 

Kiriyama et al., 1993). Les effets du TGFβ ont été particulièrement bien étudiés. Une 

majoration de l’ARNm de la PTHrP induite par le TGFβ a été observée dans de nombreux 

types de cellules normales (kératinocytes, chondrocytes, épithélium prostatique, myomètre, 

endomètre) ou cancéreuses (rénales, ovariennes, squameuses orales, du sein, ostéosarcomes) 

(Sellers et al., 2004a; Yasui et al., 1997). L’augmentation du taux d’ARNm par le TGFβ est 

rapide (60 min) et relève d’une double action. En effet, une augmentation de la transcription 



Figure 10 : Rôles de la PTHrP dans les cancers. La PTHrP est surexprimée dans de

nombreux cancers. Elle est responsable du syndrome paranéoplasique

d’hypercalcémie humorale maligne et favorise la croissance tumorale dans de

nombreux cancers indépendamment de la calcémie. Sourbier et Massfelder, (2005)
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du gène a été décrite via P1 et P2 sur des cellules cancéreuses squameuses  (Southby et al., 

1996) ou P3 sur des cellules cancéreuses du sein, mettant en jeu la voie signalétique de smad-

3 en synergie avec Ets (Lindemann et al., 2001) . Mais le TGFβ stabilise également l’ARNm 

de la PTHrP, en particulier celui correspondant à l’isoforme 141 (Sellers et al., 2002). L’EGF 

partage avec le TGFβ cette double activité sur les taux d’ARNm de la PTHrP mais stimule 

l’activité transcriptionnelle de P2 et P3 et stabilise l’ARNm de l’isoforme 139 (Heath et al., 

1995). L’induction de l’ARNm de la PTHrP par le sérum a été décrite sur les kératinocytes, 

mais aussi sur les cellules musculaires lisses aortiques en culture et dans l’ostéosarcome. 

L’augmentation de l’ARNm de la PTHrP par le sérum est probablement due à l’interaction du 

sérum avec des « SRE » (serum response element) présents dans la région promotrice du gène 

de la PTHrP, mais une augmentation de la stabilité de l’ARNm a elle aussi été rapportée 

(Falzon, 1996b).  

 

3.3 3.3 3.3 3.3 PTHPTHPTHPTHrP et cancersrP et cancersrP et cancersrP et cancers    

Diverses études menées chez le rat ou la souris ont démontré des propriétés de la PTHrP 

l’impliquant dans le développement et la croissance tumorale : 

� Elle favorise l’incidence de la formation de tumeurs mammaires et de la peau chez la 

souris (Manenti et al., 2000; Wysolmerski et al., 1996). 

� Son inhibition par ARN-antisens dans les cellules cancéreuses de Leydig H-500 

diminue la taille des tumeurs formées par ces cellules lorsqu’elles sont inoculées chez 

le rat (Rabbani et al., 1995) 

� Son inhibition par un anticorps spécifique chez la souris nude porteuse de cancer du 

sein métastasé à l’os ou de carcinome à cellules rénales en sous-cutané, supprime la 

croissance des tumeurs et le développement des lésions ostéolytiques (Guise et al., 

1996; Massfelder et al., 2004). 

� Les cellules de cancer de la prostate surexprimant la PTHrP ont une croissance plus 

rapide que les cellules contrôle chez le rat MatLyLu (Dougherty et al., 1999). 

 

La pertinence de ces études est illustrée  par le fait que la PTHrP est fréquemment 

surexprimée ou hypersécrétée dans de nombreux cancers dont les CCR. Pour exemples, il a 

été montré qu’elle est surexprimée dans 60% des cancers du sein,  plus de 50% des cancers du 

poumon, 90% des cancers du colon et la quasi-totalité des cancers de la prostate. De plus, la 
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PTHrP semble jouer un rôle important dans la formation des métastases osseuses. En effet, in 

vivo, 92% des métastases osseuses de cancer du sein expriment la PTHrP contre 17% des 

métastases non-osseuses (Liao and McCauley, 2006).  

Les études menées sur le rôle de la PTHrP dans ces cancers ont montré qu’elle stimule 

l’adhésion, la migration et la prolifération cellulaire et/ou l’apoptose et que ces effets sont le 

résultat de l’interaction de la PTHrP avec son récepteur RPTH1 et/ou de son action  

intracrine.  

3.3.1 PTHrP et survie cellulaire 

Dans les cancers, l’action de la PTHrP sur la survie cellulaire passe tout d’abord par son 

action auto/paracrine. Ceci est démontré par l’étude de Hoey et al (Hoey et al., 2003) qui 

montre que l’action mitogénique de la PTHrP sur les cellules de cancer du sein MCF-7 est 

augmentée quand le récepteur RPTH1 est surexprimé. De plus, l’expression de ce récepteur 

dans ces mêmes cellules est corrélée à l’expression du marqueur de prolifération Ki67 

(Downey et al., 1997).  Toujours dans ces cellules MCF-7, Birch et al (Birch et al., 1995) ont 

montré que la PTHrP 1-34 induit la prolifération cellulaire et une augmentation de l’AMPc 

intracellulaire. Ce même peptide est capable de stimuler la croissance des cellules cancéreuses 

de la prostate PC-3 et LnCaP (Asadi et al., 2001) et des cellules cancéreuses du poumon 

BEN-57 (Burton and Knight, 1992). Dans ces dernières, cet effet passe par une inhibition de 

l’apoptose et est également observé avec la PTHrP 140-173. Enfin, au laboratoire, il a été 

montré que l’effet de la PTHrP  sur la prolifération des tumeurs de CCC chez la souris nude 

pouvait être inhibé soit par un anticorps anti-PTHrP soit par un antagoniste du récepteur 

RPTH1. 

Cependant, il est important de noter que la PTHrP peut également stimuler la survie cellulaire 

par la voie intracrine. Ceci a par exemple été démontré dans les cellules MCF-7 où la PTHrP 

inhibe l’apoptose via une surexpression de Bcl-2 en agissant par voie intracrine (Tovar 

Sepulveda and Falzon, 2002). Ainsi, toutes ces études démontrent que la PTHrP, en agissant 

par voie auto/paracrine et/ou intracrine est un facteur de survie cellulaire des cellules 

cancéreuses, et que cette propriété peut être due à une augmentation de la prolifération 

cellulaire ou à une inhibition de l’apoptose (Figure 10). 
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3.3.2 PTHrP et invasion 

Pour que des cellules cancéreuses acquièrent un phénotype invasif, il est nécessaire qu’il y ait 

un  dérèglement simultané de protéines impliquées dans l’adhésion, la migration et la 

protéolyse de la MEC (Price et al., 1997), or il a été démontré que la PTHrP interfère avec 

l’expression de certaines de ces protéines. 

Dans les cellules MCF-7 et PC-3, la surexpression de PTHrP induit l’expression de 

nombreuses intégrines, notament les intégrines a6 et b4 dont l’expression élevée est corrélée 

au pouvoir invasif des cellules (Shen and Falzon, 2003; Shen et al., 2004). Cette propriété de 

la PTHrP nécessite l’intégrité de sa séquence NLS, suggérant que la PTHrP régule l’invasion 

des cellules cancéreuses par voie intracrine . Cependant, d’autres études ont montré des effets 

de la PTHrP sur l’invasion et l’expression de protéines impliquées dans ce processus, 

lorsqu’elle est ajoutée en exogène. Ainsi, les fragments (1-141) et (1-84) induisent 

l’expression des métalloprotéases MMP2, MMP3 et MMP9 dans les chondrocytes 

(Kawashima-Ohya et al., 1998) alors que dans les cellules cancéreuses du sein 8701-BC, la 

PTHrP (67-86) augmente l’invasion et l’expression du uPA (urokinase plasminogen 

activator), une sérine protéase impliquée dans la dégradation de la MEC (Luparello et al, 

2003). A contrario, la PTHrP (38-94) semble inhiber la dégradation de la MEC dans certaines 

lignées cellulaires de cancer du sein (Luparello et al., 2001). Enfin, d’après une étude de 

(Manenti et al., 2000), il semble que la PTHrP carboxy-terminale soit également impliquée 

dans l’invasion (Figure 10) 

3.3.3 Expression de la PTHrP dans les cancers 

Comme déjà mentionné plus haut, le gène de la PTHrP est régulé aux niveaux 

transcriptionnels et/ou post-transcriptionnels par divers facteurs. Or, de manière intéressante, 

nombreux sont les facteurs qui induisent une expresssion de la PTHrP et qui sont également 

impliqués dans la cancérogénèse. Pour  n’en citer que quelques-uns, nous retiendrons par 

exemple NFκB, capable de se lier sur le promoteur P2 et d’induire son activité dans les 

leucémies lymphocitaires à cellules T (Nadella et al., 2007), ou TGF-β1 et EGF  déjà 

mentionnés. De façon intéressante, il a également été montré une régulation au niveau du 

profil d’expression des isoformes de l’ARNm de la PTHrP dans différents cancers. Ainsi par 

exemple, alors que seule l’isoforme 141 est exprimée dans le poumon sain, on retrouve les 3 

isoformes dans les tissus tumoraux correspondants (Sellers et al., 2004b). De même dans le 

cancer du sein, où il semble que l’isoforme 139 soit fréquemment prédominant et que son 
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expression soit corrélée avec le  développement de métastases osseuses (Bouizar et al., 1999). 

Cette différence d’expression est due, du moins en partie, à une régulation différentielle de la 

stabilité de ces différentes isoformes d’ARNm par les facteurs de croissance. Rappelons en 

effet que l’EGF intervient dans la stabilisation de l’isoforme 139 et le TGF-β1 dans celle de 

l’isoforme 141. 

Ainsi, les propriétés de facteur de survie de la PTHrP, associées à la modulation complexe de 

son expression par les facteurs de croissance et/ou angiogéniques, argumentent un rôle majeur 

pour la PTHrP dans la régulation du développement tumoral. 

 

3.4 3.4 3.4 3.4 PTHrPPTHrPPTHrPPTHrP    et CCCet CCCet CCCet CCC    

Le rein est une cible privilégiée des actions de la PTHrP dont l’expression a été observée dans 

les cellules musculaires lisses de l’arbre artériel pré- et post- glomérulaire, ainsi que dans les 

cellules endothéliales, les podocytes, les cellules épithéliales pariétales,  les cellules des tubes 

proximaux et distaux et les tubes collecteurs (Clemens et al., 2001; Esbrit and Egido, 2000). 

En 1993, Gotoh et al (Gotoh et al., 1993) ont montré que la PTHrP est exprimée dans 95% des 

tumeurs de patients atteints de CCR, et que cette expression est notamment élevée dans les 

CCC, et ce quelle que soit la calcémie. Cette observation, associée au fait que la PTHrP a été 

identifiée comme un facteur stimulant la prolifération des cellules des tubules proximaux, à 

partir desquelles se développent les CCC, a conduit à émettre l’hypothèse qu’en plus de son 

rôle dans l’HHM, la PTHrP pouvait être impliquée dans la croissance cellulaire des CCC. Une 

première étude de Burton et al (Burton et al., 1990), a effectivement démontré que la 

croissance cellulaire de la lignée de CCC SKRC-1, qui sécrète un fort taux de PTHrP, est 

significativement inhibée après traitement par un antiserum PTHrP ou par un antagoniste du 

récepteur RPTH1.  

Cet aspect de la PTHrP a été étudié par le laboratoire au sein duquel j’ai effectué ma thèse.  

Leurs résultats ont démontré plusieurs propriétés très intéressantes de la PTHrP dans le CCC 

(Massfelder et al., 2004; Talon et al., 2006). 

3.4.1 Un facteur de survie 

Les études menées au laboratoire ont démontré que la PTHrP joue un rôle crucial dans la 

croissance du CCC in vitro et in vivo. En effet, les travaux réalisés ont tout d’abord montré 

que l’inhibition de la PTHrP par un anticorps anti-PTHrP ou un antagoniste du récepteur 
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RPTH1 inhibait considérablement la croissance in vitro de 3 lignées cellulaires de CCC 

déficientes en VHL (786-0 ; UOK-126 et UOK-128) et ce, par une augmentation de 

l’apoptose. In vivo, chez la souris nude xénogreffées en sous-cutanée, le traitement par un 

anticorps anti-PTHrP dirigé contre la partie N-terminale de la protéine entraîne une régression 

complète des tumeurs de 786-0 dans 70% des souris, et ce toujours via une induction de 

l’apoptose. Dans ce même modèle, le traitement par un antagoniste du récepteur RPTH1 

n’entrainait pas de régression mais empêchait la croissance de ces tumeurs, encore une fois en 

stimulant l’apoptose. Ces résultats ont depuis été confirmés dans des cellules de CCC 

exprimant un VHL sauvage. 

Ainsi, il apparaît que la PTHrP est un facteur de survie essentiel au CCC indépendamment du 

statut en VHL, et que cette dernière agit principalement par la voie auto/paracrine pour 

inhiber l’apoptose. Cependant, les effets obtenus par l’antagoniste du récepteur étant moindre 

que ceux obtenus avec le blocage de la PTHrP par un anticorps suggèrent que l’interaction 

PTHrP/RPTH1 n’est pas seule responsable de l’effet de la PTHrP  

3.4.2 Un facteur antiangiogénique  

De façon intéressante, il a été observé lors des études chez la souris nude xénogréffée, que 

l’inhibition du système PTHrP/RPTH1 entraine une augmentation de la densité 

microvasculaire des tumeurs, suggérant un rôle anti-angiogénique de la PTHrP dans le CCC. 

Ceci est en accord avec de précédentes observations qui ont montré des propriétés anti-

angiogéniques de la PTHrP mettant en jeu l’activité de la protéine kinase A qui, à son tour, 

réduit l’activité de la petite GTPase Ras (Bakre et al., 2002). Notons cependant que la PTHrP 

peut également agir comme facteur angiogénique dans d’autres types cellulaires (Akino et al., 

2000). De façon intéressante, il a été proposé dans le CCC, qu’une diminution de la densité 

microvasculaire est associée au développement de vaisseaux plus importants qui facilitent 

l’évolution métastatique (Delahunt et al., 1997). Ainsi, l’effet pro-angiogénique de blocage du 

système PTHrP/RPTH1 pourrait apporter un bénéfice thérapeutique supplémentaire à 

l’induction de l’apoptose des cellules tumorales. 

3.4.3 Une cible du VHL 

Au cours de ces  travaux, il a également été montré que la PTHrP est une nouvelle cible du 

VHL qui régule négativement son expression. En effet, la réintroduction d’un VHL sauvage 

dans les cellules 786-0 déficientes pour le VHL diminue l’expression de la PTHrP tant au 

niveau de la protéine et de l’ARNm. Cette régulation ne se fait pas via une activation de la 
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transcription mais passe en réalité par une stabilisation des ARNm de la PTHrP en l’absence 

de VHL. En effet, la demie-vie de l’ARNm de la PTHrP, est diminuée de 50% sous l’effet du 

VHL, passant d’environ 40h à 20h dans les cellules 786-0 transfectées par un vecteur vide ou 

par un vecteur codant pour un VHL sauvage respectivement. De façon  intéressante, il 

apparaît donc que la PTHrP est également une cible du système VHL/HIF et qu’elle est 

régulée exclusivement de façon post-transcriptionnelle par ce système, tout comme les TGF-α 

et β. 

Ainsi, la PTHrP apparaît comme un acteur majeur de la survie cellulaire des CCC et constitue 

une cible thérapeutique potentielle tout à fait intéressante. 
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4444----    La stabilité des ARN messagersLa stabilité des ARN messagersLa stabilité des ARN messagersLa stabilité des ARN messagers    

4.1 4.1 4.1 4.1 Un mécanisme majeur de régulation postUn mécanisme majeur de régulation postUn mécanisme majeur de régulation postUn mécanisme majeur de régulation post----transcriptionnelletranscriptionnelletranscriptionnelletranscriptionnelle    

La régulation de l’expression des gènes est un processus essentiel au maintien de 

l’homéostasie des organismes de par son importance dans la régulation de la prolifération 

cellulaire, de la différentiation et de la  réponse aux stimuli externes.   

S’il est  admis depuis longtemps que la régulation de la transcription des gènes a une 

influence directe sur l’expression des protéines, et qu’elle constitue un des principaux 

mécanismes de régulation de l’expression génique, des modes de régulation post-

transcriptionnelle en aval existent et ne doivent pas être négligés. Ils interviennent notamment 

dans la maturation des ARNm, dans leur transport intracellulaire, la régulation de leur 

traduction et enfin dans leur stabilité et leur turn-over, autant de processus clés dans la vie 

d’un ARNm (Dreyfuss et al., 1996) (Figure 11A). En effet, la transcription des gènes ne 

produit pas directement des ARNm matures mais des transcrits hnRNA (heterogeneous 

nuclear RNA), ou pré-messagers qui contiennent les introns ainsi que les exons codant pour 

les protéines. Ces transcrits vont donc subir un épissage par le spliceosome, un complexe 

macromoléculaire catalysant l’excision des introns. Pour certains transcrits, cet épisssage sera 

aternatif, c’est- à-dire qu’il y aura une variations au niveau des exons finalement contenus 

dans l’ARNm mature. Ce processus permet d’obtenir, à partir d’un seul et unique gène,  

plusieurs isoformes d’une même protéine et/ou plusieurs isoformes d’ARNm selon que 

l’épissage alternatif incorpore différentiellement des exons portant des séquences codantes 

et/ou non traduites, respectivement (Kim et al., 2008; Zhang et al., 2004). Enfin, avant d’être 

traduits, ces ARNm matures vont se complexer avec des facteurs de liaison à l’ARN de façon 

à être exportés vers le cytoplasme via les pores nucléaires. Une fois dans le cytoplasme, 

l’ARNm mature pourra être traduit puis sera finalement dégradé, notamment par l’exosome, 

après une période plus ou moins longue définie par la durée de sa demie-vie et donc de sa 

stabilité. Cette demi-vie, différente d’un ARNm à un autre, peut également varier pour un 

même ARNm en réponse à diverses stimuli tels que les facteurs environnementaux, des 

facteurs de croissance, ou des hormones. Ainsi par exemple, la demi-vie de l’ARNm du 

VEGF normalement d’une quarantaine de minutes en conditions normoxiques, peut passer à 

près de 106min en conditions hypoxiques (Levy et al., 1996). De la même manière, c-myc 

peut voir la demi-vie de son ARNm diminuer jusqu’à 4 fois sous l’effet de l’ester de phorbol 
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traduites. Après transcription des gènes, maturation et transport hors du noyau des ARNm, les extrémités

5’ et 3’ non traduites interviennent et dirigent l’expression des ARNm au cours des trois étapes suivantes :

(1) l’adressage intracytoplasmique des ARNm, (2) le contrôle de leur traduction et (3) leur stabilisation ou

leur dégradation. B. Mécanismes de la régulation post-transcriptionnelle relayée par les régions non

traduites des ARNm. Les fonctions de régulation des régions non traduites sont le fruit d’intéractions

avec des protéines régulatrices agissant en trans.
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TPA (Brewer and Ross, 1989). C’est à ce niveau de régulation en particulier que nous allons 

nous intéresser.  

De nombreuses études menées depuis une vingtaine d’années ont mis en lumière l’importance 

du rôle de la stabilité des ARNm. En effet, si la régulation transcriptionnelle permet de réguler 

le taux de novo d’ARNm et par conséquent le nombre de matrices disponibles pour la 

traduction de protéines, leur stabilité détermine la période pendant laquelle ceux-ci sont 

disponibles pour la traduction et donc la quantité de protéines qui pourra être produite à partir 

de chacun de ces messagers. La régulation de la demi-vie des ARNm joue donc un rôle au 

moins aussi important que la régulation transcriptionnelle.  La pertinence clinique de cette 

régulation post-transcriptionnelle via la régulation de la stabilité des messagers est illustrée 

par diverses pathologies associées à des mutations dans les séquences en cis ou des 

disfonctionnements des  protéines agissant en trans et sur lesquelles nous reviendrons plus 

tard. 

 

4.2 4.2 4.2 4.2 Mécanisme de cette régulationMécanisme de cette régulationMécanisme de cette régulationMécanisme de cette régulation    

A l’image du contrôle de la transcription et de la traduction, la régulation de la demi-vie (et 

donc de la stabilité) des ARNm est en réalité un processus finement régulé faisant intervenir 

des séquences en cis, cibles de facteurs agissant en trans : les protéines de 

stabilisation/déstabilisation de l’ARNm (Figure 11B). 

4.2.1 Les éléments en cis 

Les éléments agissant en cis dans la régulation de la stabilité des ARNm sont des séquences 

contenues dans les régions non traduites des ARNm, les régions UTR, qui peuvent se trouver 

en 5’ ou en 3’ des séquences codantes. Ce sont ces éléments qui interviennent dans la 

détermination de la demi-vie basale d’un ARNm, de sa stabilisation ou sa déstabilisation en 

réponse à différents stimuli, et parfois même de la manière dont il sera dégradé (Eberhardt et 

al., 2007). Les nombreuses études visant à caractériser ces éléments agissant en cis en ont 

identifié un grand nombre. Quelques exemples sont répertoriés dans le tableau ci-dessous. Ils 

sont le plus souvent situés dans les régions 3’UTR. En ce qui nous concerne, nous allons nous 

intéresser tout particulièrement aux éléments riches en AU (Luparello et al.) qui sont les plus 

répandues.  
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ARE : Ces régions consensus riches en AU ont initialement été identifiées dans les régions 

3’UTR des l’ARNm du TNF chez l’homme et la souris ainsi que dans les ARNm de la 

lymphotoxine, du CSF (colony stimulating factor), de l’interleukine-1 et de la fibronectin 

(Caput et al., 1986). Elles ont été décrites pour la première fois en 1986 par (Shaw and 

Kamen, 1986) comme des éléments déstabilisateurs de l’ARNm. Ces auteurs ont en effet 

constaté qu’en introduisant une séquence AU de 51 nucléotides issue du gène GM-CSF 

humain dans la région 3’UTR de l’ARNm de la globine β de rat, cet ARNm normalement très 

stable se trouvait considérablement déstabilisé. Les ARE ont depuis été identifiées dans les 

régions 3’UTR d’un grand nombre d’ARNm aux demi-vies courtes incluant entre autres des 

ARNm codant pour des cytokines, des proto-oncogènes, des médiateurs de l’inflammation ou 

encore des facteurs de croissance (Eberhardt et al., 2007) (Tableau 6). Ce sont des séquences 

nucléotidiques longues de 50 à 150 nucléotides riches en A-U, qui ont été divisées en 3 

classes (Chen and Shyu, 1994, 1995). Les ARE de classe I contiennent plusieurs copies 

dispersées du motif pentamérique AUUUA dans un environnement riche en U. Celle de classe 

II comportent au moins 2 nonamères UUAUUUA(U/A)(A/U) qui se chevauchent, quant à 

celles de classe III, elles sont moins bien caractérisées. Ce sont des régions riches en U mais 

qui ne contiennent pas le motif pentamérique AUUUA. Il est intéressant de noter que la 

plupart des ARNm contenant des ARE de classe II codent pour des cytokines alors que les 

protéines  intervenant dans la régulation du cycle cellulaire contiennent majoritairement des 

ARE de classe I et parfois de classe III (Tableau 6). Ainsi, bien que les ARE n’aient pas été 

classées en fonction de leur activité biologique, il est possible qu’elles regroupent ensemble 

des ARNm contrôlés par des voies de signalisation similaires ou des ARNm codant pour des 

protéines aux fonctions associées. 

4.2.2 Les facteurs agissant en trans 

Les études de REMSA (RNA electrophoretic mobility shift assay) et d’UV cross-linking 

ARN-protéines ont permis d’identifier plus d’une quinzaine de protéines capables d’interagir 

avec les AREs. Cependant, seules quelque unes d’entre elles ont été identifiées comme jouant 

réellement un rôle dans la stabilité des ARNm avec lesquels elles interagissent. Voici les 

principales protéines de liaison aux ARE  intervenant dans la régulation de la stabilité des 

ARNm : 

• Les protéines de la famille Hu : ces protéines, au nombre de 4 (HuR/HuA ; 

HEL-N1 ; HuC et HuD) font partie de la super famille des protéines ELAV (Drosophilia 
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embryonic letal abnormal vision)–like (Antic and Keene, 1997). HuR elle une protéine 

ubiquitaire, contrairement aux 3 autres dont l’expression est presque exclusivement limitée 

aux neurones. Ces protéines sont très conservées et comportent 3 domaines de liaison à 

l’ARN RRM (RNA recognition motif), 2 dans leur domaine N-terminal et 1 dans leur 

domaine C-terminal, les deux domaines étant séparés d’une région charnière de 50 à 70 acides 

aminés peu conservés (Lopez de Silanes et al., 2005; Sakai et al., 1999). Les protéine Hu 

ciblent les ARE de classe I, II ou III indifféremment. Elles sont principalement nucléaires 

mais peuvent également passer dans le cytoplasme, où elles ont alors pour effet de stabiliser 

les ARNm cibles auxquels elles sont liées (Chen et al., 2002; Fan and Steitz, 1998). Ce 

déplacement vers le cytoplasme est favorisé par divers stimuli . 

• La tristetraproline (TTP) :  cette protéine est la représentante de la petite 

famille des protéines à doigt de zinc CCCH (Cys-Cys-Cys-His). Elle est majoritairement 

cytoplasmique et entraîne la destabilisation de ses ARNm cibles en favorisant leur 

dégradation. De façon intéressante, elle cible exclusivement des ARE de classe II 

(Blackshear, 2002; Cao et al., 2004). 

• Les protéines AUF-1 «A+U-rich-element RNA-binding factor 1» : il en 

existe 4 isoformes différentes nommées d’après leur taille p37, p40, p42 et p45 et comportent 

2 RRM dans leur domaine N-terminal (Wagner et al., 1998). Elles se lient aux ARE de  classe 

I et II et sont majoritairement nucléaires mais sont déplacées vers le cytoplasme pour jouer 

leur rôle qui peut être stabilisateur et/ou déstabilisateur en fonction des isoformes impliquées 

et du type cellulaire (Xu et al., 2001). 

 

4.2.3 Interaction des éléments cis et trans 

L’interaction entre les protéines de liaison aux AREs et les AREs nécessite une 

reconnaissance de la structure primaire des ARNm cibles mais est également dépendante de 

structures secondaires telles que les tige-boucles. Les propriétés stabilisatrices ou 

déstabilisatrices qui découlent de ces interactions dépendent respectivement de la capacité des 

protéines de liaison à inhiber ou à favoriser la dégradation des ARNm cibles. Les mécanismes 

impliqués sont loin d’être totalement élucidés mais semblent complexes et divers. Ainsi, il a 

par exemple été démontré que  les ARNm contenant des AREs sont cibles de dégradation par 

l’exosome mais que ce dernier est incapable  d’interagir directement avec ces ARNm. Il ne 

peut les reconnaître que par l’intermédiaire de protéines  interagissant avec les AREs, ce qui 



 

Famille Gènes régulés Classe d’ARE dans 
leur région 3’UTR 

Cytokines, chemikines et facteurs de 
croissance 

VEGF  

 INF-α/β/γ 

 

Classe I (γ) et IIB (α) 
IIC (β) 

 IL-1β/2/3/6/8/10 Classe IIC (2 ;3) 

 GM-CSF Classe IIA 

 
TNF-α/β 

Classe IIA (α) et IIC 
(β) 

Proto-oncogènes, gènes suppresseurs 
de tumeurs régulateurs du cycle  
cellulaire 

Bcl-2 ARE Classe IIC 

 c-fos ARE Classe I 

 c-jun Classe III 

 c-myc Classe I 

 CyclinA/B/D1 Classe I 

 P21 Classe I 

 PTH  

 P53 Classe III 

Enzymes et  protéines de la matrice 
extracellulaire 

COX-2 

 

Classe IIC 

 uPA  

 Urokinase  
 PAI-1/2                                          Classe I 

 iNOS  Classe I 

Récepteurs et protéines membranaires Récepteur à l’angiotensine II  

 Récepteur aux androgènes  

 EGFR  

 GLUT-1                                            Classe III 
Divers HIF-1α  
 

Hsp70 ClasseIII 

Tableau 6 : Liste non exhaustive  de gènes régulés via les AREs. 
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laisse imaginer que des protéines déstabilisatrices favorisent la dégradation des ARNm en 

recrutant l’exosome alors que les protéines stabilisatrices en seraient incapables (Chen et al., 

2001). En accord avec cette hypothèse que les protéines destabilisatrices accélèrent la 

dégradation des ARNm en favorisant leur reconnaissance par des protéines de dégradation, il 

a été montré que TTP peut interagir in vitro avec l’exosome et la PARN (poly(A) déanylase 

ribonuclease) (Chen et al., 2001; Lai et al., 2003). Un autre model proposéest que l’interaction 

des protéines avec les AREs engendre un remodelage de structures locales des ARNm, 

favorisant ainsi leur liaison d’autres facteurs agissant en trans tels que des ribonucléases.  

(Wilson et al., 2001). Enfin, une observation intéressante dans le cas des protéines Hu est 

qu’elles reconnaissent les ARE via leurs 2 premiers RRM alors que le 3ème RRM reconnaît la 

queue poly(A) (Ma et al., 1997). Ceci laisse supposer que la liaison de ces protéines Hu sur 

les  ARNm les stabiliserait en inhibant leur déanylation.  

Ainsi, la stabilisation/déstabilisation des ARNm contenant des ARE apparaît complexe et 

implique divers mécanismes. La complexité de cette régulation est d’autant plus illustrée par 

le fait qu’un même ARNm peut être la cible à la fois de protéines stabilisatrices et 

déstabilisatrices comme démontré par Lal et al (Lal et al., 2004) dans le cas des ARNm de 

p21 et de la cyclin D1 sur lesquels HuR et AUF-1 peuvent se lier. Ainsi, la durée de la demi-

vie basale ou régulée d’un ARNm peut être le résultat d’interactions concertées de plusieurs 

éléments en cis distribués tout au long des régions UTR d’un ARNm. 

Il est également important de noter que les protéines de liaison aux AREs sont dans certains 

cas capables de réguler la traduction des ARNm cibles. Ainsi, il a par exemple été montré que 

la liaison de HuR en 3’UTR de l’ARNm de p53 est positivement corrélé à une augmentation 

de la traduction de ce même ARN (Mazan-Mamczarz et al., 2003). Inversement, une 

surexpression de HuR chez la souris peut empêcher la réponse inflammatoire in vivo en 

inhibant la traduction de cytokines (Katsanou et al., 2005). 

4.3 4.3 4.3 4.3 Gènes régulés par les ARE et mécanismes de régulationGènes régulés par les ARE et mécanismes de régulationGènes régulés par les ARE et mécanismes de régulationGènes régulés par les ARE et mécanismes de régulation    

Cette régulation de la stabilité des ARNm par les ARE permet un fin contrôle des réponses 

cellulaires aux divers signaux intra- et extracellulaires lors des variations des conditions 

environnementales. Ceci notamment grâce au fait que de ARE sont présentes dans un grand 

nombre d’ARNm codant pour des protéines régulatrices intervenant dans divers mécanismes. 

La plupart de ces ARNm ont des demi-vies courtes et codent  pour des gènes de réponse 
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Figure 12 : Voies de signalisation et facteurs de régulation de la stabilité des 

ARNm via les AREs. D’après Eberhardt et al (2007) 
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précoce (Eberhardt et al., 2007). Une liste non exhaustive des gènes régulés par les ARE est 

présentée dans le tableau 6. 

Cette grande diversité de gènes dont l’expression est régulée par la stabilité de leurs ARNm, 

permet à la cellule de répondre rapidement à divers stimuli. Ces stimuli qui ont une influence 

sur la stabilité des messagers sont très nombreux et la liste ne cesse d’augmenter. On 

distingue les stimuli intrinsèques que sont les cytokines, les facteurs de croissance, les 

hormones et les médiateurs du stress cellulaire, des stimuli environnementaux tels que 

l’hypoxie, les chocs thermiques ou la privation en nutriments (DiDomenico et al., 1982; 

Guhaniyogi and Brewer, 2001).  

Les effets de ces stimuli convergent tous vers quelques cascades de signalisation qui vont 

induire un grand nombre de signaux capables de réguler les différentes protéines de liaison 

aux AREs (Eberhardt et al., 2007). Les principales voies de signalisation impliquées sont les 

voies des MAP kinase, de l’AMPK, de la PKC et de la PI3K/Akt. Si les évènements 

moléculaires par lesquels ces cascades de signalisation régulent la stabilité des ARNm sont 

peu connus, on distingue 3 modes de régulation (Figure 12) : 

• Une régulation de l’expression des protéines stabilisatrices/déstabilisatrices 

• Des altérations de l’affinité de ces protéines pour les AREs 

• Une modification de leur localisation subcellulaire 

 

4.4 4.4 4.4 4.4 Pertinence cliniquePertinence cliniquePertinence cliniquePertinence clinique    : stabilité des ARNm et can: stabilité des ARNm et can: stabilité des ARNm et can: stabilité des ARNm et cancer. cer. cer. cer.     

La dérégulation de l’expression génique est un point commun des cellules cancéreuses qui 

acquièrent ainsi un nouveau profil d’expression des protéines leur permettant de prendre le 

pas sur les cellules saines. Au regard des gènes régulés via les AREs et des voies de 

signalisation impliquées dans la régulation des protéines de liaison aux AREs,  de nombreuses 

études se sont intéressées à la stabilité des ARNm dans les cancers et il est aujourd’hui bien 

établi que la régulation de la stabilité des ARNm est un mécanisme largement impliqué dans 

l’acquisition et le maintien du phénotype tumoral des cellules cancéreuses. En effet, on 

s’aperçoit que de  nombreux ARNm codant pour des proto-oncogènes, des facteurs de 

croissance ou encore des facteurs angiogéniques sont anormalement stabilisés dans de 

nombreuses tumeurs (Benjamin and Moroni, 2007).  C’est par exemple de cas des 

interleukines, des cyclines, du VEGF ou encore du TGF-β. L’augmentation de la demi-vie de 
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ces ARNm peut être due à des mutations des séquences en cis comme dans les myélomes et 

les leucémies à cellules T, où la mutation de c-myc par translocation ou perte de sa région 

3’UTR rend son ARNm jusqu’à 7 fois plus stable (Aghib et al., 1990; Hollis et al., 1988). Une 

autre cause peut être une expression anormalement élevée des protéines de liaison, c’est ce 

qui est observé dans les tumeurs du cerveau où HuR est  exprimé constitutivement et stabilise 

entre autres les ARNm du VEGF,  de COX-2 et du TNF-α (Nabors et al., 2001).  
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5555----    ObjectifsObjectifsObjectifsObjectifs    

Dans  un contexte bibliographique où il est établi que le VHL est l’acteur majeur de la 

régulation des facteurs HIF et que ce système VHL/HIF régule de façon transcriptionnelle 

et/ou post-transcriptionnelle de nombreuses molécules dont des facteurs de croissance 

largement impliqués dans la croissance tumorale, mes travaux de thèses s’inscrivent dans la 

continuité des travaux récents du laboratoire identifiant la PTHrP comme un facteur de survie 

essentiel du CCC humain et comme une cible du gène suppresseur de tumeur VHL qui régule 

la stabilité de son ARNm.  

A partir de ces résultats, nous avons émis l’hypothèse que la régulation post-transcriptionnelle 

de la PTHrP et d’autres cibles comme le VEGF ou le TGF-β par le système VHL/HIF,  ferait 

intervenir des protéines stabilisatrices/déstabilisatrices de l’ARNm qui seraient elles-mêmes 

des cibles du système VHL/HIF. L’objectif de ma thèse était donc d’identifier ces protéines 

pour étudier leur impact sur la croissance cellulaire du CCC. 

Sachant que la PTHrP est exprimée en 3 isoformes de 139,141 et 173 acides aminés et que les 

ARNm à l’origine de ces isoformes possèdent des régions 3’UTR différentes mais qui toutes 

portent des séquences AUUUA intervenant dans la régulation de la stabilité des messagers, le 

premier objectif était d’étudier l’expression de ces isoformes dans le CCC humain in vitro et 

in vivo. Une fois ce profil d’expression établi, les objectifs étaient d’identifier les protéines de 

liaison à l’ARNm de la PTHrP, de vérifier leur implication dans la régulation de la stabilité 

d’autres ARNm cibles du système VHL/HIF et d’étudier leur impact sur la croissance 

cellulaire du CCC. 
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Chapitre 2 : Matériel et 
Méthodes 
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1 1 1 1 ----    MatérielMatérielMatérielMatériel    

1.1 1.1 1.1 1.1 LignéesLignéesLignéesLignées    cellulairescellulairescellulairescellulaires    

Nous avons utilisé  sept lignées humaines de CCC soit déficientes en VHL (lignées 786-0, 

UOK-126, UOK-128 et A498) soit exprimant un VHL sauvage (lignées ACHN, Caki-1 et 

Caki-2). L’ensemble de ces lignées a été obtenu chez ATCC (American Type Culture 

Collection, Manassas, USA), à l’exception des lignées UOK-126 et UOK-128 qui nous ont 

été généreusement fournies par le Dr Patrick Anglard de l’U575 (Strasbourg, France). Nous 

avons également utilisé des clones de cellules 786-0 transfectées par une construction 

pCR3.1-Uni codant pour le VHL(1-213) humain, par cette même construction codant pour le 

∆VHL(1-116) humain, ou par le vecteur seul. Ces clones étaient déjà disponibles au 

laboratoire. Toutes les lignées sont maintenues dans du milieu DMEM (« Dulbecco's 

Modified Eagle Medium », Invitrogen, Cergy Pontoise, France) supplémenté de 10% de 

sérum de veau fœtal (FBS, Invitrogen) et d’un mélange d’antibiotiques (pénicilline, 100 U/ml 

et streptomycine, 0.1 mg/ml ; Invitrogen). Pour les cellules 786-0 transfectées, 500 µg/ml de 

G-418 (GIBCO) ont été rajoutés au milieu de culture pour la sélection. Dans tous les cas, les 

cellules sont cultivées à 37°C dans une atmosphère humide contenant 10% de CO2 dans l’air. 

 

1.2 Tissus1.2 Tissus1.2 Tissus1.2 Tissus    

Pour confirmer la pertinence in vivo des résultats obtenus in vitro dans les lignées cellulaires, 

nous avons également utilisé des fragments de tissus tumoraux et de tissus sains 

correspondants, issus de patients opérés de CCC sporadiques. Ces échantillons, obtenus grâce 

à une collaboration avec le Service de Chirurgie Urologique du Nouvel Hôpital Civil (NHC) 

de Strasbourg (HUS) (Prs Didier Jacqmin et Hervé Lang), sont congelés dans l’azote liquide 

immédiatement après le prélèvement  et conservés ainsi jusqu’à leur utilisation. Le 

consentement éclairé de chaque patient a été recueilli. 

 



59 
 

2222----        Etude de Etude de Etude de Etude de l’expressionl’expressionl’expressionl’expression    des ARNmdes ARNmdes ARNmdes ARNm    

2.1 Extraction 2.1 Extraction 2.1 Extraction 2.1 Extraction desdesdesdes    ARNmARNmARNmARNm    

 L'ARN total est extrait des cellules en culture et des tissus humains par la technique au 

TRIzol (Invitrogen) selon le protocole défini par le fournisseur. Le TRIzol est une solution 

mono-phasique de phénol et d’isothiocyanate de guanidine qui permet de lyser les cellules et 

de dissoudre les composants cellulaires tout en préservant l’intégrité des ARN. Brièvement,  

les tissus (50 à 100mg) sont broyés à l’aide d’un potter dans 1 ml de TRIzol et les cellules 

lysées dans ce même réactif. Afin d’assurer une dissociation des complexes nucléoprotéiques, 

les échantillons sont laissés à reposer pendant 5 minutes à température ambiante. Après 

addition de 200 µl de chloroforme, le mélange est agité vigoureusement à la main pendant 15 

secondes et incubé pendant 10 min à température ambiante. Une séparation de phase est 

effectuée par centrifugation à 4°C pendant 15 min à 12000 g, puis les ARN contenus dans la 

phase aqueuse sont récupérés et précipités par addition de 500µl d'isopropanol. Les tubes sont 

alors agités, incubés à température ambiante pendant une dizaine de minutes puis centrifugés 

à 12000g pendant 10 minutes à 4°C.  Les culots sont alors lavés à l'éthanol  75%, séchés à 

l’air, puis repris dans 10 à 50 µl d'eau bidistillée à 0,1% de diéthyl-pyrocarbonate, un 

inhibiteur de nucléase. Les concentrations sont déterminées par  densité optique à 260 nm et 

la pureté des échantillons d’ARN est calculée par le rapport des densités optiques à 260 et 280 

nm. Un rapport égal ou supérieur  à 1,7 indique l’absence de contamination de la préparation 

d’ARN par l’ADN. 

 

2.2 Transcription 2.2 Transcription 2.2 Transcription 2.2 Transcription reversereversereversereverse    
L’obtention des ADNc totaux est réalisée par transcription reverse (RT) sur 5µg d'ARN total. 

Après une première incubation des ARN en présence d’1 µM d’amorces non spécifiques 

p(dT)15 (Roche Diagnostics, Meylan, France) à 65°C, le mélange réactionnel est complété 

avec  400U de transcriptase reverse (Invitrogen), 10U d'inhibiteur d’ARNase (Invitrogen), 1 

mM de désoxynucléotides triphosphates (dNTP, Roche) et de l’eau ARNase free qsp 40µl. La 

réaction se fait pendant 1h à 37°C. La transcription réverse est stoppée en chauffant les 

échantillons à 99°C pendant 5 minutes. 
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2.3 Quantific2.3 Quantific2.3 Quantific2.3 Quantification des ARNmation des ARNmation des ARNmation des ARNm    

2.3.1 Etude de l’expression relative des cibles : PCR semi quantitative 

en temps réels 

Les ADNc obtenus par transcription reverse ont été quantifiés par réaction de polymérisation 

en chaîne (PCR) en temps réels en utilisant. Les ADNc spécifiques des ARNm étudiés ont été 

amplifiés en utilisant le kit “LightCycler-FastStart DNA Master SYBR (syber) Green » 

(Roche Diagnostics). Des courbes standards ont été obtenues pour les cibles recherchées ainsi 

que pour le gène domestique GAPDH (glycéraldéhyde phosphate deshydrogénase) par 

dilutions en cascade des échantillons mélangés d’ADNc, en accord avec l’un des protocoles 

préconisés par le fournisseur du kit (Roche Diagnostics). Le milieu réactionnel (20µ) contient 

4 mM MgCl2, 0.5 µM de chaque couple d’amorces sens-antisens spécifiques de chaque gène 

recherché , 0.2 µM de sonde SYBR verte, 0.4 µM de sonde d’hybridation, 1 x de tampon de 

réaction « FastStart » (ADN polymérase, dNTPs, tampon), et 2 µl d’ADNc, selon les 

recommandations du fournisseur. Après une première dénaturation à 95°C pendant 10 min, la 

PCR est réalisée en 45 cycles de dénaturation (10 s à 95°C), d’amorçage (5 s à 60°C) et de 

polymérisation (12 s à 72°C). Chaque amplicon a été vérifié sur gel d’agarose à 2%. Un 

contrôle négatif était systématiquement réalisé en remplaçant l’ADNc par de l’eau stérile de 

qualité PCR. Chaque échantillon a été analysé 3 fois et quantifié avec le logiciel d’analyse 

pour LightCycler (Roche Diagnostics). L’expression relative des différents gènes a été 

calculée en rapportant les taux d’ARNm à ceux de la GAPDH considérée comme gène 

domestique. 

2.3.2 Etude du profil d’expression des isoformes de la PTHrP : PCR 

quantitative en temps réels 

Pour établir un profil d’expression des isoformes de la PTHrP, il était nécessaire de pouvoir 

quantifier chacune des isoformes afin de les comparer. Les amorces sens et antisens utilisées 

pour les réactions de PCR ont été choisies dans les exons non traduits en 3’ spécifiques de 

chaque isoforme, à savoir les exons 7, 9 et 8 pour les isoformes 139, 141 et 173, 

respectivement. Pour l’analyse de l’expression de la PTHrP totale, les amorces utilisées ont 

été choisies dans l’exon VI du gène de la PTHrP qui est commun aux diverses isoformes . Les 

réaction de PCR ont été réalisées comme décrit pour la PCR semi-quantitatice, à la différence 

qu’àprès avoir été vérifié sur gel d’agarose à 2%, chaque amplicon ( hormis celui de la 

GAPDH) a été extrait du gel (Gel extraciton kit –QIAGEN), puis réamplifié par PCR avec les 
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mêmes amorces et selon les mêmes conditions que ci-dessus en concentrations connues pour 

servir de « calibrateur » afin de quantifier l’expression des diverses cibles. L’expression 

relative des diverses isoformes de la hPTHrP et de la hPTHrP totale dans chaque lignée et 

cellules transfectées a alors été calculée en quantifiant leurs taux d’expression grâce aux 

calibrateurs. Ces concentrations ont ensuite été normalisées par rapport à l’expression de la 

hGAPDH dans l’échantillon correspondant. Les résultats ont été exprimés soit en fM soit en 

pourcentage des diverses isoformes par rapport à la concentration mesurée en PTHrP 

commune totale. 

Cibles Primer sens (5’-3’) Primer antisens (5’-3’) 

PTHrP totale CGGTGTTCCTGCTGAGCTA TGCCAGATGGTGAAGGA 

Isoforme 139 TCTCAGCCGCCGCCTCAAAA AGAGAAGCCTGTTACCGT 

Isoforme 141 ACTCGCTCTGCCTGGTTA CAATGCCTCCGTGAATCG 

Isoforme 173 GGATAAGTAGTACAGCTTCAG GGCAATAAAGTAGGGTCC 

VEGF AGGCCAGCACATAGGAGAGA TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT 

TGF-ββββ AAGTTAAAAGTGGAGCAGC CACTTGCAGTGTGTTATCC 

GAPDH GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC GCAGTGATGGCATGGACTG 

 

3333----    Recherche des protéines de liaison à l’ARNm de la Recherche des protéines de liaison à l’ARNm de la Recherche des protéines de liaison à l’ARNm de la Recherche des protéines de liaison à l’ARNm de la 

PTHrPPTHrPPTHrPPTHrP    

3.1 Génération des sondes 3.1 Génération des sondes 3.1 Génération des sondes 3.1 Génération des sondes ARNARNARNARN    

Trois fragments ADN se chevauchant et reprenant l’ensemble de la séquence de l’exon IX 

spécifique de l’isoforme 141 de la hPTHrP, ainsi qu’un fragment correspondant à l’ensemble 

de l’exon IX, ont été générés par PCR (Figure 13) dans le milieu suivant : amorces sens et 

antisens spécifiques (0.15 µM), dNTP (0.4 mM), Taq DNA polymérase (5 U, rajoute un A en 

3’ du fragment PCR) (Promega, Charbonnières-les-Bains, France), MgCl2 (5 mM) et 0.5 µg 

d’ADNc de la lignée cellulaire 786-0. Les cycles PCR ont été programmés comme suit : 94°C 

pendant 3 min, 3 cycles à 94°C pendant 15 s, 54°C pendant 1 min et 74°C pendant 1 min ; 



 

puis 20 cycles à 94°C pendant 15 s, 65°C pendant 1 

phase d’extension à 74°C pendant 10 min

polymérase T3 a été rajoutée en 5’ de chaque amorce sens afin de s’assurer de la transcription 

du brin ADN sens lors de l’étape de transcription 

soit l’orientation du fragment PCR dans le vecteur. Le site de restriction BamH1 a également 

été rajouté en 5’ de chaque amorce antisens (se retrouvant ainsi en 3’ du fragme

généré) afin de permettre la linéarisation du vecteur en aval du fragment PCR avant l’étape de 

transcription in vitro. Les fragments PCR obtenus, dont les tailles sont de 200pb (141

237pb (141-2), 209pb (141-3) 

rajoutées, ont ensuite été sous

(Promega, France) selon le protocole du fournisseur. Une «

France) de chaque construction a été réalisée après tra

coli DH5α compétentes (Invitrogen) afin de disposer d’une quantité suffisante de chaque 

construction. L’exactitude de la séquence des trois fragments de l’exon IX du gène de la 

hPTHrP (identification JO3580, Genbank, NI

Biotechnologies, Paris, France). 

 

 

3.2 Transcription 3.2 Transcription 3.2 Transcription 3.2 Transcription in vin vin vin v

Dix µg de chacune des quatre constructions contenant les sondes ADN correspondants 

à l’exon IX du gène de la hPTHrP ont été linéarisés par digestion enzymatique par BamH1 

(Euromedex), déposés sur gel d’agarose 2% et purifiés sur colonne à l’aide du kit GelExtract 

(Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Chaque sonde ADN de l’exon IX du gène de la 

hPTHrP a alors été transcrite en ARN dans un milieu réactionnel de 100

Figure 13 : Sondes ARN générées par PCR.
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pendant 15 s, 65°C pendant 1 min et 74°C pendant 1 min

phase d’extension à 74°C pendant 10 min. La séquence de reconnaissance de l’ARN 

polymérase T3 a été rajoutée en 5’ de chaque amorce sens afin de s’assurer de la transcription 

sens lors de l’étape de transcription in vitro décrite ci-dessous et ce quelle que 

soit l’orientation du fragment PCR dans le vecteur. Le site de restriction BamH1 a également 

été rajouté en 5’ de chaque amorce antisens (se retrouvant ainsi en 3’ du fragme

généré) afin de permettre la linéarisation du vecteur en aval du fragment PCR avant l’étape de 

Les fragments PCR obtenus, dont les tailles sont de 200pb (141

3) et 510pb (141-c) en tenant compte des séquences T3 et BamH1 

sous-clonés par clonage T/A dans le vecteur pGEM

(Promega, France) selon le protocole du fournisseur. Une « maxiprep » (Qiagen, Courtaboeuf, 

France) de chaque construction a été réalisée après transformation de bactéries Escherichia 

compétentes (Invitrogen) afin de disposer d’une quantité suffisante de chaque 

construction. L’exactitude de la séquence des trois fragments de l’exon IX du gène de la 

hPTHrP (identification JO3580, Genbank, NIH) a été vérifiée par séquençage (Genosphere 

Biotechnologies, Paris, France).  

in vin vin vin viiiitrotrotrotro    

g de chacune des quatre constructions contenant les sondes ADN correspondants 

gène de la hPTHrP ont été linéarisés par digestion enzymatique par BamH1 

(Euromedex), déposés sur gel d’agarose 2% et purifiés sur colonne à l’aide du kit GelExtract 

(Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Chaque sonde ADN de l’exon IX du gène de la 

THrP a alors été transcrite en ARN dans un milieu réactionnel de 100

Sondes ARN générées par PCR. 

min et 74°C pendant 1 min suivis d’une 

La séquence de reconnaissance de l’ARN 

polymérase T3 a été rajoutée en 5’ de chaque amorce sens afin de s’assurer de la transcription 

dessous et ce quelle que 

soit l’orientation du fragment PCR dans le vecteur. Le site de restriction BamH1 a également 

été rajouté en 5’ de chaque amorce antisens (se retrouvant ainsi en 3’ du fragment PCR 

généré) afin de permettre la linéarisation du vecteur en aval du fragment PCR avant l’étape de 

Les fragments PCR obtenus, dont les tailles sont de 200pb (141-1), 

des séquences T3 et BamH1 

clonés par clonage T/A dans le vecteur pGEM-T Easy 

» (Qiagen, Courtaboeuf, 

nsformation de bactéries Escherichia 

compétentes (Invitrogen) afin de disposer d’une quantité suffisante de chaque 

construction. L’exactitude de la séquence des trois fragments de l’exon IX du gène de la 

H) a été vérifiée par séquençage (Genosphere 

 

g de chacune des quatre constructions contenant les sondes ADN correspondants 

gène de la hPTHrP ont été linéarisés par digestion enzymatique par BamH1 

(Euromedex), déposés sur gel d’agarose 2% et purifiés sur colonne à l’aide du kit GelExtract 

(Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Chaque sonde ADN de l’exon IX du gène de la 

THrP a alors été transcrite en ARN dans un milieu réactionnel de 100µl 
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contenant (concentration finale) : tampon de transcription T3 (1x, Promega), DTT (10mM), 

inhibiteur d’ARNase (100U, Invitrogen), rNTP (ATP, 0.5mM ; GTP, 0.5mM ; UTP, 0.5mM ; 

CTP, 0.33mM et biotine-14-CTP, 0.17mM ; Invitrogen), vecteur linéarisé (5µg) et ARN 

polymérase T3 (40U, Promega), pendant 2h à 37°C. Les réactions de transcription ont ensuite 

été traitées à la DNase I (Amersham Biosciences, Orsay, France) afin de digérer le vecteur 

linéarisé. Pour cela 30U de DNase I ont été ajoutées à chaque réaction de transcription, et le 

tout incubé pendant 15 min à 37°C. Finalement, les ARNs ont été purifiés sur colonne 

« NucAway Spin Columns » (Ambion, Huntington, UK) qui éliminent, outre les sels et la 

DNase I, les nucléotides non incorporés. Pour cela, les colonnes Ambion sont tout d’abord 

hydratées avec de l’eau traitée au diéthyl-pyrocarbonate (DEPC, inhibiteur d’ARNase) 

(Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France), centrifugées à 750g pendant 2 min puis les 

échantillons déposés sur la colonne. Après une brève centrifugation à 750g, 2 min, les ARNs 

sont récupérés puis stockés à -20°C jusqu’à l’étape de « cross-linking » aux UV décrite ci-

dessous. La taille des ARNs obtenus correspondants aux 3 sondes ADN de l’exon IX du gène 

de la hPTHrP a été vérifiée sur gel d’agarose 2% préparé à l’eau traitée au DEPC. La taille 

des ARNs obtenus est de 169 (r141-1), 206 (r141-2), 178 (r141-3) et 476 (r141-c) bases.  

3.3 UV cross3.3 UV cross3.3 UV cross3.3 UV cross----linking ARNlinking ARNlinking ARNlinking ARN----protéinesprotéinesprotéinesprotéines    

Une réaction de « cross-linking » aux UV a été réalisée pour chaque sonde ARN avec 

avec différents extraits protéiques de cellules exprimant ou non  un VHL, sauvage ou muté. 

Pour chaque réaction de « cross-linking », 100µg de protéines d’extrait cellulaire sont incubés 

avec 50µl d’ARN biotinylé purifié dans 200µl final de tampon de liaison de l’ARN contenant 

(en mM final) : tampon HEPES (20), MgCl2 (3), KCl (40), DTT (1) et glycérol 5%. Après une 

incubation de 15 min à température ambiante, de l’héparine (Sigma) à 5mg/ml dans de l’eau 

traitée au DEPC est ajoutée aux milieux réactionnels qui sont incubés à nouveau 15 min à 

température ambiante. Les milieux d’incubation sont déposés dans une plaque 96 puits qui est 

irradiée aux UV pendant 5 min à la puissance maximale dans un spectrolinker XL-1000 UV 

crosslinker (Spectronics Corporation, Westbury, NY, USA).  

 

3.4 3.4 3.4 3.4 PurificationPurificationPurificationPurification    des complexesdes complexesdes complexesdes complexes    

Les complexes ARN biotinylés-protéines sont purifiés par une technique de séparation 

utilisant des sphères paramagnétiques (MagneSphere) couplées à la streptavidine (Promega). 

Les sphères sont contenues dans des tubes à raison de 0.6ml permettant d’isoler jusqu’à 1mg 
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d’ARN. Les sphères sont tout d’abord isolées à l’aide d’un portoir magnétique (Promega) puis 

lavées 3 fois dans 300µl de tampon SSC (« standard sodium citrate ») 0.5x contenant NaCl 75 

mM et citrate de sodium (sel déshydraté trisodique) 7.5 mM dans de l’eau traitée au DEPC, 

pH 7.2. Les sphères sont ensuite resuspendues dans 60µl de tampon SSC 0.5x. Trente µl de 

sphères sont alors ajoutés à chaque réaction de « cross-linking » et le tout incubé pendant 10 

min à température ambiante en mélangeant toutes les 2 min par inversion des tubes. Les 

sphères, qui sont cette fois liées aux complexes ARN biotinylés- protéines, sont à nouveau  

isolées à l’aide du portoir magnétique puis lavées 4 fois dans du tampon SSC 0.1x. Après le 

lavage final, les sphères sont resuspendues dans 200µl de tampon de liaison de l’ARN 

(composition donnée au paragraphe précédent), puis incubées pendant 30 min à 37°C en 

présence d’un mix d’ARNase A et T1. Cette étape permet de digérer les extrémités des ARN 

liés à la streptavidine et ainsi de libérer les complexes ARN-protéines qui se retrouvent alors 

libres dans le surnageant. Les complexes ARN-protéines sont alors isolés par capture des 

sphères à l’aide du portoir magnétique et le surnageant récupéré et utilisé pour 

l’électrophorèse. 

3.5 SDS3.5 SDS3.5 SDS3.5 SDS----PAGEPAGEPAGEPAGE    et révélationet révélationet révélationet révélation    

Les protéines sont dénaturées par incubation dans le tampon de Laemmli (0,0025% 

bleu de bromophénol, 5% SDS, 12,5% β-mercaptoéthanol, 160 mM Tris et 25% glycérol), 6 

min à 100°C puis déposées et séparées sur gel d'acrylamide à 10% par migration à 150V 

pendant 2h. Après la migration, les protéines sont révélées au nitrate d’argent en utilisant le 

kit de marquage ProteoSilver plus (Sigma-Aldrich)) exactement selon le protocole décrit par 

le fournisseur. Dans ce protocole, après les étapes de fixation (30 min dans une solution 

éthanol 40% vol/vol et acide acétique glacial : 10% vol/vol), de sensibilisation (30% dans une 

solution éthanol 30% vol/vol ; glutardialdéhyde 0.125% poids/vol ; thiosulfate de sodium 

0.2% poids/vol et acétate de sodium 6.8% poids/vol) et de lavage (eau distillée 3 fois 5 min), 

le gel est incubé dans une solution de nitrate d’argent (nitrate d’argent : 0.25% poids/vol ; 

formaldéhyde 0.015% poids/vol) pendant 20 min. Après 2 lavages à l’eau distillée pendant 1 

min, le gel est développé (entre 2 et 5 min dans une solution carbonate de sodium 2.5% 

poids/vol et formaldéhyde (0.008% poids/vol) puis bloqué dans une solution  d’EDTA 

dihydrate (1.5% poids/vol).  
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4444----    Etude de l’expression Etude de l’expression Etude de l’expression Etude de l’expression protéiqueprotéiqueprotéiqueprotéique    

4.1 4.1 4.1 4.1 ExtractionExtractionExtractionExtraction    des protéinesdes protéinesdes protéinesdes protéines    

4.1.1 Protéines totales 

A partir des cellules 

Les cellules sont lavées 2 fois dans du tampon PBS 1x et 2 ml de tampon de lyse est rajouté, 

de composition suivante : 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.02% azide de sodium, 100 

µg/ml PMSF, 100 µg/ml aprotinine et 1% NP-40 (Sigma-Aldrich). Les flacons de culture sont 

alors placés à +4°C pendant 30 min puis les cellules grattées du support, permettant d’obtenir 

le lysat cellulaire correspondant. Les lysats sont centrifugés à 14 000 g pendant 10 min à 4°C 

et les surnageants conservés à -80°C.  

A partir des tissus 

Les fragments de tissus (50-100mg) sont broyés au potter dans 1 ml de tampon A, riche en 

inhibiteurs de protéases (10% glycérol, 20 mM Tris HCl, 100 mM NaCl, 2 mM PMSF, 2 mM 

EDTA, 10 mM orthovanadate de sodium, 10 µg/ml leupeptine, 10 µg/ml aprotinine). 

L’homogénat est centrifugé à 27000 g pendant 30 minutes à 4°C. Le surnageant est jeté et le 

culot membranaire remis en suspension dans du tampon B (tampon A, additionné 

extemporanément de 1% NP-40, 0,1% SDS et 1% désoxycholate). Après 30 minutes 

d’incubation sous agitation à 4°C et une nouvelle centrifugation à 30000 g pendant 30 

minutes à 4°C, le surnageant contenant les protéines est récupéré et conservé à -80 °C. 

4.1.2 Protéines nucléaires-cytoplasmiques 

Pour l’extraction des protéines nucléaires et cytoplasmiques, les cellules sont rincées au PBS, 

trypsinisées puis récupérées par centrifugation (1500rpm, 5 minutes). Elles sont alors remises 

en suspension et incubées sur glace pendant 10 minutes dans 500µl d’un premier tampon A 

hypoyonique (10 mM HEPES [pH7,9], 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 1 µg/ml leupeptine, 1 

µg/ml aprotinine, 0,5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride). La lyse est effectuée par ajout de 

50µl de tampon A contenant 2,5% de NP-40. Les noyaux sont ensuite récupérés par 

centrifugation  (3500 rpm, 4 min, 4°C) et les surnageant soumis à 5 cycles de 

congélation/décongélation suivis d’une dernière centrifugation (3500 rpm, 10 minutes, 4°C). 

Les culots précedemment obtenus et contenant les noyaux remis en suspension dans un 

tampon C (20 mM HEPES [pH 7.9], 0.45 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 µg/ml leupeptine, 1 µg/ml 
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aprotinine, 0,5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) et agités à 4°C pendant 30 minutes.  Après 

centrigugation à 14000 rpm pendant 10 minutes à 4°C, les surnageants contenant des 

protéines nucléaires sont récupérés et conservés à -80°C. Le même protocole a été utilisé pour 

extraire les protéines nucléaires cyto-plasmiques à partir des tissus après que ceux-ci ient été 

broyés. 

Les protéines (obtenues à partir de cultures cellulaires ou de tissus) sont dosées sur un aliquot 

du surnageant selon la méthode de Lowry et al (Lowry et al., 1951). 

4.2 Western blot4.2 Western blot4.2 Western blot4.2 Western blot    
Les protéines sont dénaturées par incubation dans le tampon de Laemmli (0,0025% bleu de 

bromophénol, 5% SDS, 12,5% β-mercaptoéthanol, 160 mM Tris et 25% glycérol), 6 min à 

100°C. Les extraits protéiques (10 à 30 µg) sont déposés et séparés sur gel d’acrylamide à 

10%. La migration est effectuée à 150 V pendant 2h. Les protéines sont ensuite transférées 

avec un système Biorad sur une membrane PVDF pendant 1h à 100 V. Après transfert, la 

membrane est rincée pendant 10 minutes dans du tampon salin Tris (TBS), pH7,5, contenant 

0,1% de tween-20 (TBST), puis saturée pendant 1h sous agitation à température ambiante 

dans du TBST contenant 5% de lait écrémé. La membrane est alors incubée sous agitation, à 

4°C, pendant la nuit avec l’anticorps primaire dilué dans le TBST contenant 5% de lait 

écrémé ou pendant 1 h à température ambiante, toujours sous agitation. Les différents 

anticorps utilisés sont répertoriés plus bas. La membrane est ensuite lavée trois fois avec du 

TBST, puis incubée pendant 1 h à température ambiante sous agitation avec un anticorps 

secondaire couplé à une péroxydase. Après 3 lavages avec du TBST, le marquage est révélé 

par chimioluminescence avec un kit de détection (Immobilon western substrate, millipore). 

Les temps d’exposition dépendent de l’intensité du signal. 

Les membranes PVDF peuvent être utilisées plusieurs fois grâce au kit ReblotPlus (Millipore,    

,France). Brièvement, les membranes sont incubées sous agitation dans la solution de reblot 

1X de façon à retirer les anticorps sans détruire les protéines fixées sur les membranes. Après 

2 lavages dans du TBST contenant 5% de lait écrémé, la procédure de marquage est reprise à 

partir de la saturation. 

Anticorps utilisés et concentrations :  

− Anticorps monoclonal de souris anti-HuR (Tebubio), 1/1000 

− Anticorps monoclonal de souris anti-β-actine (Sigma), 1/5000 

− Anticorps polyclonal de lapin anti-Lamin B (Upstate), 1/2000 
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− chèvre anti-lapin (Amersham), 1/20000   

− chèvre anti-souris (Amersham), 1/20000 

4.3 4.3 4.3 4.3 ElisaElisaElisaElisa    

Les expressions de VEGF et TGF-β1 dans les  surnageants de culture de cellules 786-0 

transfectées par un siCtl ou siHuR, ont été analysées par kit Elisa (GE Healthcare Europe, 

Orsay, France) selon les recommendations du fournisseur.  

VEGF : 50µl d’échantillon sont incubés pendant 2h dans une plaque 96 puits coatée avec un 

anticorps anti-VEGF. Après rinçage de la plaque, un second anticorps biotinylé puis un réactif 

streptavidin-HRP sont ajoutés et inbubés. La réaction est initiée par ajout du substrat TMB et 

se fait pendant 30 min dans le noir. La réaction est alors arrétée par une solution stop et la DO 

lue à 450nm. Tous les échantillons sont dosés en double et leur concentration est calculée par 

rapport à une courbe standard réalisée à partir de VEGF recombinant. 

TGF-β1 :  Avant de doser le TGF-β1 dans les surnageants de culture, celui-ci doit être libéré 

de toute association avec d’autres protéines. Pour cela, les échantillons sont pré-traités 

pendant 1h par ajout de 10% de HCL 1N. Avant la mesure, les échantillons sont rendus 

neutres par 10% de NaOH 1N. Les échantillons sont incubés dans une plaque coatée avec un 

anticorps anti-TGF-β1. L’ajout d’un second anticorps conjugué à une HRP et du substrat 

TMB déclenche la réaction. La DO est lue  à 450nm. De même que pour le VEGF, les 

échantillons sont dosés en double par rapport à une courbe standard. 

 

5555----    Etude de l’inhibition Etude de l’inhibition Etude de l’inhibition Etude de l’inhibition de HuR sur la croissance cellulairede HuR sur la croissance cellulairede HuR sur la croissance cellulairede HuR sur la croissance cellulaire    

5.1 In vitro5.1 In vitro5.1 In vitro5.1 In vitro    

5.1.1 Transfection des cellules par siARN 

Les cellules 786-0 ont été « reverse transfectées » par des duplexes de siARN spécifiques 

pour HuR (Ambion, Courtaboeuf, France) ou non spécifiques (Qiagen), avec la lipofectamine 

RNAimax (Invitrogen) en accord avec les recommandations du fournisseur. Brièvement, les 

duplexes siARN (concentration finale 50nM) sont dilués dans du DMEM sans sérum ni 

antibiotiques et incubés pendant 10 minutes à température ambiante dans les puits de plaques 

96, 24 ou 6 puits, en présence de l’agent de transfection. Les cellules sont alors ensemencées 
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en quantité adéquate dans du milieu supplémenté de 10% de sérum, toujours sans 

antibiotiques. Le nombre de cellules ensemencées dépend des plaques de culture utilisées, il 

est calculé de manière à ce que les  cellules atteignent 30 à 50% de confluence une fois 

adhérentes. Les cellules ainsi transfectées sont utilisées pour analyses 24, 48, 72 et 96h après 

transfection. 

5.1.2 La densité cellulaire 

La densité cellulaire a été déterminée par comptage manuel à 24, 48, 72 et 96h après 

transfection. Les cellules en culture sont rinçées au PBS puis détachées grâce à l’action de la 

trypsine. Elles sont alors comptées à l’aide d’une cellule de Neubauer.  

5.1.3 La prolifération cellulaire 

Pour la mesure de la prolifération cellulaire, les cellules sont ensemencées dans des plaques 

96 puits à raison de 2000 cellules par puits. La prolifération cellulaire est mesurée à l’aide du 

kit BrdU cell proliferation assay (Calbiochem). Brièvement, le BrdU (5-bromo-2’-

déoxyuridine) est un analogue structural de la thymidine qui va s’incorporer à l’ADN lors de 

la réplication. Il est ajouté au milieu de culture pendant 24h puis les cellules sont fixées et 

perméabilisées. Enfin, le marquage à l’aide un anticorps primaire anti-BrdU et d’un anticorps 

secondaire couplé à une peroxydase permet, après ajout du substrat de quantifier 

l’incorporation de BrdU par colorimétrie. 

5.1.4 La mort cellulaire induite 

FACS (Fluorescence activated cell sorting) : L’apoptose a été mesurée in vitro par 

cytométrie de flux. Après traitement des cellules, les cellules mortes contenues dans les 

surnageants de culture ainsi que les cellules adhérentes sont récupérées et lavées par plusieurs 

cycles de rinçages au PBS et de centrifugation (1800rpm, 2min 4°C). Les culots ainsi obtenus 

(contenant les corps cellulaires du surnageant et les cellules adhérentes) sont remis en 

suspension et incubés 10 minutes dans l’obscurité dans un tampon d’incubation (140 mM 

NaCl, 5 mM CaCl2, 10 mM Hepes) contenant 0,5% d’annexine V couplée à FITC (Roche) et 

1 µg/ml d’iodure de propidium (Sigma). Les cellules sont ensuitecentrifugées et fixées avec 

du formol 1% (4°C, entre dix min et 5 jours) et peuvent être conservées une semaine. Le jour 

de l’analyse par FACS, les échantillons sont centrifugés puis les culots repris dans du tampon 

d’incubation. L’annexin V marque la phosphatidylsérine et sert donc de marqueur de 

l’apoptose précoce puisque les cellules ne sont pas perméabilisées. Quant à l’iodure de 
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propidium, il s’agit d’un agent intercalant de l’ADN qui permet de distinguer l’apoptose de la 

nécrose. 

5.2 In vivo5.2 In vivo5.2 In vivo5.2 In vivo    

5.2.1 Le modèle de souris nude xénogréffée. 

L’étude réalisée chez la souris nude a été menée dans le respect des règles bioéthiques et de la 

législation française. Les xénogreffes de CCC humain ont été faites sur des souris « nude » 

athymiques SWISS nu(-/-) (Charles River) âgées de 7 semaines. Les souris ont été maintenues 

dans des conditions aseptisées ; la nourriture, l’eau et la litière ont été autoclavées et les 

manipulations ont été effectuées sous une hotte stérile dans une pièce dédiée à 

l’expérimentation animale. L’implantation des lignées tumorales (786-0) chez les souris 

anesthésiées à l’isoflurane (anesthésie gazeuse) est réalisée à partir de cellules en phase 

exponentielle de croissance (80% de confluence). Environ 10 millions de cellules sont 

injectées en sous-cutané dans le dos des souris, alors âgées de 8 à 9 semaines. Lorsque les 

tumeurs ont atteint un volume suffisant ( environ 100 mm3), soit 4 à 5 semaines plus tard, les 

souris sont réparties au hasard en groupes de volume moyen équivalent : un groupe contrôle et 

un groupe traité. Le traitement est réalisé par injections intra-tumorales de siHuR ou siCtl à 

raison de 10nmol/kg, 2 fois par semaine, pendant 3 semaines. Dans le même temps, le volume 

des tumeurs est mesuré à l’aide d’un pied à coulisse puis calculé selon la formule : longueur x 

largeur x épaisseur x 0.5236. A l’issue des protocoles, les souris sont anesthésiées puis 

sacrifiées. Le sang et les tumeurs sont alors récupérés. Un certain nombre de paramètres 

physiologiques (électrolytes, créatinine, urée …) ont été mesurés dans le plasma. Toutes les 

tumeurs sont  découpées en 2 parties : une partie est congelées dans l’azote liquide afin d’en 

extraire ensuite les protéines , l’autre partie est fixée et conservée dans la paraffine pour des 

analyses ultérieures d’immunohistochimie. 

5.2.2 Mesure de la prolifération cellulaire 

La prolifération cellulaire a été évaluée au niveau des tumeurs sous-cutanées à l’aide d’un 

anticorps anti-Ki67 (Mib-1, Dako) utilisé à une dilution de 1/100, pendant 4H à température 

ambiante, après démasquage antigénique par chauffage. Le comptage est ensuite effectué sur 

15 champs représentatifs observés au grandissement x 40 (0,25 mm2 chacun). Les résultats 

sont exprimés en  % (nombre de cellules marquées sur nombre de cellules totales). 
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5.3.3 Mesure de la mort cellulaire induite 

La mort cellulaire induite a été évaluée grâce à la technique du TUNEL (Terminal 

deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP nicked end labeling). Le kit « in situ cell 

death detection kit, POD » de Roche a été utilisé en suivant les instructions du fournisseur 

pour marquer les extrémités 3’-OH libres de l’ADN par la terminal transférase (TdT). Le 

comptage du ratio cellules marquées par rapport au nombre total de cellules a été réalisé sur 

15 champs les plus marqués (0,25 mm2 chacun) examinés au microscope à grandissement  

x40. 

5.2.4 Mesure de la vascularisation  

Pour l’étude de la vascularisation, nous avons utilisé l’anticorps anti-facteur VIII polyclonal 

de lapin anti-humain (A0082, Dako, France) à une dilution de 1/200 et l’anticorps monoclonal 

de souris anti-CD31 (JC70A, Dako, France) à une dilution de 1/40, après démasquage 

antigénique par protéase (protéinase K), incubés pendant 30 mn. Le comptage de la densité 

vasculaire et du nombre d’intersections vasculaires est réalisé au microscope optique sur 5 et 

4 champs respectivement, observés au grandissement x 40 (0,25 mm2). 

6666----    StatistiquesStatistiquesStatistiquesStatistiques    

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne ± s.e.m. Elles sont comparées en utilisant une 

analyse multifactorielle de la variance, basée sur le test de Student-Newman-Keul pour les 

comparaisons multiples. Les résultats sont considérés comme significatifs lorsque p est 

inférieur à 0,05. 
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1111---- RésuméRésuméRésuméRésumé    

La PTHrP est un facteur de survie essentiel au CCC humain  et est exprimée de façon tissu-

spécifique et/ou conditions-spécifique sous forme de 3 isoformes de 139, 141 et/ou 173 acides 

aminés. Dans le CCC, son expression est négativement régulée par le gène suppresseur de 

tumeur VHL et ce, spécifiquement au niveau de la stabilité de son ARNm, tout comme celle 

d’autres facteurs de croissance cibles de système VHL/HIF tels que le TGF-β1,. Notre but 

était donc d’analyser l’épissage alternatif que subit l’ARN pré-messager de la PTHrP dans le 

CCC, puis d’identifier les protéines de liaison à l’ARN qui sont cibles du système VHL/HIF 

et qui sont impliquées dans la stabilité de la PTHrP. A partir i) d’un panel de lignées 

cellulaires de CCC exprimant ou non un VHL fonctionnel, ii) de cellules 786-0 déficientes en 

VHL transfectées par un VHL sauvage ou muté et iii) de fragments de CCC humains et de 

tissus sains correspondants, nous avons montré par PCR quantitative en temps réel, que 

l’isoforme 141 est prédominant dans toutes les lignées cellulaires utilisées, déficientes ou non 

en VHL, ainsi que dans les fragments tumoraux, représentant de l’ordre de 80% des ARNm 

de la PTHrP. Nous avons également observé que la présence d’un VHL sauvage diminue de 

50% l’expression de l’ensemble des isoformes de la PTHrP. Enfin, nous avons identifié 8 

protéines de liaison à la région 3’UTR de l’ARNm de l’isoforme 141 dont l’abondance est 

dépendante de l’expression du VHL. Parmi ces protéines, nous avons identifié celle d’un 

poids moléculaire de 30kDa comme étant la protéine HuR, une protéine de liaison à l’ARN au 

rôle stabilisateur. De façon intéressante, HuR a déjà été montrée comme stabilisant les ARNm 

codant  pour des protéines impliquées dans la transformation maligne telles que le VEGF ou 

le TGF-β1. Nos travaux l’impliquent également dans la surexpression de la PTHrP dans le 

CCC humain. Le ciblage de ces protéines de liaison à l’ARNm régulées par le système 

VHL/HIF apparaît donc comme une nouvelle option thérapeutique à explorer. 
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2222---- DiscussionDiscussionDiscussionDiscussion    

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à l’expression ainsi qu’à la stabilisation des 

ARNm de la PHTrP, dans le but d’identifier de nouveaux acteurs impliqués dans la 

surexpression de cette protéine aux propriétés cytokine-like dans  les CCC humains. 

Rappelons en effet que la PTHrP est régulée au niveau post-transcriptionnel par le VHL, tout 

comme une majorité des cibles du système VHL/HIF tels que le VEGF, l’EGF ou le TGF-β. 

Les protéines impliquées dans la régulation post-transcriptionnelle de la PTHrP pourraient 

donc également être responsables de la stabilisation des ARNm des autres facteurs de 

croissance surexprimés en l’absence de VHL. Ainsi, une fois ces protéines identifiées, leur 

blocage pourrait permettre de rééquilibrer un système dérégulé dans la majorité des CCC et 

constituer une nouvelle approche thérapeutique pour ce cancer réfractaire aux thérapies. 

La PTHrP est exprimée sous forme de 3 isoformes d’ARNm qui codent pour des protéines de 

139, 141 ou 173 acides aminés. Ces 3 isoformes partageant la majorité de leur région codante 

mais différant dans leur régions 3’UTR intervenant dans le turn-over des ARNm, nous nous 

sommes tout d’abord intéressés à leur profil d’expression dans le CCC.  

Nos résultats, obtenus in vitro sur des lignées cellulaires et in vivo sur des fragments de CCC 

humains et de tissus sains correspondants, ont révélé que dans le CCC humain, l’isoforme 141 

est majoritairement exprimée, représentant 70 à 80% de l’ensemble des ARNm de la PTHrP. 

Suivent les isoformes 173 puis 139 correspondant respectivement à environ 20% et 5% 

isoformes de la PTHrP. De façon intéressante, ce profil est identique dans tous les 

échantillons tumoraux de patients ainsi que dans toutes les lignées cellulaires testées, et seules 

les concentrations en ARNm de la PTHrP varient. Celles-ci varient tout d’abord en fonction 

du statut en VHL, comme observé dans les différentes lignées de CCC ainsi que dans les 

cellules 786-0 transfectées ou non par un VHL sauvage. Nous observons en effet que le VHL 

diminue de 50% l’expression de l’ensemble des isoformes de la PTHrP, ce qui est en accord 

avec les précédents travaux du laboratoire identifiant la PTHrP comme une nouvelle cible du 

VHL (Massfelder et al., 2004). Une variation parfois importante des concentrations en ARNm 

de la PTHrP est également retrouvée entre les différents patients. Cette variation peut d’une 

part être due au  statut en VHL des patients, qui n’est pas connu, mais aussi à l’hétérogénéité 

inter-individus de l’expression de la PTHrP. Malgré ces différences,  une surexpression des 

ARNm de la PTHrP dans les tissus tumoraux par rapport aux tissus sains correspondant est 

retrouvée chez la majorité des patients (8 sur 10), confirmant les observations de (Gotoh et al., 
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1993) que la PTHrP est surexprimée dans la majorité des CCC humains.  Nous avons 

également observé une expression des ARNm de la PTHrP plus importante dans les stades 

pT1 que dans les stades pT3, ce qui suggère que la PTHrP joue un rôle plus important dans les 

stades précoces. De plus, les profils d’expression des ARNm de la PTHrP étant similaires 

dans les tissus sains et les tissus tumoraux, la transformation de ces cellules ne semble pas être 

à l’origine d’une expression préférentielle de l’une ou l’autre des  isoformes contrairement à 

ce qui a pu être démontré dans d’autres types de cancers. Sellers et al ont notamment montré 

que les cellules cancéreuses du poumon expriment les 3 isoformes de la PTHrP alors que dans 

le poumon sain, seule l’isoforme 141 est retrouvée (Sellers et al., 2004b). 

Enfin, les concentrations en ARNm de la PTHrP observées dans les clones ∆VHL, qui 

rappelons le, sont incapables de reconnaître les facteurs HIF-α pour les adresser vers une 

dégradation par le protéasome, sont identiques aux concentrations dans les cellules 786-0 

déficientes en VHL. Ce résultat démontre clairement que la PTHrP n’est pas seulement une 

cible du VHL mais bel et bien une cible du système VHL/HIF. Elle fait donc parti des cibles 

de ce système qui sont régulées exclusivement de façon post-transcriptionnelle, tout comme 

les TGF-α et -β.   

La large prédominance de l’isoforme 141 nous a amené à poursuivre nos travaux sur cet 

isoforme en particulier pour rechercher les protéines de liaison à l’ARNm de la PTHrP 

susceptibles de réguler sa stabilité. De telles protéines ont déjà été observées comme se liant 

sur les régions 3’UTR des isoformes 139 et 141, certaines présentant des poids moléculaires 

identiques et d’autres semblant spécifiques de l’une ou l’autre des isoformes. Ces protéines 

n’ont pas été identifiées, mais il apparaît que leur liaison sur les ARNm des isoformes 139 et 

141, et par conséquent la stabilité de ces isoformes, soit régulée par l’EGF et le TGF-β 

respectivement (Heath et al., 1995; Sellers et al., 2002). Par la technique d’UV cross-linking 

ARN-protéines, nous avons pu identifier 8 protéines de liaison à la région 3’UTR de l’ARNm 

de la PTHrP avec des poids moléculaires allant de 20 à 70kDa. Nos tentatives de situer plus 

précisément les sites de liaison de ces protéines en utilisant 3 sondes chevauchantes et 

recouvrant la totalité de la région 3’UTR de l’isoforme 141 ont échoué. Il apparaît donc que la 

liaison de ces protéines requière que l’ARNm adopte une certaine structure secondaire. Afin 

de définir précisément à quel niveau de la région 3’UTR de l’isoforme 141 se lie HuR, nous 

avons également généré 3 sondes ARN chevauchantes et recouvrant l’ensemble de cette 

régions 3’UTR 
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Parmi elles, celle de 30kDa a été identifiée comme étant la protéine HuR, dont le rôle de 

stabilisation des ARNm n’est plus à démontrer (Brennan and Steitz, 2001). Il a en effet été 

démontré que cette protéine est largement impliquée dans la stabilisation de nombreux ARNm 

contenant des éléments riches en AU et codant pour divers facteurs de croissance tels que le 

VEGF,  le transporteur du glucose GLUT-1, l’EGF, l’érythropoiétine ou encore les facteurs 

de transcription HIF-1α et le TGF-β. Autant de facteurs impliqués dans la croissance du CCC 

humain et autant de cibles du système VHL/HIF . De plus, HuR, par l’intermédiaire de son 

RRM1, peut interagir avec le domaine de liaison à l’élongine du VHL. 

Toutes ces propriétés de HuR vont dans le sens de notre hypothèse de départ selon laquelle 

des protéines de liaison à l’ARN ayant des propriétés stabilisatrices/déstabilisatrices 

réguleraient la stabilité des messagers des cibles post-transcriptionnelles du système 

VHL/HIF. De façon à confirmer cette idée, et de vérifier l’implication de HuR dans la 

stabilisation des ARNm de la PTHrP, nous avons mesuré les taux d’ARNm de la PTHrP, du 

VEGF et du TGF-β dans des cellules transfectées par un siARN HuR. Nous avons 

effectivement observé des inhibitions substantielles des concentrations de ces ARNm, 

démontrant d’une part que HuR stabilise bien l’ARNm de la PTHrP, et d’autre part que dans 

le CCC HuR intervient également dans la stabilisation des ARNm du VEGF, une cible à la 

fois transcriptionnelle et post-transcriptionnelle du système VHL/HIF, et du TGF-β1, une 

cible exclusivement post-transcriptionnelle de ce même système.  

Ainsi, il apparaît que la protéine HuR intervient dans la régulation de l’expression de diverses 

cibles du système VHL/HIF. Elle pourrait donc constituer une nouvelle cible thérapeutique 

permettant de contrer l’expression aberrante des nombreux facteurs de croissance, 

angiogéniques et autres, surexprimés lors de la déficience en VHL. C’est pourquoi nous avons 

poursuivis ces travaux par l’étude de l’impact de l’inhibition de HuR sur la croissance du 

CCC humain.  
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1111---- RésuméRésuméRésuméRésumé    

Malgré l’apparition des thérapies ciblées, le CCC reste un cancer réfractaire aux thérapies et 

qui développe de nombreuses résistances. La protéine de liaison à l’ARN HuR régule la 

stabilité ainsi que la traduction de nombreux ARNm impliqué dans la transformation maligne. 

Par l’étude de l’expression de cette protéine dans notre panel de lignées cellulaires de CCC in 

vitro ainsi que in vivo dans des fragments de tumeurs de patients atteint de CCC et les tissus 

sains correspondants, nous avons montré qu’elle est surexprimée dans les tumeurs et que sa 

localisation cytoplasmique est plus fréquente dans les stades précoces. Aucune différence 

d’expression et de localisation subcellulaire de HuR n’a été observée en relation avec le statut 

en VHL des cellules. Nous montrons également que l’inhibition de HuR par siARN dans les 

cellules 786-0 entraîne une diminution substantielle de la croissance cellulaire via une 

inhibition de la prolifération et une induction de l’apoptose in vitro. De plus, l’injection 

intratumorale de siARN HuR chez la souris nude xénogreffée en sous-cutané inhibe  

fortement la croissance tumorale de plus de 60% et ce, également via une inhibition de la 

prolifération cellulaire et une induction de l’apoptose.  Enfin, cette inhibition de HuR in vitro 

et  in vivo entraîne une diminution de l’expression du VEGF et du TGF-β1 dont les ARNm 

sont stabilisés par HuR. Ces résultats suggèrent que HuR joue un rôle central dans la 

tumorigénèse des CCC et que son blocage pourrait constituer une nouvelle approche 

thérapeutique. 
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2222----    IntroductionIntroductionIntroductionIntroduction    

Dans la première publication, nous avons montré que la protéine HuR participe à la 

stabilisation de l’ARNm de la PTHrP sous l’influence du VHL et que son inhibition diminue 

également de façon considérable les taux d’ARNm des facteurs de croissance TGF-β1 et 

VEGF. Tout comme les autres membres de la famille des protéines ELAV, HuR comporte 3 

domaines de liaison à l’ARN (RRM RNA Recognition Motif) qui lui permettent de se lier aux 

ARNm cibles et de réguler leur dégradation et/ou leur traduction. En conditions normales, 

HuR est à 99% nucléaire cependant, en réponse à divers stimuli comme des facteurs de 

croissance ou de stress, elle va transloquer vers le cytoplasme où elle prévient la dégradation 

des ARNm auxquels elle est liée (Abdelmohsen et al., 2007; Lopez de Silanes et al., 2005). 

Parmi les cibles de HuR, on retrouve des ARNm codant pour des protéines qui interviennent 

notamment dans la croissance cellulaire (EGF et les cyclines), la survie cellulaire (Bcl-2 ou 

Mcl-1), l’invasion (MMP-9), mais aussi l’angiogénèse (VEGF ; HIF-1α) ou l’échappement à 

la réponse immunitaire (galectin-1) (Galban et al., 2008; Lopez de Silanes et al., 2005). Il 

apparaît donc que cette protéine HuR intervient dans tous les traits phénotypes 

caractéristiques des cellules tumorales, ce qui argumente son rôle établi dans la transformation 

maligne des cancers  du sein, du colon, du poumon et des ovaires (Blaxall et al., 2000; 

Denkert et al., 2004; Erkinheimo et al., 2003; Lopez de Silanes et al., 2005). 

De plus, l’observation que HuR augment l’expression des facteurs du transcription HIF-1α, 

via le stabilisation de son ARNm et/ou l’augmentation de sa traduction, est particulièrement 

intéressante dans le cas  des CCC(Galban et al., 2008; Sheflin et al., 2004). En effet, ces 

facteurs HIF-1αsont exprimés constitutivement dans la majorité des CCC du fait de la 

déficience en VHL. On peut alors supposer qu’en stabilisant HIF-1α, HuR contribue au 

maintien des voies de prolifération, de survie cellulaire et d’angiogénèse induites par ces 

facteurs. Autre fait intéressant, Datta et al (2005) ont montré que le VHL, via son domaine de 

liaison à l’élongine, peut interagir avec le RRM 1 de HuR qui, ainsi séquestré, voit sa fonction 

de stabilisation des ARNm inhibée. Ces auteurs ont également établi que cette association 

entre le VHL et HuR est inhibée en conditions hypoxiques. Ce lien avec le VHL et les 

facteurs HIF-1α, 2 acteurs centraux de la tumorigénèse des  CCC, ainsi que ses effets 

stabilisateurs de nombreux ARNm, suggèrent un rôle crucial pour HuR dans le 

développement des CCC. Cette hypothèse, supportée par l’observation de (Lopez de Silanes 

et al., 2005) que HuR est préférentiellement cytoplasmique dans 9 échantillons de CCC 
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étudiés comparé aux tissus sains correspondants, n’a cependant encore jamais été étudiée. 

Ainsi, à l’heure actuelle, aucune donnée quant à un rôle potentiel de HuR dans la croissance 

du CCC n’est disponible, que ce soit in vitro ou in vivo. Notre objectif était donc de 

déterminer si oui ou non la protéine HuR est impliquée dans la croissance cellulaire du CCC 

et si tel est le cas, quels mécanismes sont mis en jeu. Lors de nos travaux, nous avons montré 

qu’HuR est surexprimée dans les CCC et sujet à une translocation nucléaire-cytoplasmique 

dans les stades tumoraux précoces. Nous avons également établi que HuR est impliquée dans 

la croissance tumorale et la régulation post-transcriptionnelle de facteurs impliqués dans la 

croissance cellulaire et l’angiogénèse,  et dans l’activation de voies crutiales à la tumorigénèse 

des CCC. HuR pourrait donc être un nouveau candidat pour le développement de thérapies 

ciblées dans le traitement de ce cancer. 

 

3333----    RésultatsRésultatsRésultatsRésultats    

Expression et localisation subExpression et localisation subExpression et localisation subExpression et localisation sub----cellulaire de HuR dans les lignéecellulaire de HuR dans les lignéecellulaire de HuR dans les lignéecellulaire de HuR dans les lignées cellulaires et s cellulaires et s cellulaires et s cellulaires et 

tissus de CCC humain.tissus de CCC humain.tissus de CCC humain.tissus de CCC humain.    

Par western blot, nous avons montré que HuR est exprimé dans toutes les lignées cellulaires 

indépendamment du statut en VHL. En effet, aucune différence d’expression n’a été observée 

entre les lignées exprimant un VHL sauvage ( Caki-1 ; Caki-2 ; ACHN) et les lignées 

déficientes en VHL ( 786-0 ; UOK-1 ; UOK-2 ; A-498) (Figure 1A). La localisation sub-

cellulaire n’a pas été étudiée dans ces lignées car les lignées saines correspondantes ne sont 

pas disponibles. Cependant, étant donné la capacité du VHL à séquestrer HuR (Datta et al., 

2005),  nous avons évalué l’influence du VHL sur l’expression et sa localisation sub-cellulaire 

de HuR dans les lignées 786-0 déficientes en VHL non transfectées (wild type, wt), ou 

transfectées de façon stable par un vecteur codant soit par un VHL sauvage (786-0 VHL) soit 

pour un VHL tronqué (786-0 ∆VHL). Dans ces clones, et en accord avec les observations 

faites par (Datta et al., 2005), nous n’avons trouvé aucune différence dans l’expression totale 

et sub-cellulaire de HuR (Figure 1B). 

L’expression totale et sub-cellulaire de HuR a également été évaluée dans des extraits 

protéiques obtenus à partir de tissus tumoraux de stades  pT1 et pT3 et des tissus sains 

correspondants. La comparaison des tissus sains et tumoraux d’un même patient a montré que 

HuR est surexprimé dans 87% des tumeurs de stade pT1 (6 échantillons sur 7) et 100% des 
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tumeurs de stade pT3 (8 sur 8 échantillons) (Figure 2). Dans les tumeurs de stade pT1, 

l’abondance nucléaire de HuR est plus importante que dans les tissus non tumoraux 

correspondant et ce, dans tous les cas. Quant à l’expression cytoplasmique, elle est augmentée 

dans 4 tumeurs (58%), égale dans 1 (14%) et plus faible dans 2 (28%) (Figure 2A). Dans les 

tumeurs pT3, bien que la surexpression nucléaire de HuR dans les tissus tumoraux comparés 

aux tissus sains correspondants soit retrouvée dans 88% des cas ( 7 cas sur 8), seule 1 tumeur 

montrait une surexpression cytoplasmique. En effet, les taux de HuR cytoplasmiques dans les 

échantillons tumoraux était égaux dans 4 tumeurs et plus faibles dans 3 en comparaison aux 

tissus sains correspondants (Figure2B). 

Ces résultats suggèrent fortement que HuR est surexprimé dans les tumeurs de CCC par 

rapport aux tissus sains. Cette surexpression semble être indépendante du VHL mais liée au 

stade tumoral. 

Effet de l’inhibition de HuR sur la prolifération Effet de l’inhibition de HuR sur la prolifération Effet de l’inhibition de HuR sur la prolifération Effet de l’inhibition de HuR sur la prolifération cellulairecellulairecellulairecellulaire    

Pour étudier le rôle de HuR dans la carcinogénèse du CCC humain, nous avons inhibé son 

expression par la technique de siARN spécifique de HuR. Cette transfection transitoire des 

cellules de CCC avec un siHuR résulte en une inhibition temps dépendante de son expression 

pour atteindre une inhibition quasi-complète 96h  après transfection (Figure 3A). 

HuR ayant dors et déjà été impliqué dans la prolifération cellulaire dans divers cancers mais 

jamais dans le CCC, nous avons donc les effets de son inhibition sur la croissance cellulaire. 

Comme illustré dans la figure 3B, le knockdown de HuR entraîne une inhibition temps 

dépendante de la densité cellulaire, jusqu’à -60% à 96h. L’effet de HuR sur la prolifération 

cellulaire a été évalué par incorporation de BrdU, il apparaît effectivement que les cellules 

transfectées par  un siHuR prolifèrent moins vite que celles transfectées par un siCtl (Figure 

4A). HuR est donc bien impliqué dans la prolifération des cellules tumorales de CCC. 

Effet de l’inhibition Effet de l’inhibition Effet de l’inhibition Effet de l’inhibition de HuR sur la mort cellulaire induite.de HuR sur la mort cellulaire induite.de HuR sur la mort cellulaire induite.de HuR sur la mort cellulaire induite.    

Outre son rôle dans la régulation de gènes impliqués dans la progression du cycle cellulaire, 

HuR contrôle également la protection à l’apoptose des cellules. Nous avons donc regardé si 

l’inhibition de HuR induit l’apoptose dans le CCC humain par la technique du FACS. Nous 

avons ainsi établi que l’inhibition de HuR induit l’apoptose de 25% des cellules tumorales à 

72 et 96h après transfection (Figure 4B). Aucune nécrose n’a été observée. HuR est donc un 

médiateur de la prolifération cellulaire mais est également impliqué dans la croissance 

cellulaire via une induction de la survie cellulaire dans le CCC humain. 
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Effet de l’inhibition intratumorale de HuR dans le CCC humain in vivoEffet de l’inhibition intratumorale de HuR dans le CCC humain in vivoEffet de l’inhibition intratumorale de HuR dans le CCC humain in vivoEffet de l’inhibition intratumorale de HuR dans le CCC humain in vivo    

Pour vérifier in vivo la pertinence de nos résultats obtenus in vitro, nous avons utilisé des 

souris nude xénogréffées en sous cutané avec des tumeurs de cellules 786-0. Les souris ont 

été séparées en 2 groupes de 10, recevant soit un siCtl soit un siHuR, par injection 

intratumorale. L’inhibition intratumorale  de HuR inhibe fortement a croissance des tumeurs, 

de l’ordre de 70% par rapport au groupe siCtl (Figure 5). De façon intéressante, nous avons 

pu observer des régressions partielles chez certaines souris. Toutes les souris ont vu leur poids 

rester constant, sans aucune différence entre les 2 groupes. 

A la fin du traitement, les tumeurs ont été récupérées et les protéines extraites. Les analyses 

par western blot ont montré que l’expression de HuR était effectivement substantiellement 

diminuée dans les tumeurs traitées par siHuR comparé aux tumeurs ayant reçu le siCtl, 

confirmant le ciblage de HuR par siARN in vivo. 

Les analyses immunohistochimiques ont révélé que l’index prolifératif (Ki67) est de l’ordre 

de 40 et 70% dans les tumeurs traitées par siHuR ou siCtl respectivement. Quant à l’index 

apoptotic déterminé par TUNEL, il est 2 fois plus élevé dans le groupe siHuR que dans le 

groupe siCtl. L’évaluation de la néovascularisation est en cours. 

Ainsi, ces résultats démontrent que HuR joue également un rôle crucial dans la croissance du 

CCC humain in vivo. Comme observé in vitro, cette effet passe par une stimulation de la 

prolifération cellulaire  ainsi qu’une inhibition de l’apoptose. 

Effet de l’inhibition de HuR sur l’expression des cibles en Effet de l’inhibition de HuR sur l’expression des cibles en Effet de l’inhibition de HuR sur l’expression des cibles en Effet de l’inhibition de HuR sur l’expression des cibles en aval in vitro et aval in vitro et aval in vitro et aval in vitro et 

in vivoin vivoin vivoin vivo    

Nous avons mesuré l’expression du VEGF, une cible connue de HuR dans les surnageants de 

cellules 786-0 transfectées par un siCtl ou par un siHuR ainsi que dans les protéines des tumeurs 

de souris xénogréffées. Les résultats montrent que l’inhibition de HuR diminue de 40% 

l’expression du VEGF dans les surnageants cellulaires, et ce à partir de 48h post-transfection. 

Dans les tumeurs de souris traitées par siHuR, l’expression du VEGF était diminuée de 30% par 

rapport aux souris contrôle. Dans ces tumeurs, nous avons également observé une diminution de 

plus 40*% de l’expression du TGF-β1. L’expression de cette cible post-transcriptionnelle de 

HuR est en cours d’analyse dans les surnageants des lignées cellulaires inhibées pour HuR.  
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4444----    DiscussionDiscussionDiscussionDiscussion    

Les séquences riches en AU contenues dans les régions 3’UTR des ARNm labiles sont 

largement impliquées dans la régulation du turn-over des ARNm, en interagissant avec les 

protéines de stabilisation/déstabilisation de l’ARNm. Il existe de nombreuses protéines de 

liaison aux aux éléments riches en AU dont la plupart sont des protéines de déstabilisation qui 

favorisent la dégradation des ARNm, et certaines, comme HuR stabilisent les ARNm et 

augmentent leur traduction. De façon intéressante, tout comme les autres membres de la 

famille des protéines ELAV, HuR est principalement nucléaire mais subit une translocation 

nucléaire-cytoplasmique en réponse à divers stimuli, ceci grâce à un domaine HNS présent 

dans sa région basique.  Ce déplacement nucléo-cytoplasmique est lié à sa fonction 

stabilisatrice des ARNm et modulatrice de la traduction et est régulé au moins par 4 voies de 

signalisation, à savoir les voies MAPK, AMPK, PKC et PI3K/Akt. Cette dernière présente un 

intérêt particulier puisqu’elle a été montré comme constitutivement activée et impliquée dans 

la survie cellulaire dans le CCC humain lors de précédents travaux du laboratoire (Sourbier et 

al., 2006). De la même manière, l’activation des voies de la PKC et des MAPK ainsi que leur 

implication dans la croissance des cellules tumorales ont déjà été rapportées dans le  CCC 

humain. Bien que les mécanismes précis du déplacement nucléo-cytoplasmique de HuR ne 

soit pas totalement élucidés, de récents travaux prônent pour un rôle important de la 

phosphorylation de HuR par la PKC, la ChK2 et probablement d’autres kinases. Les 

mécanismes de la stabilisation des ARNm par HuR ne sont eux  non plus pas totalement 

connus mais sont liés à sa capacité à les protège de la machinerie de dégradation ou à 

empêcher la liaison de protéines déstabilisatrices. La régulation de la demi-vie des ARNm est 

un mécanisme très important dans la transformation maligne des cellules puisque les ARNm 

concernés par cette régulation codent principalement pour des oncogènes, des facteurs de 

croissance, des facteurs de survie ainsi que des facteurs angiogéniques et des protéines 

essentielles à la migration cellulaire et à l’invasion. Chez l’homme, le gène HuR est localisé 

sur le chromosome 19p13.2, un locus associé à diverses translocations à l’origine d’une 

augmentation du caractère oncogénique des cellules tumorales bien qu’aucune mutations du 

gène HuR n’ait encore été rapportées dans les cancers. Cependant, depuis que la propriété de 

HuR à stabiliser les ARNm a été découverte il y a une dizaine d’années, beaucoup d études 

ont clairement montré une corrélation entre son expression cytoplasmique et le caractère 

tumoral des cellules ainsi que la survie des patients, comme dans les cancers du sein, du 

poumon, du colon ou des ovaires (Blaxall et al., 2000; Denkert et al., 2004; Erkinheimo et al., 
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2003; Lopez de Silanes et al., 2005). La surexpression de HuR, ainsi que l’activation de son 

déplacement cytoplasmique ont été observées dans de nombreuses conditions de stress dans le 

rein comme par exemple en cas d’acidité métabolique ou lors d’une déplétion en ATP 

(Ibrahim et al., 2008; Jeyaraj et al., 2006). Dans cette étude, nous montrons tout d’abord que 

HuR est exprimé dans le CCC humain in vitro et in vivo, ainsi que dans les tissus sains, en 

accord avec son expression ubiquitaire (Lopez de Silanes et al., 2005). Dans tous les stades 

tumoraux, nous avons également observé  une expression de HuR total et nucléaire 

significativement plus importante que dans les tissu sains. Dans le cytoplasme, une plus forte 

expression de HuR dans les tumeurs par rapport aux tissus sains est observée dans les stades 

précoces mais pas dans les stades avancés, suggérant que l’activation de HuR par 

déplacement cytoplasmique joue un rôle important dans l’initiation du phénotype malin des 

cellules de CCC. Nos résultats confortent et complètent les observation  précédentes (Lopez 

de Silanes et al., 2003) qui ont étudié la localisation subcellulaire de HuR dans un panel de 

tumeurs humaines (182 tumeurs et 135 tissus sains correspondants au total) dont 9 CCR et qui 

ont observé par immunohisto 

chimie que l’expression relative de HuR dans les tumeurs par rapport aux tissus sains était de 

0,8 dans le noyau et 1,6 dans le cytoplasme. Cependant dans cette étude, le sous-type des 

CCR analysés n’est pas précisé, le stade inconnu et l’analyse de la distribution de HuR n’a pas 

été faite cas par cas. Par conséquent, le déplacement apparent de HuR vers le cytoplasme est 

difficile à interpréter et pourrait refléter l’analyse d’un groupe de CCR hétérogènes. La 

question de savoir si l’expression et/ou la distribution de HuR a une pertinence pronostique 

dans le CCC, comme cela a déjà été montré dans les types de cancers cités précédemment est 

en cours d’investigation dans notre laboratoire sur une puce à tissu construite à partir de 241 

tumeurs et des tissus sains correspondants.  

Dans le CCC humain, il a été montré que HuR est impliquée dans l’augmentation VHL-

dépendante de la traduction de p53, or plus récemment, il a été décrit que le VHL peut 

interagir avec HuR (Datta et al., 2005). Cette interaction a lieu entre le domaine de liaison à 

l’élongine du VHL et le RRM1 de HUR et a  pour conséquence d’inhiber la stabilisation HuR 

–dépendante de l’ARNm du VEGF et donc l’expression du VEGF. Ces 2 effets ont été 

observés in vitro et sont en accord avec la fonction suppresseur de tumeur du VHL dans le 

CCC. L’augmentation de la traduction de p53 via la liaison de HuR dans sa région 3’UTR a 

également été observée dans les cellules  de carcinome colorectal RKO exposées aux UV 

(Mazan-Mamczarz et al., 2003). Cette localisation cytoplasmique de HuR a été montrée 
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comme induite par une exposition aux UV dans différents types cellulaires, suggérant un  rôle 

de HuR dans la régulation de la réponse cellulaire aux UV via la stabilisation d’ARNm 

spécifiques comme celui codant pour p21 (Wang et al., 2000). Cependant dans cette dernière 

étude, un lien avec le VHL n’a pas été recherché.  

Au cours de nos travaux, nous n’avons pas observé de différence d’expression de HuR en 

relation avec le statut en VHL des cellules, ni dans notre panel de lignées cellulaire de CCC, 

ni dans les cellules 786-0 déficientes en VHL et transfectées par un VHL sauvage ou un VHL 

muté. Ces résultats ne corroborent pas ceux obtenus par Galban et al (2003) dans ces mêmes 

cellules 786-0 mais sont en accord avec ceux de Datta et al, toujours dans ces mêmes cellules. 

En effet, Galban et al montraient que la réintroduction du gène VHL dans les cellules 786-0 

était à l’origine non seulement d’une augmentation de l’expression totale de HuR mais 

également d’une augmentation de sa présence cytoplasmique. Il apparaît donc évident que ces 

différences d’expression et de localisation subcellulaire de HuR observées par nous-mêmes et 

Datta et al et ceux obtenus par Galban et al demandent les études supplémentaires. 

Une des observations les plus importantes faites lors de nos travaux est la démonstration que  

HuR participe à la croissance cellulaire du CCC humain. Ceci a été observé in vitro mais 

également in vivo chez la souris nude xénogreffée. A notre connaissance, ceci est la première 

démonstration d’un effet anti-tumoral de l’inhibition de HuR in vitro et in vivo, mettant en 

évidence l’importance de HuR dans la carcinogénèse des CCC. Bien que cela puisse paraître 

surprenant étant donné les propriétés biologiques de HuR, l’impact de son inhibition sur la 

croissance tumorale n’a jamais été étudié dans nombre de cancers. En effet, une large majorité 

des études portant sur HuR se sont focalisées sur sa capacité à stabiliser et/ou à transcrire les 

ARNm codant pour des protéines impliquées dans la prolifération cellulaire, la  survie, la 

migration l’invasion, l’angiogénèse et l’immunosuppression ou sur son rôle pronostique en 

terme de survie des patients dans différents cancers. Ces études ont apporté de forts arguments 

quant à son rôle potentiel à promouvoir la croissance tumorale, mais  ces arguments restent 

indirects et seules quelques études décrivent des régulations post-transcriptionnelles 

impliquant HuR avec comme conséquence un effet in vitro sur la prolifération, la survie et 

l’invasion cellulaire notamment dans les cancers du sein et du colon. De plus, l’implication de 

HuR dans un model in vivo n’a encore jamais été décrit à l’exception des travaux de Lopez et 

Silanes (2003) sur le cancer du colon. Dans ces travaux, les auteurs montrent que les cellules 

RKO, surexprimant HuR après transfection, prolifèrent plus rapidement in vitro et que les 

tumeurs obtenues chez la souris nude par xénogreffe se développent plus rapidement et 
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atteignent un volume plus important alors que ces mêmes cellules transfectées avec un HuR 

antisens prolifèrent moins vite et donnent des tumeurs moins importantes. Dans cette étude les 

auteurs ont utilisé des cellules transformées in vitro avant d’être implantées chez la souris 

nude.  

Dans la présente étude, nous avons utilisé des siARN spécifiques de HuR pour l’inhiber dans 

les cultures cellulaires ainsi que dans des tumeurs xénogreffées. L’effet anti-tumoral de 

l’inhibition de HuR était obtenu via une inhibition de la prolifération ainsi qu’une 

augmentation de l’apoptose, ce qui est cohérent avec les cibles connues de HuR. En effet, 

HuR stabilise entre autres les ARNm des cycline A, B1, D1, de myc et de fos,  impliqués dans 

la division cellulaire, mais stabilise également ceux de Bcl-2, Proα et COX 2 intevenant dans 

l’apoptose. L’effet de cette inhibition de HuR sur l’activation des voies de signalisation 

PI3K/Akt, NF-κB et MAPK est en cours d étude. Les résultats préliminaires sont 

encourageants puisqu’il semble en effet y avoir  une inhibition de l’activation constitutive des 

ces voies de signalisation qui sont largement impliquées dans la tumorigénèse des CCC 

(Huang et al., 2008; Sourbier et al., 2007; Sourbier et al., 2006). Si tel est le cas, l’inhibition 

de ces voies pourrait être due à l’inhibition des facteurs de croissance tels que EGF, PDGF, 

VEGF et TGF-β1 et/ ou de leurs récepteurs connus pour être impliqués dans la croissance des 

CCC. En effet, HuR joue un rôle important dans la surexpression de tels facteurs dont le 

VEGF et le TGF-β1 or nous avons montré que leur expression est diminuée dans les tumeurs 

de souris nude xénogreffées et inhibées pour HuR. VEGF voit également sont expression 

diminuer in vitro après l’inhibition de HuR. Ainsi, cibler HuR semble affecter le phénotype 

tumoral des cellules non seulement via une diminution de l’expression de ses cibles, mais 

également via une inhibition des voies de signalisation activées par directement ou 

indirectement par les produits de ces cibles. 

Nos résultats obtenus in vivo par injection intratumorale de siHuR démontrent la faisabilité 

mais aussi et surtout l’efficacité d’une telle approche à cibler HuR. D’un point de vue 

thérapeutique, les applications de l’injection intratumorale de siARN semblent limitées du fait 

du mode d’administration lui-même. Cependant et de façon très intéressante, (Meisner et al., 

2007) ont récemment décrit des inhibiteurs de HuR de bas poids moléculaires. Il s’agit de la 

déhydromuctatine, du MS-444 et de l’okicénone, des molécules déjà décrites comme des 

agents anti-tumoraux via l’inhibition d’autres protéines. Bien que cette constatation pose la 

question de la spécificité de ces composés, ils pourraient s’avérer être des outils utiles pour le 

design de nouvelles drogues anti-HuR utilisables en thérapies.  
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Ainsi, notre étude met en évidence le rôle important que joue la protéine de liaison à l’ARN 

HuR dans la tumporigénèse des CCC et montre que le ciblage de cette protéine par  siARN ou 

plus vraissemblablement par des composés chimiques seuls ou en combinaison avec d’autres 

molécules anti-cancéreuses, pourrait s’avérer être une nouvelle option prometteuse dans le 

traitement de ce cancer qui reste majoritairement réfractaire aux thérapies. De plus, le fait que 

le composé MS-444 ait été démontré comme non toxique pour la souris nude malgrè 

l’expression ubiquitaire de HuR suggère que cette protéine n’est pas essentielle à la survie des 

cellule chez l’adulte, ce qui est favorable à l’inhibition de HuR comme approche anti-

cancéreuse.  
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Analyse par western blot de l’expression totale de HuR dans les lysats de lignées cellulaires de CCC. Laβ-
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Figure 3 : L’inhibition de HuR inhibe la croissance cellulaire in vitro. (A) Analyses par western blot de
l’expression totale de HuR dans les cellules 786-0 transfectées par un siCtl ou un siARN de 0 à 96h comme
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Figure 5 : L’inhibition de HuR inhibe la croissance tumorale du CCC in vivo chez la souris nude. (A) Analyse
par western blot de l’expression de HuR dans les lysats cellulairesde tumeurs 786-0 xénogreffées chez la souris nude
puis traitées par transfection de siCtl ou siHuR. Les résultats présentés sont représentatifs d’au moins 3 expériences
indépendantes. La croissance des tumeurs chez les souris nude xénogreffées et traitées pendant 21 jours par siCtl ou
siHuR (10nmol/kg, 2 fois/semaine) en injection intratumorale. . Lesrésultats sont présentés comme la moyenne±
E.S.M, n=9 pour chaque groupe,P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCtl. A la fin du traitement, les souris sont
sacrifiées et les tumeurs prélevées, pesées et mesurées. Les résultats sont présentés comme la moyenne± E.S.M, n=9
pour chaque groupe,P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCtl. (B) Photographies des tumeurs implantées dansune
souris représentative du premier jour de traitement (gauche, jour 0),dans une souris représentative du groupe traité par
siCtl (milieu, jour 21) et dans une souris représentative du groupe traité par siHuR (droite, jour 21).

117



B

A

siCtl

siHuR

N
om

br
e 

de
 c

el
lu

le
s 

ap
op

to
tiq

ue
s/

ch
am

p 30

*

Traitement

siCtl siHuR

%
 d

e 
pr

ol
ifé

ra
tio

n 
(K

i6
7)

0

20

40

60

80

***

Traitement

siCtl siHuR

N
om

br
e 

de
 c

el
lu

le
s 

ap
op

to
tiq

ue
s/

ch
am

p

0

5

10

15

20

25
*

siCtl

siHuR

Figure 6 : L’inhibition de HuR inhibe la croissance tumorale via une induction de l’apoptose et une
inhibition de la prolifération cellulaire . (A) Sections de tumeurs traitées par siCtl ou siHuR
immunomarquées avec un anticorps anti-Ki67 (gauche). Quantification du marquage des cellules par le Ki67
(index prolifératif) (gauche). (B) Sections de tumeurs traitées par siCtl ou siHuR soumises à un marquage
par TUNEL (gauche). Quantification du marquage par TUNEL (index aopoptotic) (droite). Les résultats sont
présentés comme la moyenne± E.S.M, n=9 pour chaque groupe,P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCtl
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Figure 7 : L’inhibition de HuR inhibe l’expression du VEGF et du TG F-β1. (A) Mesure par ELISA de
l’expression du VEGF dans les surnageants des culture de cellules 786-0 transfectées par siCtl ou siHuR de
0 à 96h (gauche) et dans les lysats cellulaires de tumeurs 786-0 xénogreffées chez la souris nude et traitées
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groupe,P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCtl.(B) Mesure par ELISA de l’expression du TGF-β1 dans
les lysats cellulaires de tumeurs 786-0 xénogreffées chez la souris nude et traitées par siCtl ou siHuR. Les
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Les travaux présentés dans ce mémoire avaient pour objectif d’identifier les protéines de 

stabilisation/déstabilisation de l’ARNm impliquées dans la stabilisation de l’ARNm de la 

PTHrP ainsi que dans celle des ARNm d’autres cibles du système VHL/HIL et d’étudier leur 

l’impact de leur blocage sur la croissance du CCC humain.  

Nous avons tout d’abord montré que les 3 isoformes de la PTHrP sont exprimés dans les 

lignées cellulaires de CCC,  mais que l’isoforme 141 est largement prédominant puisqu’il 

représente 70 à 80% de l’ensemble des ARNm de la PTHrP et les isoformes 139 et 173 

seulement 5 et 20% respectivement. En utilisant des cellules 786-0 déficientes en VHL non 

transfectées ou transfectées soit par un vecteur vide soit par un vecteur codant pour un VHL 

sauvage ou une forme mutée du VHL incapable de se lier aux facteurs HIF-α, nous avons 

également montré que le VHL diminue de 50% l’expression des ARNm de la PTHrP. Ces 

résultats, en accord avec les précédents travaux du laboratoire identifiant la PTHrP comme 

une nouvelle cible du VHL, nous ont également permis de montrer que la réintroduction du 

VHL n’affecte pas le profil d’expression des isoformes et que le VHL ne régule donc pas 

préférentiellement l’une ou l’autre des isoformes de la PTHrP.  L’étude de l’expression de ces 

isoformes dans les  clones ∆VHL a  également démontré que l’effet inhibiteur du VHL sur 

l’expression de la PTHrP requière sa liaison aux facteurs HIF-α. Enfin, l’étude du profil 

d’expression des ARNm de la PTHrP in vivo dans des échantillons de tissus tumoraux et de 

tissus sains correspondants a montré que le profil observé in vitro, à savoir une large 

prépondérance de l’isoforme 141 suivi des isoformes 173 et139, se vérifie in vivo et que la 

transformation tumorale des cellules ne semble pas être à l’origine d’une expression 

différentielle des isoformes de la PTHrP.  

En ce qui concerne les protéines de liaison aux ARNm de la PTHrP et intervenant dans la 

régulation de leur stabilité, nous avons identifié la protéine HuR comme jouant un rôle 

majeur. En effet, nous avons pu observer que l’inhibition de cette protéine par siARN, in vitro 

dans les cellules 786-0, entraîne une diminution du taux d’expression des ARNm de la 

PTHrP, jusqu’à -90% à 96h post-transfection. Dans le même temps, les ARNm du VEGF et 

du TGF-β voient leur expression diminuée jusqu’à -70%. Ainsi, nous avons identifié une 

protéine de stabilisation de l’ARNm de la PTHrP qui, en accord avec notre hypothèse de 

départ, participe également à la régulation de la stabilité d’autres cibles du système VHL/HIF 

dans le CCC humain.  

 



122 
 

Nous nous sommes donc intéréssé au rôle de cette protéine HuR dans la croissance du CCC et  

la première partie du travail a consisté à étudier son expression totale ainsi que sa localisation 

subcellulaire in vitro et in vivo. En effet, les données de la littérature montraient que cette 

protéine est majoritairement nucléaire mais que sous l’influence de stimuli, elle transloque 

vers le cytoplasme où, liée aux ARNm, elle les prévient de la dégradation notamment 

exosomale. Nous avons montré que HuR est exprimée dans toutes nos lignées cellulaires de 

CCC et que sa localisation subcellulaire ne semble pas être dépendante du VHL. Nous avons 

également observé que cette protéine est surexprimée dans les CCC humains par rapport aux 

tissus sains correspondants et que sa présence cytoplasmique est augmentée dans les stades 

précoces (pT1) mais pas dans les stades plus tardifs (pT3), suggérant qu’elle est requise dans 

les stades précoces de la transformation maligne.  Enfin, nous avons montré qu’elle joue un 

rôle majeur dans la croissance du CCC in vitro et in vivo. En effet, son inhibition par siARN 

HuR dans les lignées cellulaires ou chez la souris nude xénogreffée entraîne une diminution 

de l’ordre de 60% de la croissance cellulaire, via une inhibition de la prolifération cellulaire et 

via une induction de l’apoptose tumorale. Cette inhibition de HuR a également pour 

conséquence d’inhiber l’expression des facteurs de croissance VEGF et TGF-β1, ce qui 

montre que le blocage de cette seule protéine permet de diminuer simultanément l’expression 

de plusieurs cibles du système VHL/HIF.  Autre fait important, l’inhibition de HuR semble 

diminuer l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt, AMPK et NF-κB, une observation 

qui n’est que préliminaire et qui demande à être confirmée par l’étude de l’expression totale et 

de la phosphorylation des acteurs de ces voies. Toutefois, si ce résultat était confirmé, il serait 

tout à fait intéressant puisque cela signifierait que l’inhibition de HuR entraîne une inhibition 

simultanée de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la cancérogénèse. 

Ainsi, ce travail de thèse a permis d’établir le profil d’expression des isoformes de la PTHrP 

dans le CCC humain et d’identifier la protéine stabilisatrice des ARNm HuR comme une 

nouvelle cible thérapeutique potentielle dans le traitement du CCC.  En ce qui concerne la 

suite immédiate de ces travaux, l’étude de la néovascularisation dans les tumeurs xénogreffées 

chez la souris nude traitée par injection intra-tumorale de siARN HuR ou de siARN contrôle 

est en cours. Ceci nous permettra d’établir si oui ou non l’inhibition de l’expression de 

facteurs angiogéniques comme le VEGF, observée dans les tumeurs, est suffisante pour 

inhiber l’angiogénèse. L’étude de l’inhibition des voies de signalisation AMPK, PI3K/Akt et 

NF-κB est également en cours. L’inhibition de telles voies de signalisation lorsque HuR ne 

remplit plus son rôle de protéine stabilisatrice des ARNm soulève la question de l’impact de 
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cette inhibition sur l’expression et surtout la localisation subcellulaire de HuR elle-même. En 

effet, cette protéine comporte des sites de phosphorylation, or lorsqu’elle est phosphorylée 

notamment par la PKCα, ou CDK1, elle se trouve séquestrée dans le noyau. Ainsi, il sera 

intéressant de rechercher si l’inhibition de voies de signalisation suite à une perte d’expression 

de HuR  n’est pas un moyen pour la protéine d’inhiber sa propre phosphorylation de manière 

à favoriser son déplacement cytoplasmique et donc d’être plus active dans son rôle. Une autre 

question soulevée par cette étude est la signification physiologique de l’interaction d’ores et 

déjà demontrée entre le domaine de liaison à l’élongine C du VHL et le RRM1 de HUR. 

Comprendre cette interaction et son impact sur la capacité de HuR à promouvoir la croissance 

tumorale permettra sans doute d’expliquer les observations contradictoires qui ont pu être 

faites par nous-même et Datta et al. (2005 ) ainsi que par Galban et al. ( 2008). Dans cette 

optique, il sera par exemple intéressant d’évaluer l’impact de l’inhibition de HuR sur la 

croissance tumorale dans des lignées cellulaires de CCC exprimant un VHL sauvage et/ou 

dans les clones de cellules 786-0 transfectées par un VHL sauvage. De plus, s’il s’avére que 

l’inhibition de HuR dans les cellules exprimant le VHL permet de diminuer l’expression de 

diverses cibles du système VHL/HIF, ceci aura un intérêt certain dans le taitement d’autres 

types de cancer. En effet, les tumeurs solides présentent en leur centre des régions hypoxiques 

dans lesquelles les facteurs HIF-α ne sont plus dégradés malgré l’expression d’un VHL 

sauvage, ce qui a pour conséquence de les rendre plus résistantes à la radio-, la chimio- et 

l’hormonothérapie.  
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Résumé en françaisRésumé en françaisRésumé en françaisRésumé en français    

Le carcinome à cellules rénales (CCR), dont le sous-type le plus fréquent est le CCR 

conventionnel (CCC), représente 90% des cancers du rein. Son incidence augmente de façon 

constante et il reste  de mauvais pronostic. 

La protéine apparentée à l’hormone parathyroïdienne (PTHrP) est exprimée sous forme de 3 

isoformes d’ARNm codant pour des protéines de 139, 141 et 173 acides aminés. Elle a 

récemment été identifiée comme un facteur de survie essentiel à la croissance du CCC et 

comme une nouvelle cible du gène suppresseur de tumeur von Hippel Lindau (VHL) qui 

régule négativement son expression au niveau post-transcriptionnel. Le VHL est muté dans la 

majorité des cas de CCC, et dont la principale fonction est de dégrader en conditions 

normoxiques les facteurs de transcription induits par l’hypoxie HIF-α qui régulent au niveau 

transcriptionnel et/ou post-transcriptionnel de nombreux facteurs favorisant la cancérogénèse, 

dont la PTHrP. 

Ce travail de  thèse, a permis d’établir que dans les CCC, l’isoforme 141 de l’ARNm de la 

PTHrP est celle qui est majoritairement exprimée est qu’elle est stabilisée par HuR, une 

protéine ubiquitaire qui comme nous l’avons montré, stabilise également les ARNm d’autres 

facteurs cibles du système VHL/HIF comme le VEGF ou le TGF-β1. Nous avons également 

montré que HuR est surexprimée dans les CCC et que son extinction par siARN in vitro et in 

vivo dans un modèle de souris nude xénogreffées inhibe substanciellement la croissance 

tumorale via une inhibition de la prolifération cellulaire et une augmentation de l’apoptose. 

Cibler cette protéine pourrait donc s’avérer être une nouvelle option thérapeutique pour le 

traitement du CCC humain. 

 

Mots clés : Carcinome à cellules rénales conventionnel (CCC) - Protéine apparentée à 

l’hormone parathyroïdienne (PTHrP) - Gène suppresseur de tumeur von Hippel-lindau (VHL) 

- Facteurs induits par hypoxie (HIF) - HuR -Sstabilité des ARNm. 
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Résumé en anglaisRésumé en anglaisRésumé en anglaisRésumé en anglais    

Conventional renal cell carcinoma (CCC) is the main sub-type of RCC representing around 

80% of all RCC cases. His incidence is in constant progression and the prognostic is poor.  

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) is a polyprotein alternatively spliced into 3 

mRNA isoforms coding for proteins containing 139, 141 and 173 amino acids. We have 

previously shown that PTHrP is a survival factor for human RCC and that its expression is 

negatively regulated by the von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor gene at the level of 

mRNA stability, as observed for growth and angiogenic factors such as VEGF or TGF-β. 

Using a panel of CCC cell lines either deficient for the VHL or expressing wild-type VHL,  

VHL-deficient 786-0 cells transfected with active or inactive VHL and human RCC samples 

and corresponding normal tissues, we showed first that PTHrP 141 mRNA isoform is 

prédominantly express in human RCC and a target for the mRNA stabilizing protein HuR. 

Interestingly, we showed that this ubiquitously expressed protein involved in the mRNA 

stabilization of number of others VHL/HIF target genes are overexpressed in all CCC samples 

we used. Moreover, through HuR knockdown using specific siRNA in cultured cell or in the 

nude mice xenografted model, we showed that this protein is criticaly involved in CCC tumor 

growth and that this effect is obtained through an inibition of cell proliferation and an increase 

in cell apoptosis. These results identify HuR as a potent new therapeutic target for the 

treatment of CRCC which remains a refractory disease. 

 

Key words : Renal cell carcinoma (RCC) - Parathyroid hormone related protein (PTHrP) -

von Hippel Lindau (VHL) tumor supressor gene - Hypoxia induced factors (HIF) - HuR - 

mRNA stability 
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