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1- Le carcinome a cellules rénales

1.1 Epidémiologie du cancer du rein

Le carcinome a cellules rénales ou CCR, développédépens du parenchyme rénal, est la
tumeur du rein la plus fréquente, représentant 88%tumeurs malignes de cet organe. Le
cancer du rein, tous types de tumeurs confonduplase en %™ position des cancers uro-

génitaux apres ceux de la prostate et de la vessigprésente 3 % des tumeurs de l'adulte.

Dans les pays industrialisés, il est A% ause de décés par cancer.

1.1.1 Epidémilogie descriptive

En 2002, il a été recensé dans le monde, 208 00@eaox cas de cancer du rein (Parkin et
al., 2005), un cancer qui touche majoritairemestiemmes avec un sex-ratio de 2 hommes
atteints pour 1 femme (Woldrich et al., 2008). ltesix d’incidence standardisés sont
d’environ 12,2 pour 100 000 chez 'homme et de fidr 100 000 chez la femme dans les
pays industrialisés mais sont trés variables. Getttieation s’observe tout d’abord en fonction
des zones géographiques considérées. En effeégureslincidence varient de plus de 10 fois
en fonction des pays, les plus importants étamueés en Amérique du Nord et en Europe et
les plus faibles en Asie et en Afrique (Parkin let 2005). En Europe, l'incidence chez les
hommes varie de 6,81 a 21,66 en Suede et en R@pebllchéeque respectivement.
Globalement, le taux moyen en Europe en 2005 @¢ait6,1 pour 100 000 chez I'homme et
de 6,2 pour 100 000 chez la femme, ce qui correspar exemple a 8000 nouveaux cas
recensés en France cette méme année (Levi et(flg).2Les taux d’incidence varient
également en fonction des ethnies considérées, peeaux Etats-Unis, ou l'incidence
globale est la plus forte, et ou I'on retrouve tiesc allant de 8,9 a 20,4 pour 100 000 chez les
hommes d’origine asiatique ou africaine respectensur la période allant de 2000 a 2004
(Jemal A, 2008). Il faut noter que cette incideaagmente de fagon constante depuis 1975 a
raison de 2 a 3% par an mais la encore, on obskEvelisparités géographiques importantes.
En effet, selon I'étude deevi & Al (2008) allant de 1982 a 2002, l'incidence du carmte
rein tendrait a diminuer ou a se stabiliser dasspleys d’Europe du Nord (a I'exception de
I’Angleterre) dans les 10 dernieres années consedguar cette étude, allant méme jusqu’a
une diminution substantielle de I'ordre de 18-19% lihcidence en Suede, alors qu'elle

augmente dans les pays de I'Europe de I'Est, j@s¢|l27% en slovénie.
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Quant aux taux de mortalité, aprés un pic au débsitannées 1990, ils tendent aujourd’hui a
diminuer. lls sont de 4,3 pour 100 000 chez I'hamet 1,7 pour 100 000 chez la femme
(Levi et al., 2008).

1.1.2 Classification

On distingue les différents types de tumeurs ré&nafefonction de leur origine histologique.
Elles sont classifiees comme suit par la socieétécfiise de pathologie :

Les tumeurs d’origine épithéliale :

> Beénignes :Adénome cortical, oncocytome, tumeurs de I'appgueitaglomérulaire,

adénome métanéphrique.

> Malignes :Appelées carcinomes a cellules rénales (CCR), wesurs sont les plus
frequentes, elles représentent 90% des tumeursidu rCe sont ces tumeurs en

particulier qui seront traitées dans cette these.

> D’origine endocrine Appelées tumeurs carcinoides ou carcinomes, etleggnt étre

bénignes ou malignes

Les tumeurs d’origine mésenchymateuse :
> Bénignes Angiomyolipome, Iéiomyélome, lipome
>
> Malignes :Sarcomes
Les tumeurs blastémateuses :
> Malignes : Néphrome mésoblastique, néphroblastome de ladett sarcome a
cellules claires
Les métastases :
> Elles sont souvent multiples et parfois bilatéralég carcinome primitif est le plus

souvent pulmonaire, mammaire ou digestif

1.1.3 Facteurs de risques

Les diverses études menées sur ce sujet ont sugggcation de nombreux facteurs que
I'on peut classer en deux catégories a savoirdet®firs 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, dtien de causalité est le mieux
établi. On estime qu'il joue un réle dans 20 a 3% CCR chez 'lhomme et dans 10 a 20 %
chez la femme (McLaughlin et al., 1995; McLaugtdinal., 2006). Le risque relatif pour un
fumeur de développer un carcinome a cellules rérde rapport a un non fumeur est de 1,54
pour ’homme et 1,22 pour la femme et augmenteefoent de fagcon dose dépendante. I
atteint des taux respectifs de 2,03 et 1,58 cbehdmmes et les femmes considérés comme
de gros fumeurs, c’est-a-dire fumant plus de 2@reiges par jour. L’arrét du tabac diminue
ce risque, la baisse devenant significative apnespériode de sevrage de 10 ans et ce, surtout
chez les hommes (Hunt et al., 2005).

Autres : Hormis le tabac, aucun facteur de risque envieamental n’a réellement pu étre
validé, les différentes études menées arrivantsecdeclusions parfois contradictoires. Ainsi,
différents composés chimiques semblent étre impfigdans I'augmentation du risque de
cancer du rein, bien que cela n'ait pas été cogfi@iest le cas par exemple du cadmium, du
plomb, des hydrocarbures ou encore de I'amiant@t@®ht al., 2000). De la méme maniére,
la sur-consommation de thé ou de café serait imcéendans I'augmentation du risque de
cancer du rein alors que la consommation de fetitgumes serait plutdt associée a une
diminution de ce risque, tout comme l'activité gp@ ou la consommation d’alcool (Janout
and Janoutova, 2004; Mellemgaard et al., 1994).

* Facteurs de prédisposition liés au patient :

Prédispositions génétiques tes formes héréditaires du cancer du rein somzasses. Elles

représentent 1 a 2% des cas et peuvent étre dassé2 groupes (Sudarshan and Linehan,
2006). On distingue d’'une part les cancers du esisociés a des syndromes tumoraux
familiaux comme la maladie de Von Hippel Lindau glas fréquente), la sclérose tubéreuse
de Bourneville ou encore le syndrome de Birt-Hogd®, et d’autre part les cancers du rein
familiaux qui ne s’integrent dans aucun syndromécgue. C’est le cas du cancer du rein

familial non lié au VHL ou des cancers du rein anéurs papillaires qui eux sont associés a
une trisomie du chromosome 7 ou a des délétionbrdsscourts des chromosomes 11 et 21.

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

'obésité. C’est un facteur de risque indépendntancer du rein, impliqué dans 30 % des
cas et dont le risque relatif est corrélé a l'augtaton de l'indice de masse corporelle
(1,07/U) (Bergstrom et al., 2001). L’hypertensiotédelle est également reconnue comme un
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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’apres Baldewijns et al, 2008.

Type de CCR Fréquence Age Ratio
homme/femme

Carcinome a cellules rénales conventionnel 70 61°
Carcinome a cellules rénales papillaire 10-15 61° 1,8/1a3,8/1
Carcinome a cellules rénales chromophobe 5 60 ° 1/1
Carcinome a cellules rénales non classés 4-5
Carcinome a cellules rénales multiloculaire a cellules claires <5 51 3/1
Carcinome de type canal collecteur ou de Bellini <1 55° 21
Carcinome rénal mucineux tubuleux a cellules fusiformes <1 53° 1/4
Carcinome a translocation Xpl1 <1 15° 4/7

Tableaul : les sous-types de CCR D’aprés Baldewijns et al, 2002
a: Age moyen ° : Age médian



facteur de risque de ce cancer (Weikert et al.820Quant au diabete, il semble étre associé a
une augmentation du risque de cancer du rein hag important de moduler ce résultat en
fonction des corrélations qui existent entre dialetobésité (Zucchetto et al., 2007). Enfin, le
risque de cancer du rein est 10 fois plus importi@z les patients dialysés que dans la
population générale, risque qui augmente avec ikaneté de la dialyse (Stewart et al.,
2003). Les patients qui sont finalement transpkaoté un sur-risque de développer un cancer

du rein au moins égal a celui des patients dia)ys#iee supérieur (Vajdic et al., 2006).

1.2 Génétique et classification

1.2.1 La classification d’Heidelberg

Bien que les CCR trouvent tous leur origine dassstructures tubulaires matures, il s’agit en
réalité d’'un groupe de tumeurs qui présentent deactéristiques différentes. En 1996, un
consensus de classification, basé sur les carstagéies génétiques et morphologiques ainsi
gue sur le potentiel évolutif de ces tumeurs goédposé et adopté a Heidelberg en 1997, au
« Heidelberg workshop » (Kovacs et al., 1997). C&R ont ainsi été subdivisés en 5 sous-
types, a savoir les CCR de type conventionnel,llpéng, chromophobe, canal collecteur ou
encore non classés. Voici brievement les princgpataractéristigues de ces groupes
(Figure 1 et Tableau 1).

e Le carcinome a cellules rénales conventionnelles @CC

Il s’agit du sous-type le plus fréquent, représeni a 80% des CCR. Le regroupement de
ces tumeurs est basé sur la fréquence d'une delgpiécifigue du chromosome 3p, siége du
géne VHL dont les mutations sont retrouvées exofusent dans ce sous-type. D’autres
altérations caractéristiques sont la duplicatiorpesition 5922 et les délétions des bras des
chromosomes 6q, 8p 9p et 14q. La plupart des C€Eexposé majoritairement de cellules a
cytoplasme clair entre lesquelles on retrouve deltules a cytoplasme acidophile en

proportion variable.
* Le carcinome a cellules rénales papillaires ou chnaophiles

Ce groupe représente 10% des CCR. Les anomaliesiqyées les plus fréquentes sont les
trisomies des chromosomes 7 (dans 75% des ca3) et une perte du chromosome Y. Les
cellules qui le composent sont soit acidophilesisasophiles. Dans le premier cas, on parlera
de CCR papillaire de type 1 alors que dans le @auicas on parlera du type 2. L’agressivité

des CCR papillaires est moindre que celle des CCC.
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* Le carcinome a cellules rénales chromophobe

Il regroupe environ 5% des CCR et se développetir pas cellules intercalaires B du tube
collecteur. Les cellules ont un aspect caractqustidd a la teinte particuliere de leur
cytoplasme. Génétiquement, il est caractérisé paraombinaison de perte d’hétérozygotie
aux chromosomes 1, 2, 6, 10, 13, 17 ou 21 et souvene hypodiploidie.

* Le carcinome de type canal collecteur ou de Bellini

C’est le sous-type de CCR le plus rare (moins %edes cas). Il se développe a partir du
canal collecteur mais son diagnostic est difficbr ses aspects morphologiques sont trés

variables. Aucun profil génétique particulier nia §re établi.
» Les carcinomes a cellules rénales non classés

Ce type regroupe tous les CCR qui n’ont pu é@esgs dans un des types présentés ci-dessus

méme apreés analyses génétiques. C’est le cas @oh¥asldes CCR.

Plus récemment, 3 nouveaux sous-types ont ététglétrisont venus compléter cette

classification :

— |e CCR multiloculaire a cellules claires
— le carcinome rénal mucineux tubuleux a cellulefdusies

— le carcinome rénal associé aux translocations XAIEE (géne de fusion).

Dans tous ces types de CCR, on peut retrouver ifhéeethciation sarcomatoide (ressemblant
a du sarcome). Cette différentiation indique unactre plutbt agressif du carcinome

concerné et le prognostic est alors défavorabléafidet et al., 2001).

1.2.2 Génes suppresseurs de tumeurs et oncogénes

L’étude des formes familiales de CCR, a permisehiification de genes suppresseurs de
tumeurs ou de proto-oncogenes impliqués dans lelaigvement de ces tumeurs et dont la

pertinence dans les cas sporadiques de CCR egtplusins bien établie.
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» Geénes suppresseurs de tumeurs

VHL : Le gene VHL est le gene suppresseur de tumeutuke gpuvent impliqué dans le
CCR. Depuis 1993, date a laquelle ce gene fat ,iqmés de 150 mutations germinales
différentes ont été répertoriées. Elles sont tégrbgenes et distribuées tout au long de la
séquence codante a I'exception des 50 premiergaotiakds ou elles sont rares. Le VHL, dont
la perte est a l'origine d'une forme familiale dencer du rein, appelée la maladie de von
Hippel Lindau, est également inactivé dans la nigjates cas sporadiques (Kim and Kaelin,
2004). Le principal réle du VHL est de dégrader lesteurs HIFe (pour hypoxia-induced
factors) en conditions normoxiques. Sa perte cdrahnic a la surexpression des cibles des
facteurs HIFe impligués entre autres dans l'angiogénése, lassanice cellulaire ou la
formation de la matrice extracellulaire. Autant wies impliquées dans la cancérogenese
(Sufan et al., 2004). Le VHL joue donc un r6le tirdportant qui sera abordé plus largement

dans la prochaine partie.

FH (Furamate hydratase) : Ce géene suppresseur de tumeur est localisé sinrdenosome

1942.3-43. Il code pour la protéine furamate hyalat une enzyme du cycle de Krebs, qui
catalyse la conversion du furamate en malate (Bajde et al., 2008). Les études de Isaacs et
al (Isaacs et al., 2005) et Pollard et al (Polletrél., 2007) ont montré que la perte de cette
enzyme conduit également a une activation de la Mdk. Les patients porteurs de mutations
germinales de ce géne développent des CCR pagsllde types 2 mais aucune relation n'a
été démontrée entre les mutations somatiques geneeet les cas sporadiques de CCR.

BHD (Birt-Hogg-Dube) : Ce gene suppresseur de tumeur, localisé sur & dwart du

chromosome 17, est responsable du syndrome hérédleaBirt-Hogg-Dubé, dont 15 a 25%
des patients affectés vont développer des CCRlus souvent de type chromophobe
(Linehan and Zbar, 2004). Les mutations germinaféectant ce géne sont concentrées dans
'exon 11 au niveau d’'une chaine de 8 cytosines. il@etations résultent presque toujours en
une protéine tronquée, la folliculin, qui aurait iite suppresseur de tumeur. Le gene BHD
n'est pas muté dans la plupart des cas de CCRdigoes, cependant on a retrouvé des
altérations du chromosome 17, porteur de ce geagy(it al., 2004).

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

Bourneville développent des CCR qui peuvent étretyge conventionnel, papillaire ou
chromophobe. Ces patients portent en fait une ratatactivatrice germinale sur 'un ou
'autre des génes suppresseurs de tumeur TSC1 62, Tg&nes qui codent pour 2 protéines
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orthologues qui s’associent afin de former un caxglinhibant mMTOR, impliqué dans des
voies de signalisation régulant la croissance leetki (Mak and Yeung, 2004). Une seule
étude (Parry et al., 2001) s’est intéressée aud®lkinactivation de ce complexe TSC dans
les cas de CCR sporadiques et n'a pas montré depditiculier. Cependant, les études
meneées chez le rat Eker (knock-out pour TSC2) xpiiime un VHL sauvage montrent que la
perte de TSC2 augmente I'expression du VEGF via2diFsuggérant que la perte de ce gene

a des conséquences similaires a la perte du gehgMtiet al., 2003).

* Proto-oncogénes

MET : Le gene MET a été identifié dans le cadre d’étisiledes formes familiales de CCR
papillaires. Les patients présentant des mutat@nsiinales pour ce géne développent plus
particulierement des CCR papillaires de type Is freitations germinales de ce gene situé sur
le bras long du chromosome 7, sont des mutatiotigatrieces affectant le domaine tyrosine
kinase de MET (Schmidt et al., 1997). La protéissueé de ce gene est un récepteur
transmembranaire a activité tyrosine kinase qugoielle est activée induit des cascades de
signalisation impliquées dans la mitogénese ouitmation. Si MET n’est muté que dans 5%
des cas sporadiques de CCR papillaires, une trssdenchromosome 7 porteur de ce gene est
observée dans 75% des cas, résultant en une dppremscrue de MET (Cohen and
McGovern, 2005; Schmidt et al., 1997).

1.2.3 Altérations épigénétiques

Les altérations épigénétigues sont des modificatibransmissibles et réversibles de
I'expression des genes ne s'accompagnant pas dgechants des séquences nucléotidiques.
Ces modifications, qui peuvent intervenir au niveleul’ADN, de 'ARN ou des protéines
peuvent se produire spontanément ou en réponsam@rdnnement. La plus courante et la
plus étudiée d’entre elles se produit au niveaul’ BN, c’est I'hnyperméthylation des
promoteurs qui inactive la transcription des germscernés. Etant donné que les mutations
de genes suppresseurs de tumeurs sont généralgiusntiréquentes dans les formes
héréditaires que dans les cas sporadiques, I'hygibgtation des promoteurs est susceptible
d’étre impliquée dans les formes sporadiques ddimiliales de CCR.

Plusieurs études ont montré que le géne VHL esemygthylé et donc inactivé dans 16 a
20% des cas sporadiques de CCC (Banks et al.,; 200&imi et al., 2004). Cette
hyperméthylation du VHL a également été observées des CCR papillaires. Les études

menées sur le géne BHD sont contradictoires. Eat,afins une étude de da Silva et al (da
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Stade Signification

T Tumeur primitive
pTX La tumeur primitive ne peut étre évaluée
pTO Absence de tumeur primitive identifiable
pT1 Tumeur inférieure ou égale & 7 cm de grand ax@ééau rein
pTla Tumeur limitée au reirk 4 cm dans sa plus grande dimension
pT1lb Tumeur limitée au rein > 4 cm mais/ cm dans sa plus grande dimension
pT2 Tumeur supérieure & 7 cm de grand axe, limitéeiau r
pT3 Tumeur étendue a la veine rénale, a la surrélakelagraisse périrénale mais

sans dépassement du fascia de Gerota
pT3a Tumeur étendue a la surrénale ou a la graisseepéhe mais sans dépassemennt
du fascia de Gerota

pT3b Tumeur étendue macroscopiguement a la veine réonada veine cave sous-

diaphragmatique

pT3c Tumeur étendue macroscopiguement a la veine cevdiaphragmatique
pT4 Tumeur envahissant le fascia de Gerota
N Ganglions régionaux ( hilaires, para-aortiques abtdpbaux et paracaves
NXx Envahissement ganglionnaire non évalué
NO Absence de métastase ganglionnaire régionale
N1 Métastase ganglionnaire régionale unique
N2 Plus d’'une métastase ganglionnaire régionale
M Métastases a distance
Mx Métastases non évaluées
MO Absence de métastase a distance
M1 Métastases a distance

Tableau 2: Classification pathological tumor-node-metastas@ M) des carcinomes a
cellules rénales (International Union Against Car)ce



Silva et al., 2003) portant sur une vingtaine deRC@&ucune hyperméthylation du promoteur
n'a été observée. Au contraire, Khoo et al (Khoo akét 2003) ont observé cette
hyperméthylation dans 11%, 36% et 33% des CCR obpbobes, papillaires, et
conventionnels respectivement. Quant au géne Fld, ssule étude s’y est intéressée et

aucune hyperméthylation du gene n’a été observerifbi et al., 2004).

Enfin, difféerentes études s’intéressant a d’augj@ses suppresseurs de tumeurs connus pour
jouer un rdle dans les cancers ont observé, dansCleR, une hyperméthylation des
promoteurs de prés de 50 génes impliqués dans sdipercessus cellulaires tels que
'adhésion, 'angiogénese, I'apoptose, le cycldutaire ou la prolifération (Baldewijns et al.,
2008). Les exemples les plus parlants sont ceuPARAL (impliqué dans I'apoptose), JUP
(impliqué dans l'adhésion cellulaire) ou TIMP3 (ilgpé dans linvasion cellulaire),
hyperméthylés respectivement dans 97%, 87% et B3R étudiés.

1.3 Les marqueurs pronostiques

1.3.1 Clinigues

* La classification pTNM : Ce systeme de stadification dénternational Union
Against Canceest a I'heure actuelle le plus couramment utiéisést considéré comme I'un
des plus fiables et précis des facteurs de prandstisurvie des patients atteints de CCR.
Appelé p (pour pathologiquéymor node metastas{3NM), il est établi a partir de I'examen
anatomopathologique et permet de classer les teeeustades allant de pTla a pT4,oule T
correspond a la tumeur primaire (taille et envamsnt), N au nombre de ganglions
régionaux et M a l'existence ou non de métastashstance (Tableau 2). Ce systéme, qui en
est a sa sixieme édition, a été révisé pour lai¢lerfiois en 2002, date a laquelle le stade pT1
a été subdivisé en pTla et pT1lb afin d'augmentgreltinence pronostique de ce systeme

(Sagalowsky, 2002). La survie a 5 ans varie de pabs les stades pTla a 20% pour les pT4.

« L’'ECOG performance status: c’est un facteur pronostique important qui a
'avantage d’étre simple et facilement utilisablié.comporte 5 grades (de 0 a 4) et est basé

sur I'activité physique dont le patient est capdbigbleau 3).
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Capable d'une activité identique a celle précédana maladie sans aucune restriction. 0

Activité physique diminuée mais ambulatoire et capale de mener un travail. 1
Ambulatoire et capable de prendre soin de soi-mémelncapable de travailler. 2
Alité moins de 50 % de son temps.

Capable seulement de quelques soins. Alité ou eraite plus de 50 % du temps. 3
Incapable de prendre soin de soi-méme. Alité ou erhaise en permanence 4

Tabteau 3 :L’ECOG performance status (PS)

1.3.2 Histologiques

* Le grade de Fuhrman: Créé en 1982 par Fuhrman et al, il est le systdme
graduation histologique le plus largement utiliséglle monde (Fuhrman et al., 1982). Il se
rapporte exclusivement aux caractéristiques nuelgales cellules des tumeurs primaires des
CCR. Le grade (1 a 4) est déterminé d’apres ldetaies noyaux, la régularité de leurs
contours, I'existence et la taille du nucléole owcare I'existence de noyaux bizarres. Le
grade qui sera retenu est le grade le plus élevésfulétecté, méme si celui-ci n'est présent
gue localement. Le grade de Furhman est reconnli Ipggnational Union Against Cancer
comme étant le meilleur facteur prédictif dans &maer du rein. Cependant, ce systeme
souffre de points faibles et son remaniement get audiscussion. En effet, s'il est admis que
le grade attribué est le plus haut grade obsermd tiéchantillon, méme si celui-ci n’est
présent que localement, il n’y a pas de consengastd la taille minimum significative. De
plus, des études de Ficarra et al (Ficarra e2@05) et de Al Aynati et al (Al-Aynati et al.,
2003) ont montré une reproductibilité des résultater- et méme intra-observateurs assez
modérée. De l'avis de nombreux auteurs, ce systdegait étre simplifi€ pour ne
comprendre plus que 3 stades mais a I'’heure agfualcun consensus quant aux stades qui
devraient étre regroupés n’a éte trouve, et cegnddietude deRiouxLeclercq et al (Rioux-
Leclercq et al., 2007ttribuant une valeur prédictive a 84% au modéjeagpant les stades |

et Il. Pour le moment, le grade de Furhman reste dtilisé tel qu’il a été décrit au départ.

* Le type cellulaire : Bien que les résultats des difféerentes étudesnsagiarfois
contradictoires, il apparait que I'agressivité @&R est décroissante selon qu'ils sont du type
canal collecteur, a cellules conventionnelles, Ifgps ou chromophobes (Ficarra et al.,
2006). Les patients atteints d’'un CCC ont doncdogment un taux de survie cancer-

spécifique plus faible que ceux atteints d’'un CGRRifaire ou chromophobe. Néanmoins, il
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est important de tenir compte du caractére péfordiune éventuelle composante

sarcomatoide associée. La présence de nécrosesteiodie est également associée a un
pronostic défavorable dans le cas d’'un CCR coneenél, ce qui n'est pas le cas dans les
types papillaires et chromophobes (Minardi et 2008). Notons gu’'une étude menée a
'Université de Los Angeles sur 310 patients a m®onine valeur pronostique de la nécrose

dans les cas de CCR localisés mais pas dans tkec@€R métastatiques (Lam et al., 2005).

» L’angioinvasion : Les CCR étant des tumeurs tres vasculariséesldarnjaronostique
de la densité vasculaire des tumeurs a été éevalage plusieurs études mais les résultats
obtenus ne permettent pas de la considérer comnfacteur pronostique. En effet, si 2
études ont observé une corrélation positive datdensité vasculaire moyenne (MVD) et la
survie des patients, 3 autres études n’ont trougéree influence de la MVD sur la survie des

patients.

1.3.3 Biomoléculaires

Les biomarqueurs sont des outils tres importanisogi plusieurs réles. lls permettent
d’identifier les patients risquant de développernaladie, de diagnostiquer ceux qui ne
présentent que des signes précoces mais égalemsntteut de prédire I'évolution des
cancers et la réponse aux différentes thérapiespateere a définir la meilleure stratégie
thérapeutique a adopter. Un enjeu majeur est fifiestion de marqueurs permettant de
prévoir le potentiel métastatique du cancer a adesti’évolution précoce. A I'heure actuelle,
aucun margueur moléculaire réellement prédictifétavalidé dans le CCR, faute de ne pas
correspondre aux criteres dwollege of american pathologisbu de n’avoir pas encore été
assez éetudié. Cependant, diverses études ont mont@e pronostique pour de nombreuses

molécules intervenant dans divers processus cedal@runuguntla and Jorda, 2008).

Des molécules d’adhésion cellulaire : Cadhérine-Gadhérine ...

- Des molécules stimulant la réponse immunitaire-6 |ILL-8, B7-H1...

- Des récepteurs de facteurs de croissance : VEGHGER-II

- Des molécules induites par hypoxie : CAIX, HI&:VEGF....

- Des protéines régulant le cycle cellulaire : p53;2) PTEN, AKT, Ki67...

Le plus étudié et le plus prometteur de ces marguguonostiques est l'anhydrase
carboxylase IX (CAIX). Cette molécule, qui est wilgle des facteurs HIF, intervient dans la

régulation du pH dans les compartiments intra- etaeellulaires et voit son expression,
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normalement limitée dans le rein sain, augmentées &% des CCC et 50% des CCR
papillaires (Bui et al., 2003). Son rble pronosiicété clairement établi dans le CCC, ou
plusieurs auteurs ont démontré sa valeur pronastequtermes de survie. Dans une étude
incluant 321 patientsBui et al (2003) ont montré gu’'une faible expression de CAIX
(marquage dans moins de 85% des cellules tumorales) un facteur pronostique
indépendant de mauvais pronostic, les patients daoas ayant 3,1 plus de risque de décéder
du cancer que les patients ayant une plus forteesgipn. Une autre étude de Atkins et al
(Atkins et al., 2005) a montré qu’'une forte expi@ssle CAIX (>85%) augmentait de 3,3

fois la probabilité de réponse a 'immunothérapie.

1.4 Thérapies

La survie a 5 ans aprées le diagnostic est Iégéreples faible chez les hommes (52%) que
chez les femmes (56%) mais s’accroit de facon i&gutlepuis le début des années 1990. En
effet, les taux de mortalité en Europe ont baissaviton 15% entre 1992 et 2002 (Levi et
al., 2008). En France, on constate environ 360@gpar an. L'age médian au diagnostic est
de 67 ans chez les hommes et de 70 ans chez leseteifBelot et al., 2008). Du fait de
laugmentation des découvertes fortuites grace édiographies et tomodensitométries
(TDM) réalisées pour d’autres motifs (Cooperberglet2008), le stade d’évolution du CCR
au moment du diagnostic a beaucoup diminué, ceegqtiencourageant au regard des
variations des taux de survie des patients en ifimctu stade du CCR : ils sont de 90% a 5
ans pour les tumeurs localisées de petite taillé ¢m) mais chutent a seulement 5% en cas
d’atteinte métastatique. Ces différences sont emiepalues aux options thérapeutiques

disponibles dans ces 2 cas de figure.

1.4.1 CCR localisés : la chirurgie

Pour les patients atteints de CCR localisés, laudie est le seul traitement curatif disponible
(Lee and Patel, 2002).

La chirurgie consiste dans la plupart des cas ennéphrectomie totale de fagcon a s’assurer
gue toutes les zones potentiellement cancéreusest setirées. La néphrectomie partielle,
bien que de plus en plus adoptée, reste limitégati@nts qui présentent des tumeurs locales
de moins de 4 cm ou chez les patients au statticyléer, c'est-a-dire ayant un seul rein,
présentant des tumeurs bilatérales ou en insuffesa@énale. Aprés néphrectomie totale ou

partielle, les patients atteints de CCR localisés$ un taux de survie a 10 ans de plus de 70%,
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les récurrences locales de CCR n’étant observéesigus 2 % des cas apres néphrectomie

totale et 3% des cas apres néphrectomie partiéfief et al., 1999; Itano et al., 2000).

Aucune thérapie adjuvante n’est pour linstant digple, ni l'interleukine-2 (IL-2) ni
linterféron-a (INF-a) n'ayant démontré un quelconque bénéfice et awure traitement

n‘ayant été approuvé (Drucker, 2005).

1.4.2 CCR métastatiques

Dans les cas de CCR métastatiques, le traitemenpalgents pose plus de difficultés. En
effet, les CCR sont des tumeurs réfractaires aitetnents classiques, en grande partie car ils

développent rapidement des résistances.

Thérapies classigues

Chimio-hormono-et radiothérapies

La chimiothérapie, pourtant utilisée dans le tragat de nombreuses tumeurs solides n’a
guasiment aucun effet sur les CCR. Une revue des8ais cliniques sur plusieurs agents
chimiothérapiques incluant plus de 4000 patientsoatré un taux de réponse au traitement
trés faible : 4,7% de réponse partielle et 1,3%épense totale. Les raisons de cette résistance
a la chimiothérapie ne sont pas clairement établile pourrait étre due a I'expression du
transporteumulti drug résistanc€MDR) dans les cellules des tubules proximaux dirpa
desquelles les CCR se développent, ou au fait @sle€CCR progressent lentement or ces
agents ciblent les cellules qui se divisent rapigleimDe la méme maniéere, 'hormonothérapie
n'est pas non plus un traitement efficace puistpi’leé permet qu’une réponse partielle dans
moins de 5% des cas. Enfin, la radiothérapie nigksée que comme traitement palliatif a la

douleur ou pour le traitement des métastases assetsérébrales .

Immunothérapie

Deux cytokines en particulier sont utilisées, ibgt de linterférone. (INF-a) et de
linterleukine-2 (IL-2). L'INF-o a été la premiere a étre étudiée et approuvée faour
traitement des CCR. Elle présente un taux de ré&pons/en de 15% mais la durée de cette
réponse n'excéde que tres rarement les 2 angstlEn moyenne de 12 mois (Minasian et al.,
1993). L'IL-2 présente des taux de réponses éqervala ceux de I'INF-mais a I'avantage

d’'induire une réponse plus durable, de 19 mois eyemne (Fisher et al., 2000). Les études
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Figure 2 : Mécanismes d’action des thérapies ciblées. Le bevacizumab inhibe
I’interaction du VEGF avec son récepteur. Le sorafenib et le sunitinib inhibent les
récepteurs du VEGF et du PDGF, le sunitinib inhibe également d’autres récepteurs
a domaine tyrosine kinase et le soranefib inhibe Raf. Le temsirolimus est un
inhibiteur de mTOR et inhibe donc 1’expression des facteurs HIF-o. D’apres Clarck
et Cookson ( 2008)




clinigues menées afin de déterminer un éventuehtaga d’'une combinaison entre ces
cytokines n’'ont pas été concluantes. En effet, r&¢ @tude de phase 3 a montré une
augmentation significative du taux de réponse, aumnéfice sur la survie des patients n'a
été observé (Negrier et al., 1998).

L’'immunothérapie par cytokines a longtemps étéelales thérapie utilisée dans le traitement
des CCR meétastatiques, son efficacité étant swpériér celle des thérapies citées
préecédemment. Cependant, les taux de réponsestréastdes et I'utilisation de cytokines,

induisant une réponse immunitaire non spécifigngeadre d’'importants effets secondaires.

Thérapies ciblées

Les études sur la biologie des CCR ont permis ugileure compréhension des mécanismes
impliqués dans leur cancérogenése et notammerildue I'angiogénése dans les CCC. En
effet, nous avons vu que la majorité des CCC séfitidnts en VHL, ce qui entraine une
accumulation de facteurs HIF et par conséquenesdeibles comme le VEGF, le PDGF ou le
TNF-o. Ces protéines ont ainsi été identifiees commecitdss thérapeutiques potentielles et
en décembre 2005 et juillet 2006, 2 molécules ihites des tyrosines kinases ont été
approuvées respectivement par fzod and drug administrationFDA) et I'european
medecine evaluation agendEMEA), pour le traitement en premiére ligne du RCC
meétastatique : le sunitinib (Pfizer) et le soraie(Bayer). Depuis d’autres molécules ciblant

la voie de I'angiogénese ont fait leur apparitibigQre 2).

Les inhibiteurs de tyrosines kinases

Sunitinib

Le sunitinib (SU 11248) est un inhibiteur multi@kde tyrosine kinase anti-VEGFR 1, 2 et 3,
PDGFR B etr, C kit, CSF-1R et FIt 3, administré par voie oraleaison de 50 mg/jour, 4
semaines sur 6. Deux essais cliniques de phaaealit son approbation par la FDA ont
montré un taux de réponse de 42% et un bénéficeassurvie de 8,2 mois (Motzer et al.,
2006a; Motzer et al., 2006b). L'essai clinique deage Il du sunitinib comparé a I'INé&-
chez des patients atteints de CCR métastatiquesesnon traités, a démontré un meilleur
taux de réponse du sunitinib (31% vs 6%) avec umges moyenne sans progression de 11
mois pour le Sunitinib contre 5 mois pour I'lFdNdMotzer et al., 2007). Aucune donnée sur la
survie globale des patients n’est disponible aldoednt, puisque le recul clinique n’est pas

encore assez important pour permettre de I'évaluer
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Le sunitinib est donc une molécule prometteuseeqtriaine cependant des effets secondaires
assez importants comme l'asthénie (22-38%), lessées) les diarrhées (16-24%), une

neutropénie (39-45%) ou une anémie (25-37%). Lé&xdoke reste néanmoins acceptable.

Sorafenib

Le sorafenib (BAY 43-9006) est un autre inhibiteles récepteurs VEGFR-1, 2 et 3 et
PDGFR qui inhibe également la kinase Raf. Un eslgaigue de phase Il sur 202 patients
porteurs d’'un CCR métastatique, a montré une swams progression a 24 semaines de 50%
pour le groupe traité au sorafenib contre 18% pewroupe placebo (Escudier et al., 20074a;
Ratain et al., 2006). L’étude de phase Il poremt 905 patients en deuxiéme ligne a montre
une durée de survie sans progression de 5,5 metslavsorafenib contre 2,8 mois pour le
placebo et un taux de réponse objective de 2% (Hmcet al., 2007a). Les principales
toxicités observées sont une fréequence importamtash cutané (31%), de nausées (14%), de
diarrhées (30%), de syndromes main-pied (26%)netHIT A (8%).

Une réduction de dose ou une interruption temperdir traitement a du étre prescrite chez
25% des patients.

L’anticorps anti-VEGF :

Bevacizumab

Le bevacizumab est un anticorps humanisé (93% hureti7% murin) anti-VEGF qui
neutralise les isoformes biologiquement activesV&iGF-A sans affecter le récepteur. Une
étude randomisée de phase Il a évalué son eftcaaittre placebo chez 116 patients ayant un
cancer du rein métastatique résistant a I'immumnaghié. Cette étude évaluait 2 doses (faible
et forte respectivement de 3 mg et 10 mg/kg) copitieebo. La survie sans progression a 4
mois était de 64, 39 et 20% et a 8 mois de 30,t13@pour les patients traités par forte,
faible dose et placebo, respectivement. La difféeestatistique en termes de survie globale

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

Le bevacizumab haute dose montre donc une efficguiis grande mais les effets
secondaires (HTA, hématurie, épistaxis, protéinaggmptomatique) étaient eux aussi plus

marqueés.

Un autre essai en phase Ill (AVOREN) sur 641 p#iporteurs d’'un CCR métastatique sans
traitement préalable a comparé l'effet du bevaceiniOmg/kg administré seul ou en
association avec I'lFMN+ (9 MUI 3 fois par semaine). La survie sans progjoes apparait

augmentée avec l'association des 2 molécules paoraau bevacizumab seul (10,2 versus
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5,4 mois) avec un taux de réponse objective de¥8@éntre 12,4%. La survie globale est,
elle aussi, améliorée. Il ne semble pas y avoitodiité accrue avec I'association de ces 2
molécules (Escudier et al., 2007b; Rini et al.,£00

Les inhibiteurs de mTOR :

Temsirolimus

Il s’agit d’'une molécule inhibitrice de mTOR (mamiima Target of Rapamycin), une
protéine impliquée dans de nombreuses voies inluégiees pro-tumorales dont la régulation
des facteurs de transcription HIF impliqués damsgdiession du VEGF. L'efficacité du
temsirolimus a été démontrée par une étude de phadeez des patients porteurs de CCR
avanceé non traités préalablement (Hudes et a@.7)2Q étude incluait 626 patients répartis
en 3 groupes : IFN seul, temsirolimus seul (25 mg 1V) et IFNet temsirolimus (15 mg 1V)
en combinaison. La survie moyenne globale était@® mois pour le groupe temsirolimus
seul et 7,3 mois pour le groupe IFNseul. L'association IFN et temsirolimus n'a pas
permis d’obtenir de meilleurs résultats.

Les effets toxiques les plus fréquents observég tbe patients traités par temsirolimus

étaient le rash cutané, la stomatite, les douléuriection, et 'cedeme périphérique.

Ainsi, les études cliniques menées ces derniéneéesnon montré que les molécules ciblant
la voie du VEGF apportent un bénéfice en termeég@nse objective, de diminution de la
taille tumorale et de survie sans progression.t@esarquoi elles sont aujourd’hui devenues
les traitements de choix pour les CCR métastatigiestefois, aucune donnée sur la survie
globale n’est encore disponible. De plus, les sféetcondaires a court terme de ces nouveaux
agents thérapeutiques ne sont pas négligeablateriandent un contrble suivi des patients.
Quant aux effets a long terme, on ignore toujotitsy€n a et leur importance. Enfin, les
études ont été menées sur des patients atteil@€@8e en accord avec la surexpression de la
voie du VEGF dans ce sous-type. Leur efficacitésdas autres sous-types doit encore étre

confirmée.
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2- CCC et V'HL : une étroite corrélation

Le carcinome a cellules rénales de type convengioest le sous-type de CCR le plus
fréquent, représentant environ 80% des CCR et 78 de I'ensemble des cancers du rein
de I'adulte. Ces tumeurs, qui trouvent leur origaueniveau des tubules proximaux matures,
sont responsables de 2% des déces liés au c@wrme énonceé dans la premiére partie, un
gene en particulier joue un rdle crucial dans leetippement du CCC, il s’agit du géne
VHL. En effet, une forme familiale de CCC, la maéade von Hippel-Lindau est due a la
perte de fonction de ce géne, or une inactivatieallélique de ce méme géne, due a des
mutations ou a des modifications épigénétiquesegatement retrouvée dans la majorité des

cas de CCC sporadiques.

2.1 La maladie de von Hippel-Lindau

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

syndrome héréditaire récessif qui se transmet denfautosomique dominante, et qui est
causé par la perte de fonction du gene suppredsetiumeur VHL. Ce syndrome a été décrit
pour la premiere fois il y a une centaine d’annges,Eugéne Von Hippel, ophtalmologiste
allemand, qui en 1904, décrivit une maladie fandlia I'origine d’'un hémangioblastome
rétinien (von-Hippel, 1904). Plus tard, en 1926vidri_indau décrivit le caractéere systémique
de cette maladie et notamment I'association qustexavec I’'hnémangioblastome cérébelleux
(Lindau, 1927). Ce syndrome, qui a une incidenc&/@6000 et une pénétrance maximum de
90% a 65 ans entraine le développement de tumetngres et malignes dans divers
organes, les manifestations les plus fréquentest ¢ hémangioblastomes du systéme
nerveux central ou de la rétine, les phéochromaogtoet les CCR de type conventionnel. Il
est important de noter que les CCC métastatiqgugsuse des principales causes de déces des
patients atteints de la maladie de von Hippel-Linda majorité des patients qui développent
ce syndrome porte une mutation germinale d'un diétes du géne VHL. Une mutation
somatique du deuxieme alléle est alors a I'origiada maladie. Ceci expliqgue que chez ces
patients, les CCC soient souvent bilatéraux etifoodux. Enfin, il existe une corrélation
entre le génotype et le phénotype des patientsiatide cette maladie de von Hippel-Lindau.
Ceci a conduit & une subdivision de ce syndroméypa 1 et 2, le type 2 étant lui-méme
divisé en 3 groupes A, B et C en fonction du risdaedévelopper un CCC (Shehata et al.,
2008). (Tableau 4 ci-dessous)
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Classification

Mutation VHL

Défaut moléculaire

Manifestations
cliniques

Type 1

Type 2A

Type 2B

Type 2C

Perte totale ou partielle du
VHL

Mauvais folding

Mutation nonsens du VHL

Mutation nonsens du VHL

Mutation nonsens du VHL

Surexpression des facteurs HIF

Surexpression des facteurs HIF
Incapacité a stabiliser les

Surexpression des facteurs HIF

pVHL est capable de réguler les

Faible liaison a la fibronectine
Défaut d’assemblage de la

microtubules

facteurs HIF

matrice fibronectine

Hémangioblastomes
CCR

Faible risque de
phéochromocytomes

Hémangioblastomes
Phéochromocytomes
Faible risque de CCR

Hémangioblastomes
Phéochromocytomes
Fort risque de CCR

Phéochromocytomes
uniqguement

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

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

2.2 Le VHL

2.2.1 Un géne suppresseur de tumeur

Conformément au modéle de Knudson dans lequelegiiatle VHL, une inactivation bi-

alléliqgue de ce gene est retrouvée dans la majdet cas sporadiques de CCC. Cette

inactivation peut étre due a des mutations somasigqlans plus de 50% des cas ou a une

hyperméthylation du promoteur dans 10 a 20% desLezapropriété de géne suppresseur de

tumeur du VHL est clairement illustrée par I'étudkelliopoulos et al (lliopoulos et al., 1995)

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

suffisante pour empécher le développement de tusnelez la souris nude xénogréffée.

Notons également que les souris VHL(-/-) meurentmagestation d'un défaut de

vascularisation du placenta et que les souris VH)(sont viables mais développent de

nombreuses tumeurs vascularisées dans le foietéiami and Haase, 2008).
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A. Géne VHL
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Figure 3 : Structure et fonction du gene et de la protéine VHL. (A) Le géne de la
contient 3 exons, des régions 5’ et 3 UTR et plusieurs sites de transcription. (B)
Structure des domaines a et  de la protéine VHL. Les méthionines 1 et 54 donnent
les protéines VHL (1-213) et VHL (54-213) respectivement.



2.2.2 Structure du géne

Les observations que des délétions du bras cowhdumosome 3 étaient fréquentes dans les
cas sporadiques de CCR et que ce méme chromosainsaéivent le siege de translocations
chez les patients atteints de la maladie de vopétipindau ont conduit les investigateurs a
étudier le profil génétique des patients souffdmtCCR familiaux. lls présumaient en effet
gue le géne responsable de ce syndrome était égiatiémpliqué dans le développement des
formes sporadiques. C’est ainsi que par recoupengametiquesSeizinger et alont localisé

le géne VHL en position 3p25-26 (Seizinger et ®88; Seizinger et al., 1991). Par la suite,
une collaboration internationale menée par EamorhaviaUniversité de Cambridge,
Angleterre) a permis de cloner ce géne en 1993f (kizdl., 1993).

Ce gene VHL, est constitué de 3 exons et codeipatamnent pour un ARN messager de 4,5
kb qui posséde une longue région 3'UTBh{ranslated regiopn Ce messager contient les 3
exons et donnera 2 protéines, pVHL (1-213) et pMB4-213), la seconde étant le résultat
d’une initiation a partir d’'une méthionine en pasit54 dans le cadre de lecture (Blankenship
et al., 1999) (Figure 3A). Par épissage alternatifsecond ARNm comportant seulement les
exons 1 et 3 peut étre transcrit mais celui-ci elde pas avoir de rble suppresseur de

tumeur .

Son promoteur est situé au sein d’un ilot CpGeetantient ni boite TATA ni boite CCAAT
mais plusieurs sites de liaison putatifs pour detelurs de transcription. Les 2 principales
études qui se sont intéressées a ce promoteur (Kunal., 1995; Zatyka et al., 2002) ont
permis de définir une région promotrice minimale 8% nucléotides et de délimiter des
régions regulatrices. Ainsi, ce promoteur conti@mégions activatrices : 2 en amont du site
d’initiation (de -114 a -91 et de -49 a -19) safia des facteurs de transcription encore non
identifiés a ce jour et une en aval du site d'atitin ( de +1 a +11) , site de liaison du facteur
de transcription Spl. L'étude de Zatyka et alO@0a €également mis en évidence une région

régulatrice inhibitrice en aval du nucléotide +HErencore le ligand n’a pas été identifié.

2.2.3 pVHL

Chez I'hnomme, le géne VHL code pour 2 protéineselms pVHL(1-213) ou pVHL qui a

un poids moléculaire de 28-30 kDa et pVHL(54-218)p¥HL" au poids moléculaire de 18-
19 kDa, la seconde étant celle obtenue par I'tindtiade la traduction en position 54. La seule
différence entre ces 2 protéines est un domaineriiibal acide que contient la forme longue

mais pas la forme courte (figure 3B). Le role dgeceéquence n’est pas connu, néanmoins il
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~————— polyubiquitinylé
et dégradé

Figure 4 : Rble des domaines fonctionnels de HiFLe domaine CTAD du HiFe
interagit avec les co-activateurs de la transcription CBP/p300 pouweacia
transcription de ses génes cibles, le domaine de dégradation dépeddditrygene
n'étant pas phosphorylé, HIF n’est pas reconnu par le complexe d’ubiquitine ligase.
présence d'oxygene, une asparagine est hydroxylée dans le domaine @h&R2ant la
liaison avec CBP/p300. Dans le méme temps, I'hydorlylation de 2 prolinas ta
domaine ODD permet au VHL de reconnaitre ces facteurs td#¥-de les dégrader.



ne semble pas lié au role suppresseur de tumeuHdu En effet, la réintroduction de I'une
ou l'autre de ces formes dans des lignées de Cdi€ieites en VHL suffit & supprimer la
croissance de tumeurs xénogréffées chez la soudis (lliopoulos et al., 1995). Cependant,
on note quelques différences entre p\VHEet pVHLqui pourraient étre attribuées a ce
domaine N-terminal. Ainsi, si les deux protéinestgetrouvées dans le noyau, le cytoplasme
et les mitochondries, seul pVEL peut étre associé au réticulum endoplasmique. Il
semblerait que la forme longue soit plutét assoaide microtubules dans le cytoplasme et
que la forme courte soit plutét nucléaire. Notogalément que pVHI® peut se lier & la
fibronectine contrairement & pVHL(Kaelin, 2007). Ceci dit, les 2 formes ayant la reém

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

La séquence primaire du VHL ne présente aucun rawtittural reconnaissable. Cependant,
grace aux données biochimiques et a la cristalpbgea par rayons X, 2 domaines
fonctionnels nommés domaines alpha et beta ontrpudentifiés (Stebbins et al., 1999). Le
domaine alpha s’étend des résidus 155 a 192 eistoren 3 hélices alors que le domaine
beta lui, est formé de feuillepsdes résidus 63 a 154 et d’'une hélicges résidus 193 a 294.
Ces deux domaines sont souvent touchés par legiomstadu géne VHL associées a des

pathologies.

2.2.4 Le complexe de polyubiguitination

Le pVHL, par association avec les élongines B etfaCgulline 2 et Rbx1 va former un
complexe de polyubiquitination a activité E3 ubiqe ligase dont la formation et I'activité
sont dépendantes des domainex § du pVHL. En effet, le domaine de pVHL va interagir
avec I'élongine C qui va jouer le rdle de protémaptatrice pour assurer la liaison du pVHL
avec I'élongine B et la culline 2 (Figure 4). Ceterniere va former une liaison avec Rbx1 et
NEDDS8 pour terminer la formation du complexe. Natajue la liaison du pVHL avec les
élongines va lui permettre d’adopter une conforomatbptimale et donc de se stabiliser,
probablement grace a I'interaction entre les 3ckél du pVHL et I'hélicea de I'élongine C.
Ce complexe ainsi formé posséde une activité utinguiligase et va donc étre capable
d’adresser les protéines cibles a une dégradatornepprotéasome 26S. C'est le pVHL qui
confére sa spécificité a ce complexe de polyubimptiopn puisque la reconnaissance du

substrat va se faire via son domafin@aelin, 2007).
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2.3 Le systéeme VHL/HIF

2.3.1 Les facteurs HIF

Un facteur de transcription

Les facteurs HIF sont des membres de la famille d@mseurs de transcription
hétérodimeériques bHLH/PAS (basic helix-loop-helel ARNT-Sim) (Wang et al., 1995). lIs
sont composés d’'une sous-unitésensible a I'oxygene et d’'une sous-urfit€onstitutive.
Pour que ce facteur de transcription soit actff,deus-unités Hlk; cytoplasmiques, doivent
entrer dans le noyau et dimériser avec les souséafhjivia I'interaction des domaines bHLH
et d'une partie des domaines PAS des 2 sous-uhiedimere actif ainsi formé va pouvoir
recruter des coactivateurs de la transcription daks CBP/p300 et se lier sur des séquences
consensus appelées HREyjoxia-responsive elem@nsituées au niveau des promoteurs
et/ou enhancers des genes cibles pour activerttanscription. La liaison a 'ADN est
possible notamment grace a la basicité des dombikesl du dimére HIF. Ces genes cibles
incluent des facteurs contrdlant le cycle cell@ala différenciation cellulaire, la formation de
la matrice extracellulaire, I'angiogénese, le tpors du glucose et le métabolisme comme le
VEGF, le transporteur 1 du glucose, le PD@&GHendothéline-1, la transferrine ou encore
I'érythropoiétine (Bardos and Ashcroft, 2004; Higlend Simon, 2006).

Réqgulation

Il existe 3 isoformes de chacune des sous-uni&ts}, chaque sous-unite étant susceptible

de dimériser avec n’importe laquelle des sous-afit inversement

Les sous-unités a. :

Les sous-unités HIlk- sont donc au nombre de trois: HI&;1HIF-20 et HIF-3u. Les
fonctions précises de HIFeshe sont pas clairement identifiées car encore pmpétudiées.
Cependant, cette isoforme pourrait agir comme gnlageur négatif des 2 autres isoformes
(Maynard et al., 2007). Nous nous intéresserong goncipalement aux isoformes HIF-1 et
2 a. En plus des domaines bHLH et PAS, elles compbrendomaine de dégradation
oxygene-dépendant (ODD) (Weikert et al.), 2 donsmide transactivation (N-TAD et C-
TAD) et un signal de localisation nucléaire NLSrl@ermettant d’aller interagir avec les

sous-unité$ dans le noyau de facon autonome (Figure 4).

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

coactivateurs de la transcription et dans linteoac du facteur de transcription avec la
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machinerie transcriptionnelle. Le domaine C-TAD également un site de régulation des
facteurs HIF puisqu’il contient une asparagine peaut étre hydroxylée par FIH-&ctor
Inhibiting HIF). Cette hydroxylation a pour réle d’inhiber laidian de HIFe avec CPB/p300

et ainsi de prévenir I'activation transcriptioneadle ses cibles. De fagon intéressante, il semble
gu’en conditions normoxiques, I'isoforme Hlle-2oit relativement résistante a 'inhibition de
FIH comparé a HIF-d, probablement du fait de la difference des acaemeés autour du site
d’hydroxylation (Yan et al., 2007). Les travaux cks mémes auteurs suggerent fortement
gue les domaines N-TAD et C-TAD coopérent pourvactia transcription des génes cibles et

gue cette coopération est plus importante pour2digue pour HIF-1a (Yan 2007).

Le domaine ODD, est le siege de la principale g des sous-unités Il comporte des
prolines qui, en présence d’oxygene, sont hydresylde facon a induire la dégradation de
ces facteurs (Jaakkola et al., 2001; Masson €2@01). En effet, ils ne doivent normalement
jouer leur réle qu’en conditions hypoxiques. Ainsn, conditions normoxiques, Hlf:kera
hydroxylé sur les résidus Pro 402 et Pro 564 et-2dIsur les résidus Pro405 et Pro 531
situés dans ce domaine ODD (Figure 4). Ces hydativyls sont catalysées par des prolyl-
hydroxylases spécifiques appelées PHD1, 2 et 3-fig#eific Prolyl Hydroxylase Domain
protein) (Bruick and McKnight, 2001). De facon imgsante, PHD2 qui hydroxyle
préférentiellement HIF-d et PHD3, qui hydroxyle les 2 isoformes, sont eftéames induites
par I'hypoxie de facon HIFl et HIF-2x dépendante respectivement. Comme énoncé plus
haut, I'hydroxylation des prolines va induire lagd#dation des sous-unités HIF-1 et En
effet, c’est ce qui va permettre au VHL de les me@dtre pour les diriger vers une

dégradation par le protéasome 26S.

Ainsi, la régulation des facteurs de transcriptidiF se fait via leurs sous-unités alpha a deux
niveaux. Notons cependant que la régulation auanivdes domaines ODD est plus
importante que celle au niveau des domaines C-TAbDeffet, I'absence de dégradation des
sous-unités: en présence doxygene (donc lorsque [l'inhibitioas ddomaines C-TAD
fonctionne) est suffisante a induire I'expressi@s genes cibles des facteurs HIF (Wiesener
et al., 2001).

Les sous-unités 3 :

Cette sous-unitf communément appelée HfFest aussi nommée ARNT polaydrocarbon
receptor nuclear translocatocar elle avait déja été identifi€e comme intersagis avec le
facteur de transcription AhRA(ylhydrocarbon recept9r Il existe 2 autres isoformes de
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Figure 5 : le systeme VHL/HIF. Mécanisme de régulation des facteurs HIF-a par le VHL

en conditions normoxiques et conséquences de leur stabilisation en conditions hypoxiques et/ou
en I’absence d’un VHL fonctionnel



sous-unité3, ARNT2 et ARNT3 qui se lient également aux sougésnHIF-o (Hirose et al.,
1996; Takahata et al., 1998). L’expression desépres ARNT2 est cependant limitée a
certains tissus comme le cerveau ou le rein coatrant & HIF-f qui est ubiquitaire. Quant

a ARNTS3, il n’interagit que faiblement avec les sawités HIFe, son implication dans la
réponse a I'lhypoxie n’a pas été démontrée. L'exgioesde ces sous-unités étant constitutive,

elles ne sont pas sujettes a une régulation phétieu

2.3.2 Mécanisme moléculaire

La principale activité biologique du pVHL est lagidadation dépendante de I'oxygene des
facteurs induits par I’hypoxie HIBE- En effet, nous venons de voir que pVHL, par assion
avec notamment la culline 2 et les élongines B &r@e un complexe a activité ubiquitine-
ligase E3, or les facteurs HtFsont la principale cible de ce complexe. Le rél@geur du
pVHL est donc de reconnaitre ces facteurs HIBui seront alors polyubiquitinylés puis

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

Les facteurs HIF ont normalement pour rble d'aitkercellule a résister aux conditions
hypoxiques, leur régulation est donc logiqguemenddmnnée par la présence d’oxygene : ils
doivent étre hydroxylés pour étre reconnus paMHEIp Ainsi, en conditions hypoxiques, ou
en I'absence d’'un pVHL fonctionnel, ce qui rappesldm est le cas dans la majorité des CCC,
ces facteurs ne seront pas dégradés. lls vontslaocumuler dans le cytoplasme et pourront
alors entrer dans le noyau ou ils vont interagecales facteurs HIFgLet jouer leur role de

facteurs de transcription (Figure 5).

Parralléelement a cette régulation transcriptiomele systéme VHL/HIF peut également

réguler ces mémes cibles au niveau post-transumipti, c’est le cas par exemple pour le
VEGF. D’autres cibles, comme les T@Fet  sont régulées exclusivement de facon post-
transcriptionnelle par ce systéeme, au niveau detdhilité de leur messager (Gnarra et al.,
1996; Knebelmann et al., 1998).

2.3.3 Cibles du systéme

Le systeme étant basé sur la non-dégradation de=ufa HIFe et donc leur activation, les
cibles de ce systeme VHL/HIF sont les produits geses cibles des facteurs HIF-1 et 2
(Figure 6). Ainsi, lorsque le VHL est inactivé, dembreux genes cibles vont étre activés
(Hickey and Simon, 2006). Les protéines ainsi quiienées vont notamment intervenir

dans :
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Métabolisme du glucose :
GLUT1, GLUT3, PGK1, HK1, HK2, LDHA,

PDRK1
(b‘_vi_s:sange/m_:_‘rvie _cellglaire;; . Dé-differenciation :
FGBP1, TGF-p, Cyelin G2, Cyelin D1,

TGF-a
Régulationdu pli : \

CAIX

Migration/invasion - /

LOX, CXCR4, e-Met, MMP2, MT-MMP I l

Octd, ID2, NOTCHI

Instabilité génétique :
Inhibition de

’ MSH2, MSH6, NSB
’ Apoplose ;

BNIP3, NIX

Régulationde la transcription :

Angiogenése/apprivisionnement en oxygene ;
DECIL, DEC2, Etsl

VEGE, PDGE, VEGFR2, Tie-2,
, _ ) EPQ, transferrine, PAL-1
Regulationds facteurs HIF ;

PHD2, PED3, CITED2

Figure 6 : Les cibles des facteurs HIF-1a et HIF-2 o. Les facteurs HIF- o régulent
de nombreuses cibles jouant un dans divers mécanismes contribuant a la survie tumorale



- 'angiogenese avec le VEGF, le PDBF-

- la croissance cellulaire et I'apoptose avec &8st et3 et laPTHrP
- le métabolisme du glucose (Glutl)

- I'érythropoiese (EPO)

- la formation de la matrice extracellulaire (bbectine)

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

- I'équilibre acido-basique (anhydrase carboniqut 92)

- le métabolisme des lipides (leptine)

Toutes ces voies cellulaires vont favoriser lasgance tumorale.

Les 2 sous-unités HIF-1 etizbien que présentant de grandes similitudes tamtiveeau de
leur structure, de leur fonction que de leur réimig n’ont pourtant pas des roles redondants.
En effet, si leurs genes cibles sont en grandeéepartnmuns et potentiellement activables par
'une ou l'autre des isoformes de maniére équivalem vitro, les études d’inactivations
génétiques ont révélé des différendgesvivo en identifiant HIF-& comme le principal
médiateur de la réponse a I'hyporiecommde facteur de transcription prédominant dans de
nombreux types cellulaires (Hu et al., 2003; Soweteal., 2003). Cependant, dans le CCC,
notamment les CCC déficients en VHL, il apparai¢ ¢1IF-2» est souvent majoritairement
exprimé et qu'il joue un réle oncogénique beaucplys important que HIFdl Ceci est
illustré par le fait que l'effet suppresseur de éums du VHL peut-étre « annulé » par
I'expression d'un variant HIFe2capable de se soustraire a la dégradation parHg pnais
pas par un variant similaire de Hlle-{Kondo et al., 2003; Kondo et al., 2002; Maranddtie
al., 2002). Inversement, l'inhibition de HIF:2mais pas de HIFel par sSIRNA dans des
cellules de CCC VHL(-/-) permet de supprimer laumbrigénésén vivo . Enfin, Raval et al
(Raval et al., 2005) ont montré que dans des esllde CCC, les 2 isoformes avaient des
effets opposeés, HIFe2favorisant la croissance cellulaire contrairemanHIF-1o qui la

ralentirait.

2.4 Autres roles du VHL

Si le réle du VHL dans la dégradation des factediis-o et le lien de ce systéme avec le

développement de tumeurs est aujourd’hui bien igtdd@aucoup d’arguments prénent
également pour d’autres fonctions du VHL qui seralélF-indépendantes. Tout d’abord, la
corrélation qui existe entre le génotype et le piygre des patients atteints de la maladie de

von Hippel-Lindau suggeére fortement que le pVHLea ddles indépendants des facteurs HIF
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(Tableau 5). En effet, chez les patients atteinttygde 2C, pVHL n’a pas perdu sa capacité a
dégrader les facteurs Hi- or les patients développent tout de méme des
phéochromocytomes, ceci probablement a cause du @aide la perte d'une fonction
supplémentaire. De méme, les patients du type Réewex du type 2B, ont tous un pVHL qui

a perdu son habilité a dégrader les facteurs dHffeurtant, ils ne présentent pas le méme
risque de développer un CCR, suggérant donc qumaion alternative du pVHL, affectée
dans un groupe mais pas dans l'autre est égalamehitiuée dans le développement de ces
tumeurs. Enfin une ou des fonctions alternativespdtiL HIF-indépendantes, pourraient
expliquer que chez la souris exprimant un VHL sgeyda surexpression de formes non
dégradables de HIFalet donc de ses protéines cibles, induise unef@ralion des vaisseaux

cellulaires mais sans développement de tumeursriEsal., 2001).

Ainsi, bien que les mécanismes de ces différemestibns ne soient pas clairement établis a
'heure actuelle, pVHL semble impliqué dans la fatmon de la matrice extracellulaire, la
régulation du cycle cellulaire, la stabilité des MR HIF-indépendante ou encore la
régulation de la transcription. En effet, hormig-Hl le VHL interagit avec d’autres protéines
dont certaines seront adressées vers une dégragetide 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 fibroneetiune glycoprotéine interagissant avec
les intégrines pour relier les cellules aux praéistructurales de la matrice extra-cellulaire
(MEC). De facon intéressante, les cellules défieigrpour le VHL présentent une MEC
désorganisée, défaut qui est réversible lorsque festaure un pVHL fonctionnel dans ces
mémes cellules (Ohh et al., 1998) (Figure 7). Leané&me par lequel linteraction entre
pVHL, une protéine cytoplasmique et la fibronectinae protéine sécrétée peut influencer
'assemblage de la matrice extra-cellulaire n'egiendant pas clair. D’autres conséquences
de I'inactivation du VHL, comme une expressionr@éédes intégrines, une surexpression des
métalloprotéases de la matrice ou une expressiandmeo de TIMP-2 (un antagoniste des
métalloprotéases de la matrice) pourraient corgrilduce phénotype. Bien que mal comprise,
cette fonction du VHL est tout a fait intéressartte. effet, comme le comportement des
cellules épithéliales est influencé par les inteoas avec la MEC, l'altération de celle-ci
pourrait contribuer a la tumorigénése des celldéfgientes en VHL.
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Protéines associées$

au VHL Fonction

Composant du complexe ubiquitin-ligase;

Elongin B/p14 ? régulation de la transcription et de I'élongation

Composant du complexe ubiquitin-ligase;

Elongin C/p18 ? régulation de la transcription et de I'élongation

Cullin 2 Composant du complexe ubiquitin-ligase
Fibronectin Assemblage de la matrice extracellald@rmécanisme
Rbx1 (Rocl) Composant du complexe ubiquitin-ligase
HIFa Cible d’ubiquitination
PKCMA and PKG Inhibition de I'activié kinase; ? Cible d’ubiguitktion
PKCs Inhibition de I'activié kinase
Spl Inhibition de I'activité transcriptionnelle deb
CCT complex Assemblage/repliement du complexe utangligase
hnRNPa2 Inhibition de hnRFL\I(P:?bzleqg’iucbci)ghri?ilr(]e;iﬁ(r)r;]-overdes ARNmMm;
FIH-1 Inhibition dg la foncti_on transactivatricfe des &gt HIFe.
? VHL agit comme un corépresseur
VDU-1 and VDU-2 ? Cible d'ubiquitination; Enzyme déubiquitination de HIF
Jade-1 Stabilisation de Jade-1; possible suppredsdumeur
Rpbl ? Cible d’ubiquitination; contrdle de la tramgtion
VHLaK Inhibition d(’e) la foncti_on transactivatrige des @aats HIFe;
? VHL agit comme un corépresseur
Rpb7 ? Cible d’'ubiquitination ; controle de la tsaription
TBP-1 Recrutement des cible d’ubiquitination de pVHL ubiglation vers le

protéasome

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




De plus, pVHL interagit également avec les micratab pour les stabiliser en inhibant I
dépolymérisationHergovich et al(Hergovich et al., 2003pnt montré que cette propri¢
semble indépendante de l'activité E3 ubigi-ligase du VHL puisque les mutants Vk
incapables de lier I'élongine C conservent la cdpate stabiliser les microtubules. De fac
intéressante, la perte de cette fonction sembtendiser les types 2A et 2B de la maladie

von Hippel-Lindau.

A A VA i L 77
VAV AV AV AV VAV AV AV AV AV AV

Morphologiede la cellule Epithéliale Meésenchymale
Matrice Extracellulaire Organisée Deésorganisee
E-cadhérine Positif Népatif
Cytosquelette Stable Instable
Adhésion Croissante Décroissante
Mohilité Décroissante Croissante

Figure 7 : Désorganisation de la matrice extracellulaen I'absence d’'un VHL sauve
D’apres Kaelin et al (2007

2.4.2 Autres fonctions

D’autres protéines interagissant avec pVHL ontidéhntifiee: (Kaelin, 2007 (Tableau 5).
Parmi celles qui sont reconnues (ou soupconnéd®tde) pour étre polyubiquitinylées
dégradées par le protéasoameretrouv: :

— les PKG et PKG lorsquelles sont hyperphosphorylées et donc act

— les protéines VDUL et VDU2 (VF-interacting deubiquitin enzyme) g
déubiquitinent HIFa
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p33
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tumeur

Figure 8: Effets pro- et anti-oncogéniques de la déficience en VHL. La déficience en VHL
induit des défauts cellulaires impliqués dans 1’oncogénése mais peut également inhiber la
croissance tumorale en induisant la sénescence cellulaire. D’apres Kaelin et al. (2007)



— des protéines intervenant dans la réegulation dealascription comme
Rpbl et 7

— des protéines de stabilisation/déstabilisationnAlRN comme hnRNPa2
D’autres protéines interagissent avec pVHL sans potant étre dégradeées :
— PKCy et PKG, dont I'activité catalytique est alors inhibée

— le facteur de transcription Sp1

— FIH-1 et VHLaK (pVHL-associated KRAB-A domain-coiriang 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.8p@démontré une nouvelle fonction
surprenante du VHL. En effet, ils ont montré quasddes fibroblastes d’embryons de souris
(MEF), la perte du VHL était a I'origine d’'un imgant mécanisme suppresseur de tunireur
vivo, la sénescence. De fait, les MEF inactivées padt WVhontraient un important taux
d’arrét de croissance cellulaire et exprimaientmesqueurs de la sénescence comme SABG
(Senescence  Associated  beta-galactosjdaset SAHF  §enescence-associated
heterochromatic fog¢i De plus, ces travaux ont montré que I'inductiencette sénescence est
indépendante de HIF mais passe par une inductiola deie RB aprés la stabilisation de
linhibiteur de kinase cyclin-dépendant 87 Cette nouvelle fonction du VHL reste & étre
démontrée dans les cellules humaines, mais poespliquer pourquoi les lIésions associées a
la maladie de von Hippel-Lindau sont restreinteedains tissus en particulier alors que le
VHL est ubiquitaire. En effet, il est tout a faibgsible que la perte du VHL entraine une
sénescence et donc empéche la formation de turdanssla majorité des tissus, alors que
dans certains tissus particuliers comme le rem eféets oncogéniques du VHL prennent le

dessus.

Ainsi, le VHL joue un r6le central dans le dévelepyent des CCC en majeure partie du fait

de son implication dans la dégradation des facwetsanscription HiFe. (figure 8)
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3- La protéine apparentée a [ hormone parathyroidienne

(PTHTP)

La PTHrP parathyroid hormone-related protirst une polyprotéine qui a été identifiée en
1987 comme étant le facteur circulant d'origine dwate, responsable du syndrome
paranéoplasique d’hypercalcémie humorale maligneH&IM (Burtis et al.,, 1987). Elle

présente une grande homologie de séquence avaddalés sa partie N-terminale, ce qui
lui permet d’interagir avec le méme récepteur, RTR1. Contrairement a la PTH qui est
sécrétée et exprimée exclusivement par la glandghyaoidienne, la PTHrP est ubiquitaire et

est exprimée aussi bien au cours du développenentttez I'adulte.

3.1 Son géne

3.1.1 Structure

Chez 'homme, le gene de la PTHrP est un gene enigu est situé sur le bras court du
chromosome 12 et dont la structure a été rappatégébut des années 1990 (lkeda et al.,
1988). Il s’étend sur plus de 15 kb d’ADN génomigetecontient 9 exons ainsi que 3
promoteurs P1, P2 et P3 (Figure 9A). Les promot@irset P3 sont des boites «TATA»
classiques nécessaires pour la transcription p&N polymérase I, alors que le promoteur
P2 est une séquence riche en éléments «GC» cohtmanmbreux sites de liaison pour les
facteurs de transcription (Mangin et al.,, 1989, @99asavada et al., 1993). On retrouve
également des sites régulateurs comme des « embamcdes « silencers », des sites de
liaison pour des facteurs de transcription (AP12&PSpl), des sites CREAMP responsive
elemeny et des sites GREjlucocorticoide responsive elemenfous ces €léments suggerent
une régulation complexe de I'expression du généad@THrP. En effet, bien que ces trois
promoteurs soient actifs dans la plupart des @sdlmormales et tumorales, des expressions
tissus-spécifiques ont été rapportées. De pluslidation alternative de ces 3 promoteurs va
donner des ARN pré-messagers contenant 9, 7 oar&eselon que la transcription est initiée
au niveau de P1, P2 ou P3 respectivement. Ces ABNnpssagers vont étre le siege d'un

épissage alternatif important (Gillespie and Marti#94; Thiede et al., 1988).
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Figure 9 : Structure de la PTHrP. (A) Le géne de la PTHrP comprend 3 promoteurs et 9
exons. Par épissage alternatif, une quinzaine d’ARNm vont étre 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.



3.1.2 Produits

Ainsi, par épissage alternatif, une quinzaine d’ARbbdant pour 3 isoformes de 139, 141 ou
173 acides aminés vont étre générés. Outre leSreliftes dans les exons non traduits en 5,
tous ces ARNm contiendront les exons 5 et 6, pbleaquasi-totalité de la séquence codante
de la PTHrP, ainsi qu'un des exons en 3’ : I'expte® ou le 9. Selon I'exons incorporé (le 7,
le 9 ou le 8), TARNmM en question codera pour fmone 139, 141 ou 173 respectivement
(Philbrick et al., 1996; Southby et al., 1996; $dmytet al., 1995). De facon intéressante, ces 3
exons portent majoritairement des régions non degagui constituent les régions 3'UTR de
ces messagers et interviennent dans la régulaédeut stabilité. En effet, une particularité
de ces régions 3'UTR est qu'elles contiennent ddtiphes séquences riches en AU
(Luparello et al.) dans lesquelles on retrouve iplurs copies du motif consensus AUUUA.
Ces séquences sont impliquées dantute-over rapide des ARNm et sont généralement
retrouvées dans la grande majorité des ARNm deéipex jouant un rble dans la
différenciation et la prolifération cellulaire, et que les cytokines, les facteurs de croissance
ou les proto-oncogenes. Ceci est en accord avdenté-vie courte des TARNm de la PTHrP
rapportée comme allant de 30 min a quelques hdiedin et al., 1997). Ces différentes
isoformes sont exprimées de fagon tissus-spécifiqure point important sur lequel je
reviendrai plus tard. Notons que dans les autnesces, le géne de la PTHrP est plus simple,
ne codant par exemple que pour un seul isoform@ ¢18141) chez les rongeurs ou pour
deux (139 et 141) chez le poulet. L’isoforme 178esseffet spécifique a I'Homme (Philbrick
et al., 1996).

3.1.3 Réqulation

La structure complexe du géne de la PTHrP conteBgromoteurs, de nombreux sites de
régulation et subissant un important épissageratiér illustre le niveau de complexité de sa
régulation. En effet, la transcription de ce gese sous linfluence de nombreux facteurs
parmi lesquels on retrouve notamment :

— le calcium

- I'AMPc

— les esters de phorbol

— les facteurs de croissance et les cytokines (E®R;ST TGFs,
ILs...),

— les facteurs de transcription commexBF
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— les hormones peptidiques comme les vasoconstrcteur
(angiotensine II)

— divers composés stéroidiens (glucocorticoides,mitta D3,
oestrogenes...),
La transcription du gene de la PTHrP peut étreléggpar ces différents facteurs de facon
dépendante des conditions physiopathologiqueseRanple, le promoteur P3, qui contient
un site de liaison au facteur de transcription Eté&rit comme un proto-oncogéne, est tres
actif dans les cancers (Southby et al., 1995).dgerf intéressante, Hamzaoui et al (Hamzaoui
et al., 2007) ont montré que Etsl active le proomoRS8 dans des lignées cellulaires de cancer
du sein mais pas dans les lignées non cancérerises,egalement lorsqu’il est surexprimé.
De plus, linfluence de divers facteurs comme leFIi5ou les esters de phorbol sur la
régulation de la PTHrP requiert la présence dé BtsEts 2 ainsi que l'intégrité de leur site
de liaison sur le gene (Lindemann et al., 2001demann et al., 2003) . Notons également
gue la présence de deux types de promoteurs daiféreGC » et « TATA » suggere qu’'un
type de promoteur puisse étre utilisé pour une esgion domestique et I'autre pour une

expression régulée

3.2 La protéine

Ces 3 isoformes de la PTHrP ont une grande padidedr séquence en commun. lIs
contiennent en effet une séquence signal « prémentique de 36 acides aminés (aa -36 a -
1), qui va permettre leur transport et leur mataradans le réticulum endoplasmique, et
portent en commun leurs 139 premiers acides anfidtorick et al., 1996). Ces 139 acides
aminés correspondant a l'isoforme 139 comportem wequence bipartite de localisation
nucléaire (bNLS). Les isoformes 141 et 173 ont domspectivement 2 et 32 aa
supplémentaires en C-terminal. En N-terminal, 8 &premiers acides aminés de la PTHrP
sont identiqgues a ceux de la PTH et la structudentensionnelle de la région 14-34 des 2
protéines est similaire, ce qui permet a la PTHnRtetagir avec le récepteur de la PTH, le
RPTHL1. La séquence 1-111 est néanmoins trés caesentre les différentes espéces telles
gue 'homme, la souris, le rat et le poulet. LaisdgC-terminale de la PTHrP (111-139)
présente quand a elle une homologie mais a un thegiddre entre les especes alors que la

partie C-terminale extréme (141-173) est spécifiglibomme (Figure 9B).
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3.2.1 Une polyprotéine aux roles divers

Ces isoformes sont le siege dimportantes modiboat post-traductionnelles. Elles
contiennent en effet de nombreux sites mono- odirakiques (résidus K/R) qui sont des
sites de protéolyse et qui vont donc étre clives ¢g@s membres de la famille des
prohormones convertases tels que PC1/2/3 et laefuilCeci va générer divers peptides
biologiqguement actifs qui subiront des modificaiosupplémentaires a savoir des O-
glycosylations ou des amidations (Orloff et al.94p 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 a ’'homme 141-173
* Des combinaisons de ces formes

Action par voie auto/paracrine

Tous ces fragments sont des peptides de sécrétibnagissent notamment par voie
auto/paracrine. En effet, de nombreuses donnédiedrdiphiques vont dans le sens d'une

action locale de la PTHrP.

Le fragment 1-36 est le fragment qui confére sespn@tés PTH-like a la PTHrP en
interagissant avec son récepteur RPTH1. L'actimatie ce récepteur, qui appartient a la
grande famille des récepteurs a sept domainesnteanbranaires couplés aux protéines G
(RCPG) est responsable de la majorité des effetausode la PTHrP. Ces effets sont le
résultat de l'activation en aval des voies de @éne kinase A, de la phospholipase C et/ou
des voies dépendantes du calcium (Mannstadt dt919). Les autres fragments interagissent
également avec des récepteurs mais ceux-ci n'‘astemcore été clonés a ce jour. Il a
cependant été montré que le fragment C-terminal-(13®) , également appelé ostéostatine,
peut interagir avec les arrestings-connues pour réguler [linternalisation et la
désensibilisation des RCPG activés par un ligarahi@ et al., 2002; Ferrari et al., 1999).
Quant aux formes de combinaison, une a par exeétglaentifiée dans I'HHM ou un des
fragments sécrétés par les tumeurs est un fraghugriminal contenant également la région

intermédiaire et dont on ne connait pas I'extréi@iierminale (Suehiro et al., 1994).
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Parmi les principaux roles de ces fragments deTldrP 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 derniére propriété de la PTHrP illustre paliggrement la complexité de son action. En
effet, il a été démontré des rbles opposés de IRrPTsur la prolifération cellulaire
dépendants du type cellulaire et de la voie deadigation activée en aval de l'interaction
PTHrP/RPTH1. Ainsi par exemple, alors que la PTHrRibe l'apoptose dans les
chondrocytes via une expression de Bcl-2, elleavstimuler dans les pneumocytes de type 2
par un mécanisme impliquant la cascade PLC etiViaz caspase 3 (Amling et al., 1997,
Hastings et al., 2003).

Action par voie intracrine

Une autre voie d’action de la PTHrP est la voieaitctine. En effet, la séquence bNLS de la
PTHrP lui permet d’étre dirigée vers le noyau elosalisation nucléaire a été observée dans
de nombreux types cellulaires (Fiaschi-Taesch aaa/&t, 2003). Cette action intracrine de
la PTHrP, initialement observée dans les chondescgar Henderson et al (Henderson et al.,
1995) qui ont montré que la PTHrP nucléaire pounetdrder la mort cellulaire en inhibant
'apoptose dans des conditions qui normalemenduiisent (ie privation de sérum), a depuis
été démontrée dans d’autres types cellulaires, auaxnou tumoraux. De fagon intéressante,
I'action intracrine de la PTHrP peut réguler I'apmge en l'inhibant ou en la stimulant comme
démontré dans les cellules cancéreuses de la wanides cellules épithéliales intestinales
IEC-6 respectivement (Tovar Sepulveda and Falz@@22 Ye et al.,, 2001). De plus,
(Massfelder et al., 1997) ont montré que dans &kiles musculaires lisses vasculaires
(CMLV), l'action intracrine de la PTHrP induit unsurvie cellulaire en stimulant la

proliférationin vitro etin vivo. Dans cette étude, ils ont également démontrdagséquence
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NLS est nécessaire et suffisante a la localisatimriéaire de la PTHrP et que c’est la partie
carboxy-terminale de la PTHrP qui est responsabléadtivité stimulatrice de la prolifération
de la PTHrP. Ainsi, I'action de la PTHrP nucléate la survie, de méme que les mécanismes
impliqués, semblent dépendants du type celluladresicléré. Il est important de préciser que
des fragments de la PTHrP ne contenant pas la ségINL_S peuvent également étre dirigés
vers le noyau. En effet, la séquence 66-94 estnrem par I'importinef. La région
intermédiaire contient un site de phosphorylatian @DK1/CDK2 (Figure 9B) or, une fois
phosphorylée, la PTHrP est retenue dans le cytm@ason action intracrine semble donc

étre régulée par le cycle cellulaire (Lam et #@99a; Lam et al., 1999b).

De plus, d’autres réles de la PTHrP intracrine saugigérés, notamment dans la régulation de
la transcription et/ou l'organisation nucléaire. pPris, la PTHrP est capable de se lier

directement a I'ARN, grace a un motif spécifiquatemu dans sa séquence bNLS, et pourrait
ainsi intervenir dans la régulation du métabolisies ARN (Aarts et al., 1999). Cependant

les modes d’action précis et les cibles potensetfle la PTHrP ne sont pas connus. Notons
gue la présence du récepteur RPTH1 a été miseiégenée dans le noyau et qu'un systeme
actif PTHrP/ RPTH1 pourrait donc également existece niveau (Clemens et al., 2001;

Fiaschi-Taesch and Stewart, 2003).

Ainsi, la PTHrP peut agir aussi bien par voie quacdcrine que par voie intracrine et  avoir
dans ces deux cas de figure, des effets opposés cumissance cellulaire en fonction du type
cellulaire considéré. Cette action paradoxale dBTairP apparait d’autant plus complexe
puisque qu’elle peut avoir des actions opposéetagunolifération d’'un méme type cellulaire
selon gu’elle agit par 'une ou l'autre de ces goiPar exemple et comme démontré par
Massfelder et al ((Massfelder et al., 1997), la FHld un effet anti-mitogénique lorsqu’elle
agit par voie auto/paracrine et mitogénique lorsspreaction passe par la voie intracrine dans
les CMLV. L'importance de la PTHrP et de ses adtibiologiques est illustrée par le déces

in uterodes souris invalidées pour le gene de la PTHréuoRPTHL1.

3.2.2 Une cytokine

Plusieurs arguments sont en faveur d'une aaydokine-likede la PTHrP : elle présente dans
sa séquence nucléotidique des motifs communs aniélé des genes précoces immédiats ;
son ARNmM a une demie-vie courte et son expresseut @tre induite par des facteurs de

croissance tels que le TGH- et 'EGF. De plus, si elle est capable d’agir coenune
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hormone, elle se comporte également comme un téguldocal de fonctions tissus-
spécifiques.
En effet, dans certaines conditions physiopathglogg ou a certaines périodes de la vie, les
taux de PTHrP circulante peuvent étre considéradénaugmentes, lui permettant ainsi
d’agir comme une hormone par voie endocrine. Caanetamment observé :
> Au cours de la vie feetale pendant laquelle la PTIidéerétée par les glandes
parathyroidiennes régule le transport transplagerda calcium (Strewler, 2000).
> Au cours de l'allaitement, ou d'importantes quagitde PTHrP sécrétée par les
glandes mammaires sont retrouvées dans le laitusteptibles de gagner la
circulation générale (Strewler, 2000).
> dans I'HHM, lorsque la PTHrP sécrétée par les tusieexerce ses actions
hypercalcémiantes sur 'os et le tubule rénal (@ee 2000).
> Dans linsuffisance rénale ou des formes carboryitgales de la PTHrP sont
retrouvées dans la circulation a des doses cosrété@rsement avec la filtration
glomérulaire (Orloff et al., 1993).
> Au cours du diabéte insulino-dépendant ou la PTEIrBulante semble impliquée
dans la régulation de 'homéostasie du calciumoetpense I'efet de la diminution
des taux sériques de PTH observée chez les diabst{tshida et al., 1993).

A contrario, et comme nous venons de le voir dangaragraphe précédent, la PTHrP agit
localement comme un facteur de croissance en néiglalalifférentiation, la croissance et la
mort cellulaire de nombreux types cellulaires telee les cellules osseuses, les cellules

épithéliales, les cellules musculaires lisse owchemdrocytes.

Enfin, tout comme ceux des cytokines, le géne d&TlArP fait partie de la famille des genes
a induction précoce dont les caractéristiques soet induction rapide et transitoire entre
autres par le sérum et les facteurs de croissaAtlimmspn and Drucker, 1992). Ces
caractéristiques sont effectivement celles dedaledion de I'expression de la PTHrP puisque
'EGF, le TG, I'lGF-1 et I'insuline majorent les taux d’ARNm d& PTHrP (Falzon, 1996a;
Kiriyama et al., 1993). Les effets du TEFnt été particulierement bien étudiés. Une
majoration de 'ARNm de la PTHrP induite par le TE& été observée dans de nombreux
types de cellules normales (kératinocytes, chorytiese épithélium prostatique, myometre,
endometre) ou cancéreuses (rénales, ovariennemnegses orales, du sein, ostéosarcomes)
(Sellers et al., 2004a; Yasui et al., 1997). L’aegmation du taux d’ARNm par le T@Fest
rapide (60 min) et releve d’'une double action. Hateune augmentation de la transcription
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Figure 10 : Roles 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)



du gene a été décritea P1 et P2 sur des cellules cancéreuses squameSseshify et al.,
1996) ou P3 sur des cellules cancéreuses du settanhen jeu la voie signalétique de smad-
3 en synergie avec Ets (Lindemann et al., 20013isNe TGIB stabilise également ’TARNmM
de la PTHrP, en particulier celui correspondariisaforme 141 (Sellers et al., 2002). L'EGF
partage avec le T@Fcette double activité sur les taux d’ARNmM de |aHPH mais stimule
I'activité transcriptionnelle de P2 et P3 et stiakil’ARNmM de I'isoforme 139 (Heath et al.,
1995). L'induction de 'ARNm de la PTHrP par le sér a été décrite sur les kératinocytes,
mais aussi sur les cellules musculaires lissesgaeg en culture et dans I'ostéosarcome.
L’augmentation de TARNm de la PTHrP par le sérushgrobablement due a l'interaction du
sérum avec des « SREsefum response elemgptrésents dans la région promotrice du géne
de la PTHrP, mais une augmentation de la stakiitd’ ARNm a elle aussi été rapportée
(Falzon, 1996b).

3.3 PTHTP et cancers

Diverses études menées chez le rat ou la sourislé@mbntré des propriétés de la PTHrP

limpliquant dans le développement et la croissanogorale :

> Elle favorise I'incidence de la formation de tumgeuarammaires et de la peau chez la
souris (Manenti et al., 2000; Wysolmerski et 2298).

> Son inhibition par ARN-antisens dans les cellulesicéreuses de Leydig H-500
diminue la taille des tumeurs formées par ces leslllorsqu’elles sont inoculées chez
le rat (Rabbani et al., 1995)

> Son inhibition par un anticorps spécifique cheadaris nude porteuse de cancer du
sein métastasé a I'os ou de carcinome a cellulesle® en sous-cutané, supprime la
croissance des tumeurs et le développement demdesstéolytiquegGuise et al.,
1996; Massfelder et al., 2004).

> Les cellules de cancer de la prostate surexpritadTHrP ont une croissance plus
rapide que les cellules controle chez le rat MatLyDougherty et al., 1999).

La pertinence de ces études est illustrée paraie que la PTHrP est fréquemment
surexprimée ou hypersécrétée dans de nombreuxrsathaet les CCR. Pour exemples, il a
été montré qu’elle est surexprimée dans 60% descadu sein, plus de 50% des cancers du

poumon, 90% des cancers du colon et la quasiitoiddis cancers de la prostate. De plus, la
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PTHrP semble jouer un rdle important dans la folonatles métastases osseuses. En diffet,
Vivo, 92% des meétastases osseuses de cancer du semeexgda PTHrP contre 17% des

métastases non-osseuses (Liao and McCauley, 2006).

Les études menées sur le role de la PTHrP dansaesrs ont montré qu’elle stimule
'adhésion, la migration et la prolifération celire et/ou I'apoptose et que ces effets sont le
résultat de l'interaction de la PTHrP avec son pém@& RPTH1 et/ou de son action

intracrine.

3.3.1 PTHrP et survie cellulaire

Dans les cancers, l'action de la PTHrP sur la sucdllulaire passe tout d’abord par son
action auto/paracrine. Ceci est démontré par l&tdd Hoey et al (Hoey et al., 2003) qui
montre que l'action mitogénique de la PTHrP surdebules de cancer du sein MCF-7 est
augmentée quand le récepteur RPTH1 est surexpDedlus, I'expression de ce récepteur
dans ces mémes cellules est corrélée a I'expreshiomarqueur de prolifération Ki67
(Downey et al., 1997). Toujours dans ces cellM&-7, Birch et al (Birch et al., 1995) ont
montré que la PTHrP 1-34 induit la prolifératioril@aire et une augmentation de 'AMPc
intracellulaire. Ce méme peptide est capable deustrr la croissance des cellules cancéreuses
de la prostate PC-3 et LnCaP (Asadi et al.,, 2001des cellules cancéreuses du poumon
BEN-57 (Burton and Knight, 1992). Dans ces dersigcet effet passe par une inhibition de
'apoptose et est également observé avec la PTHEPLI3. Enfin, au laboratoire, il a été
montré que l'effet de la PTHrP sur la prolifératides tumeurs de CCC chez la souris nude
pouvait étre inhibé soit par un anticorps anti-PFHoit par un antagoniste du récepteur
RPTH1.

Cependant, il est important de noter que la PTHR pgalement stimuler la survie cellulaire
par la voie intracrine. Ceci a par exemple été dérdadans les cellules MCF-7 ou la PTHrP
inhibe l'apoptose via une surexpression de Bcl-2agissant par voie intracrine (Tovar
Sepulveda and Falzon, 2002). Ainsi, toutes cesestdémontrent que la PTHrP, en agissant
par voie auto/paracrine et/ou intracrine est urtefac de survie cellulaire des cellules
canceéreuses, et que cette propriété peut étre duee aaugmentation de la prolifération

cellulaire ou a une inhibition de I'apoptose (Fig0).
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3.3.2 PTHTP et invasion

Pour que des cellules cancéreuses acquierent motypé invasif, il est nécessaire qu’il y ait
un déréglement simultané de protéines impliquémss d’adhésion, la migration et la
protéolyse de la MEC (Price et al., 1997), or ét& démontré que la PTHrP interfere avec

I'expression de certaines de ces protéines.

Dans les cellules MCF-7 et PC-3, la surexpressien PAHrP induit I'expression de
nombreuses intégrines, notament les intégrined B8 dont I'expression élevée est corrélée
au pouvoir invasif des cellules (Shen and Falz6032 Shen et al., 2004). Cette propriété de
la PTHrP nécessite l'intégrité de sa séquence Su§gérant que la PTHrP régule l'invasion
des cellules cancéreuses par voie intracrine . ii¢igpe, d’autres études ont montré des effets
de la PTHrP sur linvasion et I'expression de pirw8 impliguées dans ce processus,
lorsqu’elle est ajoutée en exogene. Ainsi, les rragts (1-141) et (1-84) induisent
l'expression des métalloprotéases MMP2, MMP3 et MMBans les chondrocytes
(Kawashima-Ohya et al., 1998) alors que dans l#sle® cancéreuses du sein 8701-BC, la
PTHrP (67-86) augmente l'invasion et I'expression dPA (rokinase plasminogen
activaton, une sérine protéase impliquée dans la dégradaola MEC (Luparello et al,
2003). A contrario, la PTHrP (38-94) semble inhilzedégradation de la MEC dans certaines
lignées cellulaires de cancer du sein (Luparell@lgt2001). Enfin, d’aprés une étude de
(Manenti et al., 2000), il semble que la PTHrP oagbterminale soit également impliquée

dans l'invasion (Figure 10)

3.3.3 Expression de la PTHrP dans les cancers

Comme déja mentionné plus haut, le géne de la PTesP régulé aux niveaux
transcriptionnels et/ou post-transcriptionnels gaers facteurs. Or, de maniéere intéressante,
nombreux sont les facteurs qui induisent une expres de la PTHrP et qui sont également
impliqués dans la cancérogénese. Pour n’en citer quelques-uns, nous retiendrons par
exemple NkB, capable de se lier sur le promoteur P2 et diredgon activité dans les
leucémies lymphocitaires a cellules T (Nadella let 2007), ou TGH1 et EGF déja
mentionnés. De facon intéressante, il a égalem@&nméntré une régulation au niveau du
profil d’expression des isoformes de 'TARNm de [BHPP dans différents cancers. Ainsi par
exemple, alors que seule I'isoforme 141 est expzickns le poumon sain, on retrouve les 3
isoformes dans les tissus tumoraux correspond&ate(s et al., 2004b). De méme dans le

cancer du sein, ou il semble que lisoforme 139 Béguemment prédominant et que son
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expression soit corrélée avec le développementétastases osseuses (Bouizar et al., 1999).
Cette difféerence d’expression est due, du moingagtie, a une régulation différentielle de la
stabilité de ces différentes isoformes d’ARNm peg facteurs de croissance. Rappelons en
effet que 'EGF intervient dans la stabilisation ligoforme 139 et le TGBL dans celle de

I'isoforme 141.

Ainsi, les propriétés de facteur de survie de I&lfPT associées a la modulation complexe de
son expression par les facteurs de croissance atgiogéniques, argumentent un réle majeur
pour la PTHrP dans la régulation du développemenbtal.

3.4 PTHrP et CCC

Le rein est une cible privilégiée des actions deTairP dont I'expression a été observée dans

les cellules musculaires lisses de l'arbre artgmiél et post- glomérulaire, ainsi que dans les
cellules endothéliales, les podocytes, les cellafthéliales pariétales, les cellules des tubes
proximaux et distaux et les tubes collecteurs (@€lesnet al., 2001; Esbrit and Egido, 2000).
En 1993, Gotoh et al (Gotoh et al., 1993) ont mdgtre la PTHrP est exprimée dans 95% des
tumeurs de patients atteints de CCR, et que crfiegsion est notamment élevée dans les
CCC, et ce quelle gue soit la calcémie. Cette ohsen, associée au fait que la PTHrP a été
identifiée comme un facteur stimulant la proliféesatdes cellules des tubules proximaux, a
partir desquelles se développent les CCC, a coadéihettre I'hypothése gu’en plus de son
réle dans I'HHM, la PTHrP pouvait étre impliquéendda croissance cellulaire des CCC. Une
premiere étude de Burton et al (Burton et al., 1990 effectivement démontré que la
croissance cellulaire de la lignée de CCC SKRCtd,sgcréete un fort taux de PTHrP, est
significativement inhibée aprés traitement par otisarum PTHrP ou par un antagoniste du
récepteur RPTHL1.

Cet aspect de la PTHrP a été étudié par le laborada sein duquel jai effectué ma these.
Leurs résultats ont démontré plusieurs proprigtsintéressantes 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 démontréeaq@d HrP joue un rdle crucial dans la
croissance du CCh vitro et in viva En effet, les travaux réalisés ont tout d’abomhirg

gue l'inhibition de la PTHrP par un anticorps a@afiHrP ou un antagoniste du récepteur
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RPTH1 inhibait considérablement la croissamtevitro de 3 lignées cellulaires de CCC
déficientes en VHL (786-0; UOK-126 et UOK-128) e¢, par une augmentation de
I'apoptose.In vivo, chez la souris nude xénogreffées en sous-cutdméeitement par un
anticorps anti-PTHrP dirigé contre la partie N-tarate de la protéine entraine une régression
complete des tumeurs de 786-0 dans 70% des setrce toujours via une induction de
'apoptose. Dans ce méme modele, le traitementupaantagoniste du récepteur RPTH1
n’entrainait pas de régression mais empéchaitigsance de ces tumeurs, encore une fois en
stimulant I'apoptose. Ces résultats ont depuis cétéfirmés dans des cellules de CCC
exprimant un VHL sauvage.

Ainsi, il apparait que la PTHrP est un facteur dvie essentiel au CCC indépendamment du
statut en VHL, et que cette derniére agit prin@psnt par la voie auto/paracrine pour
inhiber I'apoptose. Cependant, les effets obteraud’ @ntagoniste du récepteur étant moindre
gue ceux obtenus avec le blocage de la PTHrP panticorps suggérent que l'interaction
PTHrP/RPTH1 n’est pas seule responsable de I'dédéa PTHrP

3.4.2 Un facteur antiangiogénique

De facon intéressante, il a été observé lors degestchez la souris nude xénogréffée, que
linhibition du systeme PTHrP/RPTH1 entraine unegraentation de la densité
microvasculaire des tumeurs, suggérant un roleaagfiogénique de la PTHrP dans le CCC.
Ceci est en accord avec de précéedentes observaiiongnt montré des propriétés anti-
angiogéniques de la PTHrP mettant en jeu l'actisiégéla protéine kinase A qui, a son tour,
réduit l'activité de la petite GTPase Ras (Bakralgt2002). Notons cependant que la PTHrP
peut également agir comme facteur angiogénique dlansres types cellulaires (Akino et al.,
2000). De facon intéressante, il a été proposé da@<C, qu'une diminution de la densité
microvasculaire est associée au développement idseaaix plus importants qui facilitent
I'évolution métastatique (Delahunt et al., 1997nd\ I'effet pro-angiogénique de blocage du
systeme PTHrP/RPTH1 pourrait apporter un bénéficérapeutique supplémentaire a
I'induction de I'apoptose des cellules tumorales.

3.4.3 Une cible du VHL

Au cours de ces travaux, il a également été mayetla PTHrP est une nouvelle cible du

VHL qui régule négativement son expression. Enteféeréintroduction d’'un VHL sauvage
dans les cellules 786-0 déficientes pour le VHL idiue I'expression de la PTHrP tant au
niveau de la protéine et de TARNm. Cette régulatie se fait pas via une activation de la
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transcription mais passe en réalité par une ssabiin des ARNm de la PTHrP en l'absence
de VHL. En effet, la demie-vie de TARNm de la PRrest diminuée de 50% sous I'effet du
VHL, passant d’environ 40h a 20h dans les celld&®-0 transfectées par un vecteur vide ou
par un vecteur codant pour un VHL sauvage respautnt. De facon intéressante, il
apparait donc que la PTHrP est également une diblsysteme VHL/HIF et qu’elle est
régulée exclusivement de fagon post-transcriptib@mar ce systéme, tout comme les T&F-
etp.

Ainsi, la PTHrP apparait comme un acteur majedadeirvie cellulaire des CCC et constitue

une cible thérapeutique potentielle tout a faéiessante.
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4- La stabilité des ARN messagers

4.1 Un mécanisme majeur de régulation post-transcriptionnelle

La régulation de I'expression des genes est unepsMs essentiel au maintien de
’lhoméostasie des organismes de par son importdans la régulation de la prolifération

cellulaire, de la différentiation et de la répoase& stimuli externes.

S'il est admis depuis longtemps que la régulatilenla transcription des genes a une
influence directe sur I'expression des protéindsq@&elle constitue un des principaux
mécanismes de régulation de I'expression génigues thodes de régulation post-
transcriptionnelle en aval existent et ne doivexs @tre négligés. lIs interviennent notamment
dans la maturation des ARNm, dans leur transpdradellulaire, la régulation de leur
traduction et enfin dans leur stabilité et leumtower, autant de processus clés dans la vie
d’'un ARNm (Dreyfuss et al., 1996) (Figure 11A). Effet, la transcription des genes ne
produit pas directement des ARNmM matures mais dassdrits hnRNA (heterogeneous
nuclear RNA), ou pré-messagers qui contienneninkesns ainsi que les exons codant pour
les protéines. Ces transcrits vont donc subir ussage par le spliceosome, un complexe
macromoléculaire catalysant I'excision des intrdP@ur certains transcrits, cet épisssage sera
aternatif, c’est- a-dire qu’il y aura une variaoau niveau des exons finalement contenus
dans 'ARNmM mature. Ce processus permet d’obtenipartir d’'un seul et unique géne,
plusieurs isoformes d’'une méme protéine et/ou elusi isoformes d’ARNm selon que
I'épissage alternatif incorpore différentiellemeatds exons portant des séquences codantes
et/ou non traduites, respectivement (Kim et alQ@hang et al., 2004). Enfin, avant d’étre
traduits, ces ARNm matures vont se complexer aesdatteurs de liaison a 'ARN de facon
a étre exportés vers le cytoplasme via les porefaiwes. Une fois dans le cytoplasme,
’TARNmM mature pourra étre traduit puis sera finaggindégradé, notamment par I'exosome,
aprées une peériode plus ou moins longue définielgaiurée de sa demie-vie et donc de sa
stabilité. Cette demi-vie, différente d'un ARNm & autre, peut également varier pour un
méme ARNmM en réponse a diverses stimuli tels gaefdeteurs environnementaux, des
facteurs de croissance, ou des hormones. Ainsiepample, la demi-vie de 'ARNmM du
VEGF normalement d’'une quarantaine de minutes editons normoxiques, peut passer a
pres de 106min en conditions hypoxiques (Levy £t1&896). De la méme maniere, c-myc
peut voir la demi-vie de son ARNm diminuer jusgd’$ois sous l'effet de I'ester de phorbol
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Figure 11 : A. Les différentes étapes de expression des ARNm controlées par leurs régions non
traduites. Apres transcription des génes, maturation et transport hors du noyau des ARNm, les extrémités
5’ et 3’ non traduites interviennent et dirigent I’expression des ARNm au cours des trois étapes suivantes :
(1) I’adressage intracytoplasmique des ARNm, (2) le contrdle 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 frans.



TPA (Brewer and Ross, 1989). C’est a ce niveawedalation en particulier que nous allons

nous intéresser.

De nombreuses études menées depuis une vingtaimed#s ont mis en lumiére I'importance
du réle de la stabilité des ARNm. En effet, sidgulation transcriptionnelle permet de réguler
le taux de novod’ARNm et par conséquent le nombre de matricepodibles pour la
traduction de protéines, leur stabilité détermiaepkriode pendant laquelle ceux-ci sont
disponibles pour la traduction et donc la quardé@éprotéines qui pourra étre produite a partir
de chacun de ces messagers. La régulation de laviimles ARNm joue donc un rdle au
moins aussi important que la régulation transaipielle. La pertinence clinique de cette
régulation post-transcriptionnelle via la régulatide la stabilité des messagers est illustrée
par diverses pathologies associées a des mutatlans les séquences @is ou des
disfonctionnements des protéines agissantraams et sur lesquelles nous reviendrons plus
tard.

4.2 Mécanisme de cette régulation

A l'image du contrble de la transcription et detfaduction, la régulation de la demi-vie (et
donc de la stabilité) des ARNm est en realité wtessus finement régulé faisant intervenir
des séquences emis, cibles de facteurs agissant etmans: les protéines de
stabilisation/déstabilisation de ’TARNm (Figure 11B

4.2.1 Les éléments en cis

Les éléments agissant en cis dans la régulatida giabilité des ARNm sont des séquences
contenues dans les régions non traduites des ARdméegions UTR, qui peuvent se trouver
en 5 ou en 3’ des séquences codantes. Ce sonéléemnts qui interviennent dans la
détermination de la demi-vie basale d'un ARNm, destabilisation ou sa déstabilisation en
réponse a différents stimuli, et parfois méme dmdeiere dont il sera dégradé (Eberhardt et
al., 2007). Les nombreuses études visant a caismEst@es éléments agissant @s en ont
identifié un grand nombre. Quelques exemples p#rtoriés dans le tableau ci-dessous. lls
sont le plus souvent situés dans les régions 3'UHRce qui nous concerne, nous allons nous
intéresser tout particulierement aux éléments sare AU (Luparello et al.) qui sont les plus

répandues.
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ARE : Ces régions consensus riches en AU ont initialéerégnidentifiees dans les régions
3'UTR des 'ARNm du TNF chez 'homme et la souri;misa que dans les ARNm de la
lymphotoxine, du CSF (colony stimulating factorg tinterleukine-1 et de la fibronectin
(Caput et al., 1986). Elles ont été décrites paupiemiére fois en 1986 par (Shaw and
Kamen, 1986) comme des éléments déstabilisateutAR&Im. Ces auteurs ont en effet
constaté qu’en introduisant une séquence AU de Ugléatides issue du géne GM-CSF
humain dans la région 3'UTR de 'ARNm de la globfhde rat, cet ARNm normalement trés
stable se trouvait considérablement déstabilisé. ARE ont depuis été identifiées dans les
régions 3'UTR d’'un grand nombre d’ARNmM aux demisveurtes incluant entre autres des
ARNmM codant pour des cytokines, des proto-oncogatessmeédiateurs de l'inflammation ou
encore des facteurs de croissance (Eberhardt, &08i7) (Tableau 6). Ce sont des ségquences
nucléotidiques longues de 50 & 150 nucléotidesesiddn A-U, qui ont été divisées en 3
classes (Chen and Shyu, 1994, 1995). Les ARE disecld contiennent plusieurs copies
dispersées du motif pentamérique AUUUA dans unrenmiement riche en U. Celle de classe
Il comportent au moins 2 nonameres UUAUUUA(U/A)(A/qui se chevauchent, quant a
celles de classe lll, elles sont moins bien cars&és. Ce sont des régions riches en U mais
qui ne contiennent pas le motif pentamérique AUUUAest intéressant de noter que la
plupart des ARNm contenant des ARE de classe lembgour des cytokines alors que les
protéines intervenant dans la régulation du cgelulaire contiennent majoritairement des
ARE de classe | et parfois de classe lll (TablepuAisi, bien que les ARE n’aient pas été
classées en fonction de leur activité biologiquest possible qu’elles regroupent ensemble
des ARNm contrdlés par des voies de signalisaiioiiasres ou des ARNm codant pour des

protéines aux fonctions associées.

4.2.2 Les facteurs agissant en trans

Les études de REMSARNA electrophoretic mobility shift as3agt d’'UV cross-linking
ARN-protéines ont permis d’identifier plus d’'uneimgaine de protéines capables d’interagir
avec les AREs. Cependant, seules quelque unesalhds ont été identifiées comme jouant
réellement un réle dans la stabilité des ARNm aesquels elles interagissent. Voici les
principales protéines de liaison aux ARE intervendans la régulation de la stabilité des
ARNmM :

. Les protéines de la famille Hu :ces protéines, au nombre de 4 (HUR/HUA ;

HEL-N1 ; HuC et HuD) font partie de la super familles protéines ELAVDrosophilia
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embryonic letal abnormal visigrlike (Antic and Keene, 1997). HuR elle une pnogéi

ubiquitaire, contrairement aux 3 autres dont I'eggion est presque exclusivement limitée
aux neurones. Ces protéines sont trés conservéegngiortent 3 domaines de liaison a
'ARN RRM (RNA recognition motif), 2 dans leur doma N-terminal et 1 dans leur

domaine C-terminal, les deux domaines étant séplawés région charniere de 50 a 70 acides
aminés peu conservés (Lopez de Silanes et al.,; Zdl&ai et al., 1999). Les protéine Hu
ciblent les ARE de classe |, Il ou Il indifféremmie Elles sont principalement nucléaires
mais peuvent également passer dans le cytoplasima|es ont alors pour effet de stabiliser
les ARNm cibles auxquels elles sont liées (Chemlgt2002; Fan and Steitz, 1998). Ce

déplacement vers le cytoplasme est favorisé parsistimuli .

. La tristetraproline (TTP): cette protéine est la représentante de la petite
famille des protéines a doigt de zinc CCCH (Cys-Cys-His). Elle est majoritairement
cytoplasmique et entraine la destabilisation de ABNmM cibles en favorisant leur
dégradation. De fagon intéressante, elle cible usketment des ARE de classe |l
(Blackshear, 2002; Cao et al., 2004).

. Les protéines AUF-1 4+U-rich-element RNA-binding factor ¢ : il en
existe 4 isoformes différentes nommées d’apréstialle p37, p40, p42 et p45 et comportent
2 RRM dans leur domaine N-terminal (Wagner etl#198). Elles se lient aux ARE de classe
| et Il et sont majoritairement nucléaires maistsbéplacées vers le cytoplasme pour jouer
leur réle qui peut étre stabilisateur et/ou désitaieur 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 BSRet les AREs nécessite une
reconnaissance de la structure primaire des ARNecimais est également dépendante de
structures secondaires telles que les tige-boucless propriétés stabilisatrices ou
déstabilisatrices qui découlent de ces interactitBpendent respectivement de la capacité des
protéines de liaison a inhiber ou a favoriser Igrddation des ARNm cibles. Les mécanismes
impliqués sont loin d’étre totalement élucidés ns@mblent complexes et divers. Ainsi, il a
par exemple été démontré que les ARNm contenanABESs sont cibles de dégradation par
'exosome mais que ce dernier est incapable dagie directement avec ces ARNm. Il ne

peut les reconnaitre que par l'intermédiaire dagimes interagissant avec les ARES, ce qui
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Famille

Geénes régulés

Classe d’ARE dans
leur région 3'UTR

Cytokines, chemikines et facteurs de

croissanc

VEGF
INF-o/Bly

IL-1p/2/3/6/8/10

Classe I1) et lIB (o)
lC (B)

Classe lIC (2 ;3)

GM-CSF Classe IIA
Classe lIA @) et 1IC

TNF-o/B (B)
Proto-oncogénes, génes suppresseufs
de tumeurs régulateurs du cycle Bcl-2 ARE Classe IIC
cellulaire

c-fos ARE Classe |

c-jun Classe Il

c-myc Classe |

CyclinA/B/D1 Classe |

P21 Classe |

PTH

P53 Classe I
Enzymes et protéines de la matrice | COX-2
extracellulaire Classe IIC

uPA

Urokinase

PAI-1/2 Classe |

INOS Classe |
Récepteurs et protéines membranairgfRécepteur a I'angiotensine |l

Récepteur aux androgenes

EGFR

GLUT-1 Classe Il
Divers HIF-1a

Hsp70 Classelll

Tableau 6 :Liste non exhaustive de génes régulés via les AREs




laisse imaginer que des protéines déstabilisatfi@esrisent la dégradation des ARNm en
recrutant 'exosome alors que les protéines statiices en seraient incapables (Chen et al.,
2001). En accord avec cette hypothese que les ipestélestabilisatrices accélérent la
dégradation des ARNm en favorisant leur reconnatesaar des protéines de dégradation, il
a été montré que TTP peut interaigirvitro avec I'exosome et la PARN (poly(A) déanylase
ribonuclease) (Chen et al., 2001; Lai et al., 2008) autre model proposéest que l'interaction
des protéines avec les AREs engendre un remodelagstructures locales des ARNmMm,
favorisant ainsi leur liaison d’'autres facteurssagnt en trans tels que des ribonucléases.
(Wilson et al., 2001). Enfin, une observation iat&ante dans le cas des protéines Hu est
qu’elles reconnaissent les ARE via leurs 2 prenfRiR# alors que le %8 RRM reconnait la
gueue poly(A) (Ma et al., 1997). Ceci laisse suppagie la liaison de ces protéines Hu sur
les ARNm les stabiliserait en inhibant leur déatigh.

Ainsi, la stabilisation/déstabilisation des ARNmntenant des ARE apparait complexe et
implique divers mécanismes. La complexité de agttilation est d’autant plus illustrée par
le fait quun méme ARNmM peut étre la cible a lasfale protéines stabilisatrices et
déstabilisatrices comme démontré par Lal et al @tadl., 2004) dans le cas des ARNm de
p21 et de la cyclin D1 sur lesquels HUR et AUF-iyemt se lier. Ainsi, la durée de la demi-
vie basale ou régulée d'un ARNm peut étre le ra@sudlinteractions concertées de plusieurs

eléments en cis distribués tout au long des rédidri® d’'un ARNm.

Il est également important de noter que les preteite liaison aux AREs sont dans certains
cas capables de réguler la traduction des ARNnegildlinsi, il a par exemple été montré que
la liaison de HUR en 3'UTR de 'ARNmM de p53 estipesment corrélé a une augmentation
de la traduction de ce méme ARN (Mazan-Mamczarzalget 2003). Inversement, une
surexpression de HUR chez la souris peut empéehegéponse inflammatoiran vivo en

inhibant la traduction de cytokines (Katsanou gtZ405).

4.3 Génes régulés par les ARE et mécanismes de régulation

Cette régulation de la stabilité des ARNm par |€&EApermet un fin contrdle des réponses
cellulaires aux divers signaux intra- et extradelhes lors des variations des conditions
environnementales. Ceci notamment grace au faitdguARE sont présentes dans un grand
nombre d’ARNmM codant pour des protéines régularingervenant dans divers mécanismes.
La plupart de ces ARNm ont des demi-vies courtesodent pour des genes de réponse
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Figure 12 : Voies de signalisation et facteurs de régulation de la stabilité des
ARNm via les AREs. D’apreés Eberhardt et al (2007)



précoce (Eberhardt et al., 2007). Une liste noraestive des genes régulés par les ARE est

présentée dans le tableau 6.

Cette grande diversité de génes dont I'expresssbmégulée par la stabilité de leurs ARNm,
permet a la cellule de répondre rapidement a distamsuli. Ces stimuli qui ont une influence
sur la stabilité des messagers sont tres nombréeda #ste ne cesse d’augmenter. On
distingue les stimuli intrinseques que sont lesokiyies, les facteurs de croissance, les
hormones et les médiateurs du stress cellulaire, sfienuli environnementaux tels que
I'hypoxie, les chocs thermiques ou la privation mutriments (DiDomenico et al., 1982;

Guhaniyogi and Brewer, 2001).

Les effets de ces stimuli convergent tous versogyes cascades de signalisation qui vont
induire un grand nombre de signaux capables ddeétgs différentes protéines de liaison
aux AREs (Eberhardt et al., 2007). Les principaigigs de signalisation impliquées sont les
voies des MAP kinase, de 'AMPK, de la PKC et deREBK/Akt. Si les événements
moléculaires par lesquels ces cascades de sigmalisagulent la stabilité des ARNm sont

peu connus, on distingue 3 modes de régulatioru(€if?2) :
* Une régulation de I'expression des protéines ssalbilces/déstabilisatrices
* Des altérations de I'affinité de ces protéines gesirARES

* Une modification de leur localisation subcellulaire

4.4 @ertinence clinique : stabilité des ARNm et cancer.

La dérégulation de I'expression génique est untpoammun des cellules cancéreuses qui
acquierent ainsi un nouveau profil d’expression piegéines leur permettant de prendre le
pas sur les cellules saines. Au regard des genpdéstvia les AREs et des voies de
signalisation impliqguées dans la régulation desgmes de liaison aux AREs, de nombreuses
études se sont intéressées a la stabilité des ABds les cancers et il est aujourd’hui bien
établi que la régulation de la stabilité des ARNshuen mécanisme largement impliqué dans
'acquisition et le maintien du phénotype tumorasdcellules cancéreuses. En effet, on
s’apercoit que de nombreux ARNmM codant pour dedopsncogenes, des facteurs de
croissance ou encore des facteurs angiogéniques asmmmalement stabilisés dans de
nombreuses tumeurs (Benjamin and Moroni, 2007). esC’par exemple de cas des

interleukines, des cyclines, du VEGF ou encore @GJ. L’'augmentation de la demi-vie de
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ces ARNm peut étre due a des mutations des ségquencgs comme dans les myélomes et
les leucémies a cellules T, ou la mutationceaycpar translocation ou perte de sa région
3'UTR rend son ARNm jusqu’a 7 fois plus stable (Aght al., 1990; Hollis et al., 1988). Une
autre cause peut étre une expression anormalereméieédes protéines de liaison, c’'est ce
qui est observé dans les tumeurs du cerveau oudduRxprimé constitutivement et stabilise
entre autres les ARNm du VEGF, de COX-2 et du TNRabors et al., 2001).
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5- Objectifs

Dans un contexte bibliographique ou il est étajule le VHL est I'acteur majeur de la
régulation des facteurs HIF et que ce systeme VHLfidgule de facon transcriptionnelle
et/ou post-transcriptionnelle de nombreuses modécudont des facteurs de croissance
largement impliqués dans la croissance tumorale, tnaeaux de théses s’inscrivent dans la
continuité des travaux récents du laboratoire iflant la PTHrP comme un facteur de survie
essentiel du CCC humain et comme une cible du géperesseur de tumeur VHL qui régule

la stabilité de son ARNm.

A patrtir de ces résultats, nous avons émis I'hygehgue la régulation post-transcriptionnelle
de la PTHrP et d’autres cibles comme le VEGF otG&{ par le systeme VHL/HIF, ferait
intervenir des protéines stabilisatrices/déstadiiises de 'TARNmM qui seraient elles-mémes
des cibles du systeme VHL/HIF. L'objectif de maghétait donc d’identifier ces protéines
pour étudier leur impact sur la croissance cellaldu CCC.

Sachant que la PTHrP est exprimée en 3 isoformd8@d41 et 173 acides aminés et que les
ARNmMm a l'origine de ces isoformes possedent demmég3’'UTR différentes mais qui toutes
portent des séquences AUUUA intervenant dans lala#ign de la stabilité des messagers, le
premier objectif était d’étudier I'expression des ¢geoformes dans le CCC humamvitro et

in vivo. Une fois ce profil d’expression établi, les obifscétaient d’identifier les protéines de
liaison a TARNm de la PTHrP, de vérifier leur ingadtion dans la régulation de la stabilité
d’autres ARNm cibles du systeme VHL/HIF et d'étudieur impact sur la croissance
cellulaire du CCC.
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Chapitre 2 : Matériel et
Méthodes




1 - Matériel

1.1 Lignées cellulaires

Nous avons utilisé sept lignées humaines de CGiCdsticientes en VHL (lignées 786-0,
UOK-126, UOK-128 et A498) soit exprimant un VHL sage (lignées ACHN, Caki-1 et
Caki-2). L'’ensemble de ces lignées a été obtene &KECC (American Type Culture
Collection, Manassas, USA), a I'exception des lem&OK-126 et UOK-128 qui nous ont
éte généreusement fournies par le Dr Patrick Adglier 'U575 (Strasbourg, France). Nous
avons également utilisé des clones de cellules O7&&nsfectées par une construction
pCR3.1-Uni codant pour le VHL(1-213) humain, patteenéme construction codant pour le
AVHL(1-116) humain, ou par le vecteur seul. Ces eforétaient déja disponibles au
laboratoire. Toutes les lignées sont maintenuess ddun milieu DMEM (« Dulbecco's
Modified Eagle Medium », Invitrogen, Cergy Pontgig&ance) supplémenté de 10% de
sérum de veau feetal (FBS, Invitrogen) et d’'un nggadantibiotiques (pénicilline, 100 U/ml
et streptomycine, 0.1 mg/ml ; Invitrogen). Pour ¢éelules 786-0 transfectées, 506/ml de
G-418 (GIBCO) ont été rajoutés au milieu de cultpoer la sélection. Dans tous les cas, les

cellules sont cultivées a 37°C dans une atmosgherade contenant 10% de g@ans I'air.

1.2 Tissus

Pour confirmer la pertinende vivo des résultats obtenus vitro dans les lignées cellulaires,
nous avons également utilisé des fragments de stigamoraux et de tissus sains
correspondants, issus de patients opérés de CG&dgpaes. Ces échantillons, obtenus grace
a une collaboration avec le Service de Chirurgielagique du Nouvel Hopital Civil (NHC)
de Strasbourg (HUS) (Prs Didier Jacgmin et Hervégl.asont congelés dans I'azote liquide
immédiatement apres le prélévement et conservBsi @iisqu'a leur utilisation. Le

consentement éclairé de chaque patient a été Hecuei
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2- Etude de [expression des ARNm

2.1 Extraction des ARNm

L'ARN total est extrait des cellules en culturedes tissus humains par la technique au

TRIzol (Invitrogen) selon le protocole défini par fournisseur. Le TRIzol est une solution
mono-phasique de phénol et d’isothiocyanate deidunqui permet de lyser les cellules et
de dissoudre les composants cellulaires tout eseprént I'intégrité des ARN. Brievement,
les tissus (50 a 100mg) sont broyés a l'aide d'attep dans 1 ml de TRIzol et les cellules
lysées dans ce méme réactif. Afin d’assurer ungodiation des complexes nucléoprotéiques,
les échantillons sont laissés a reposer pendaninbtes a température ambiante. Aprés
addition de 20Qu de chloroforme, le mélange est agitgoureusement a la main pendant 15
secondes et incubé pendant 10 min a températureamimbUne séparation dehase est
effectuée par centrifugation a 4°C pendant 15 mli2@00 g, puis les ARNontenus dans la
phase aqueuse sont récupérés et précipités paioadtk 500l d'isopropanol. Les tubes sont
alors agités, incubés a température ambiante pendarndizaine de minutes puis centrifugés
a 12000g pendant 10 minutes a 4°C. Les culots aong lavés a I'éthanol 75%, séchés a
l'air, puis repris dans 10 a 50 d'eau bidistillée a 0,1% de diéthyl-pyrocarbonaie
inhibiteur de nucléase. Les concentrations sorgradghées par densité optique a 260 nm et
la pureté des échantillons d’ARN est calculée paapport des densités optiques a 260 et 280
nm. Un rapport €gal ou supérieur a 1,7 indiquieskace de contamination de la préparation
d’ARN par 'ADN.

2.2 Transcription reverse
L’obtention des ADNCc totaux est réalisée par trapsion reverse (RT) sur 5ug d’ARN total.

Aprés une premiére incubation des ARN en préseficqilfl d’amorces non spécifiques
p(dThs (Roche Diagnostics, Meylan, France) a 65°C, leamg# réactionnel est complété
avec 400U de transcriptase reverse (Invitroge®) d'inhibiteur d’ARNase (Invitrogen), 1
mM de désoxynucléotides triphosphates (ANTP, Roehd® I'eau ARNase free gsp 40ul. La
réaction se fait pendant 1h a 37°C. La transcmiptiéverse est stoppée en chauffant les

échantillons a 99°C pendant 5 minutes.
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2.3 Quantification des ARNm

2.3.1 Etude de [expression relative des cibles : POR semi quantitative

en temps réels
Les ADNc obtenus par transcription reverse ontgégntifiés par réaction de polymérisation
en chaine (PCR) en temps réels en utilisant. LeNA§pécifiques des ARNm étudiés ont été
amplifiés en utilisant le kit “LightCycler-FastStaDNA Master SYBR (syber) Green »
(Roche Diagnostics). Des courbes standards omtbd¢®ues pour les cibles recherchées ainsi
gue pour le gene domestiqgue GAPDH (glycéraldéhydesphate deshydrogénase) par
dilutions en cascade des échantillons mélangés N&ARN accord avec I'un des protocoles
préconisés par le fournisseur du kit (Roche Diagio®)s Le milieu réactionnel (20 contient
4 mM MgCh, 0.5uM de chaque couple d’amorces sens-antisens spgéxsfide chaque géne
recherché , 0.pM de sonde SYBR verte, 0i4M de sonde d’hybridation, 1 x de tampon de
réaction « FastStart » (ADN polymérase, dNTPs, tamhpet 2 ul d’ADNc, selon les
recommandations du fournisseur. Aprés une prendi&n@turation a 95°C pendant 10 min, la
PCR est réalisée en 45 cycles de dénaturation 8l05°C), d’'amorcage (5 s a 60°C) et de
polymérisation (12 s a 72°C). Chaque amplicon avér#ié sur gel d’agarose a 2%. Un
contrble négatif était systématiquement realiséeemplacant '’ADNc par de I'eau stérile de
gualité¢ PCR. Chaque échantillon a été analysé 3dbiquantifié avec le logiciel d’analyse
pour LightCycler (Roche Diagnostics). L'expressioglative des différents genes a été
calculée en rapportant les taux dARNm a ceux dé&sRPDH considérée comme géne

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 isoformeslal PTHrP, il était nécessaire de pouvoir
guantifier chacune des isoformes afin de les coarpaes amorces sens et antisens utilisées
pour les réactions de PCR ont été choisies danexi@ss non traduits en 3’ spécifiques de
chaque isoforme, a savoir les exons 7, 9 et 8 pesrisoformes 139, 141 et 173,
respectivement. Pour I'analyse de I'expressionadBTHrP totale, les amorces utilisées ont
été choisies dans I'exon VI du géne de la PTHrRegucommun aux diverses isoformes . Les
réaction de PCR ont été réalisées comme décritlpd®€R semi-quantitatice, a la différence
gu’'apres avoir éeté verifié sur gel d’agarose a 2¥%aque amplicon ( hormis celui de la
GAPDH) a été extrait du gel (Gel extraciton kit AQIEN), puis réamplifié par PCR avec les
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mémes amorces et selon les mémes conditions glessus en concentrations connues pour
servir de « calibrateur » afin de quantifier 'eggsion des diverses cibles. L’expression
relative des diverses isoformes de la hPTHrP dadePTHrP totale dans chaque lignée et
cellules transfectées a alors été calculée en ifjaantleurs taux d’expression grace aux
calibrateurs. Ces concentrations ont ensuite éténalsées par rapport a I'expression de la
hGAPDH dans I'échantillon correspondant. Les r@gsilont été exprimés soit en fM soit en
pourcentage des diverses isoformes par rapport éoteentration 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-B AAGTTAAAAGTGGAGCAGC CACTTGCAGTGTGTTATCC
GAPDH GGAAGGTGAAGGTCGGAGTC | GCAGTGATGGCATGGACTG

3- Recherche des protéines de liaison a LARNm de la
PTHrP

3.1 Génération des sondes ARN

Trois fragments ADN se chevauchant et reprenansémble de la séquence de I'exon IX
spécifique de I'isoforme 141 de la hPTHrP, ainsuguragment correspondant a 'ensemble
de I'exon IX, ont été générés par PCR (Figure I8)sdie milieu suivant : amorces sens et
antisens spécifiques (0.15 uM), dNTP (0.4 mM), DA polymérase (5 U, rajoute un A en
3’ du fragment PCR) (Promega, Charbonniéres-lessBdirance), MgCl2 (5 mM) et 0.5 ug
d’ADNCc de la lignée cellulaire 786-0. Les cyclesBP@nt été programmeés comme suit : 94°C

pendant 3 min, 3 cycles a 94°C pendant 15 s, 54ft@ignt 1 min et 74°C pendant 1 min ;
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puis 20 cycles a 94°@endant 15 s, 65°C pendanmin et 74°C pendant 1 rr suivis d’'une
phase d’extension a 74°C pendant 10 . La séquence de reconnaissance de I'/
polymérase T3 a été rajoutée en 5’ de chaque amserceafin de s’'assurer de la transcrip
du brin ADNsens lors de I'étape de transcriptin vitro décrite cidessous et ce quelle g
soit I'orientation du fragment PCR dans le vectéwr site de restriction BamH1 a égalem
été rajouté en 5 de chaque amorce antisens (smuvant ainsi en 3’ du fragrmt PCR
généré) afin de permettre la linéarisation du weotm aval du fragment PCR avant |'étape
transcriptionin vitro. Les fragments PCR obtenus, dont les tailles son2afipb (14-1),
237pb (141-2), 209pb (143)et 510pb (141-c) en tenant compies séquences T3 et Bam
rajoutées ont ensuite étéous-clonés par clonage T/A dans le vecteur p(-T Easy
(Promega, France) selon le protocole du fournisddne « maxiprep» (Qiagen, Courtaboel
France) de chaque construction a été réalisée #&nsformation de bactéries Escheric
coli DH5a compétentes (Invitrogen) afin de disposer d’unenttéa suffisante de chaq!
construction. L’'exactitude de la séquence des tirmigments de I'exon IX du gene de
hPTHrP (identification JO3580, Genbank,H) a été vérifiee par séquencage (Genosg

Biotechnologies, Paris, Franc

2 UGCA
ot 1-141
3-UTR
Région 1
commune 169 pb 2 3
206 pb
C
479 pb

Figure 13 : Sondes ARN générées par P

3.2 Transcription in vitro

Dix pug de chacune des quatre constructions contenastiees ADN correspondar
a I'exon IX dugene de la hPTHrP ont été linéarisés par digegitaymatique par Bamk
(Euromedex), déposés sur gel d’'agarose 2% et @sisfir colonne a I'aide du kit GelExtr.
(Qiagen) selon le protocole du fournisseur. Chasprede ADN de I'exon IX du géne de

hPTHrP a alors été transcrite en ARN dans un miliekactionnel de 1(ul
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contenant (concentration finale) : tampon de trapson T3 (1x, Promega), DTT (10mM),
inhibiteur d’ARNase (100U, Invitrogen), INTP (ATB.5mM ; GTP, 0.5mM ; UTP, 0.5mM ;
CTP, 0.33mM et biotine-14-CTP, 0.17mM ; Invitrogengcteur linéarisé (&g) et ARN
polymérase T3 (40U, Promega), pendant 2h a 37°€réactions de transcription ont ensuite
ete traitées a la DNase | (Amersham Biosciencesay)irance) afin de digérer le vecteur
linéarisé. Pour cela 30U de DNase | ont été ajgudéehaque réaction de transcription, et le
tout incubé pendant 15 min a 37°C. Finalement, ABNs ont été purifiés sur colonne
« NucAway Spin Columns » (Ambion, Huntington, UKJicgliminent, outre les sels et la
DNase |, les nucléotides non incorporés. Pour detacolonnes Ambion sont tout d’abord
hydratées avec de l'eau traitée au diéthyl-pyramaabe (DEPC, inhibiteur d’ARNase)
(Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France), cdngées a 750g pendant 2 min puis les
échantillons déposés sur la colonne. Aprés uneehréntrifugation & 750g, 2 min, les ARNs
sont récupéreés puis stockés a -20°C jusqu’a I'éthpe cross-linking » aux UV décrite ci-
dessous. La taille des ARNs obtenus correspondamt8 sondes ADN de I'exon IX du gene
de la hPTHrP a été veérifiee sur gel d’agarose 28pané a I'eau traitée au DEPC. La taille
des ARNSs obtenus est de 169 (r141-1), 206 (r141738,(r141-3) et 476 (r141-c) bases.

3.3 UV cross-linking ARN-protéines

Une réaction de « cross-linking » aux UV a étéiséal pour chaque sonde ARN avec
avec différents extraits protéiques de cellulesriexgnt ou non un VHL, sauvage ou muté.
Pour chaque réaction de « cross-linking »,p@e protéines d’extrait cellulaire sont incubés
avec 5@l d’ARN biotinylé purifié dans 200 final de tampon de liaison de 'ARN contenant
(en mM final) : tampon HEPES (20), MgB), KCI (40), DTT (1) et glycérol 5%. Apres une
incubation de 15 min a température ambiante, dgéhine (Sigma) a 5mg/ml dans de I'eau
traitée au DEPC est ajoutée aux milieux réactiagei sont incubés a nouveau 15 min a
température ambiante. Les milieux d’incubation sié#gosés dans une plaque 96 puits qui est
irradiée aux UV pendant 5 min a la puissance mabkeirdans un spectrolinker XL-1000 UV

crosslinker (Spectronics Corporation, Westbury, NNGA).

3.4 ®urification des complexes

Les complexes ARN biotinylés-protéines sont pusifi@r une technique de séparation
utilisant des sphéres paramagnétiques (MagneSpbauejées a la streptavidine (Promega).
Les sphéres sont contenues dans des tubes a daish6ml permettant d’isoler jusqu’a 1mg
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d’ARN. Les spheéres sont tout d’abord isolées @é&ad’un portoir magnétique (Promega) puis
lavées 3 fois dans 3Dde tampon SSC (« standard sodium citrate ») Gditenant NaCl 75
mM et citrate de sodium (sel déshydraté trisodiguB)mM dans de 'eau traitée au DEPC,
pH 7.2. Les sphéres sont ensuite resuspenduess@ainde tampon SSC 0.5x. Tren de
sphéres sont alors ajoutés a chaque réaction dss-kinking » et le tout incubé pendant 10
min a température ambiante en mélangeant toute @ par inversion des tubes. Les
sphéres, qui sont cette fois liées aux complexebl ARtinylés- protéines, sont a nouveau
isolées a I'aide du portoir magnétique puis lavédsis dans du tampon SSC 0.1x. Apreés le
lavage final, les sphéeres sont resuspendues dahid @6 tampon de liaison de 'ARN
(composition donnée au paragraphe précédent), ipcignées pendant 30 min a 37°C en
présence d’'un mix d’ARNase A et T1. Cette étapengerde digérer les extrémités des ARN
liés a la streptavidine et ainsi de libérer les plaxes ARN-protéines qui se retrouvent alors
libres dans le surnageant. Les complexes ARN-presesont alors isolés par capture des
sphéres a l'aide du portoir magnétique et le swaag récupéré et utilisé pour
I'électrophorese.

3.5 SDS-PAGE et révélation

Les protéines sont dénaturées par incubation damsmpon de Laemmli (0,0025%
bleu de bromophénol, 5% SDS, 12,B¥nercaptoéthanol, 160 mM Tris et 25% glycérol), 6
min a 100°C puis déposées et séparées sur geyldaamte a 10% par migration a 150V
pendant 2h. Apres la migration, les protéines séwélées au nitrate d’argent en utilisant le
kit de marquage ProteoSilver plus (Sigma-Aldrictyactement selon le protocole décrit par
le fournisseur. Dans ce protocole, aprés les étdpefixation (30 min dans une solution
éthanol 40% vol/vol et acide acétique glacial : 8ldvol), de sensibilisation (30% dans une
solution éthanol 30% vol/vol ; glutardialdéhyde Zb% poids/vol ; thiosulfate de sodium
0.2% poids/vol et acétate de sodium 6.8% poidseite lavage (eau distillee 3 fois 5 min),
le gel est incubé dans une solution de nitrategétatr (nitrate d’argent : 0.25% poids/vol ;
formaldéhyde 0.015% poids/vol) pendant 20 min. Af2davages a I'eau distillée pendant 1
min, le gel est développé (entre 2 et 5 min dans solution carbonate de sodium 2.5%
poids/vol et formaldéhyde (0.008% poids/vol) puiegoé dans une solution d'EDTA
dihydrate (1.5% poids/vol).
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4- Etude de [expression protéique

4.1 Extraction des protéines

4.1.1 Protéines totales

A partir des cellules

Les cellules sont lavées 2 fois dans du tampon BB& 2 ml de tampon de lyse est rajouté,
de composition suivante : 50 mM Tris-HCI, 150 mMQ\la0.02% azide de sodium, 100
pg/ml PMSF, 100 pg/ml aprotinine et 1% NP-40 (Sighidrich). Les flacons de culture sont
alors placés a +4°C pendant 30 min puis les csligtattées du support, permettant d’obtenir
le lysat cellulaire correspondant. Les lysats semtrifugés a 14 000 g pendant 10 min a 4°C

et les surnageants conservés a -80°C.

A partir des tissus

Les fragments de tissus (50-100mg) sont broyéso#arplans 1 ml de tampon A, riche en
inhibiteurs de protéases (10% glycérol, 20 mM H@&, 100 mM NaCl, 2 mM PMSF, 2 mM
EDTA, 10 mM orthovanadate de sodium, 1@/ml leupeptine, 10ug/ml aprotinine).
L’homogénat est centrifugé a 27000 g pendant 3Qutaga 4°C. Le surnageant est jeté et le
culot membranaire remis en suspension dans du tantpo(tampon A, additionné
extemporanément de 1% NP-40, 0,1% SDS et 1% désobage). Apres 30 minutes
d’'incubation sous agitation a 4°C et une nouvebatdfugation a 30000 g pendant 30

minutes a 4°C, le surnageant contenant les prat@sterécupéré et conservé a -80 °C.

4.1.2 Protéines nucléaires-cytoplasmiques

Pour I'extraction des protéines nucléaires et dgmpiques, les cellules sont rincées au PBS,
trypsinisées puis récupérées par centrifugatio@d®n, 5 minutes). Elles sont alors remises
en suspension et incubées sur glace pendant 1Gewidans 500ul d’'un premier tampon A
hypoyonique (10 mM HEPES [pH7,9], 10 mM KCI, 1,5 mWgCl,, 1 pg/ml leupeptine, 1
pg/ml aprotinine, 0,5 mM phenylmethylsulfonyl flide). La lyse est effectuée par ajout de
50ul de tampon A contenant 2,5% de NP-40. Les noysant ensuite récupérés par
centrifugation (3500 rpm, 4 min, 4°C) et les sgeant soumis a 5 cycles de
congélation/décongélation suivis d’'une derniéererifeigation (3500 rpm, 10 minutes, 4°C).
Les culots précedemment obtenus et contenant lggauroremis en suspension dans un
tampon C (20 mM HEPES [pH 7.9], 0.45 M NaCl, 1 mMTA, 1 pug/ml leupeptine, 1 pg/ml

65



aprotinine, 0,5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride)agités a 4°C pendant 30 minutes. Apres
centrigugation a 14000 rpm pendant 10 minutes a, 48€ surnageants contenant des
protéines nucléaires sont récupérés et conser8¥ @. Le méme protocole a été utilisé pour
extraire les protéines nucléaires cyto-plasmiquparér des tissus aprés que ceux-cCi ient été

broyés.

Les protéines (obtenues a partir de cultures @élkd ou de tissus) sont dosées sur un aliquot
du surnageant selon la méthode de Lowry et al (y@wal., 1951).

4.2 Western blot
Les protéines sont dénaturées par incubation daterpon de Laemmli (0,0025% bleu de

bromophénol, 5% SDS, 12,58smercaptoéthanol, 160 mM Tris et 25% glycérol), i @&

100°C. Les extraits protéiques (10 a|3f) sont déposés et séparés sur gel d’acrylamide a
10%. La migration est effectuée a 150 V pendantlL2Rk. protéines sont ensuite transférées
avec un systéme Biorad sur une membrane PVDF perddtlaa 100 V. Apres transfert, la
membrane est rincée pendant 10 minutes dans dwtesgin Tris (TBS), pH7,5, contenant
0,1% de tween-20 (TBST), puis saturée pendant i8 sgitation & température ambiante
dans du TBST contenant 5% de lait écrémé. La mambeat alors incubée sous agitation, a
4°C, pendant la nuit avec I'anticorps primaire €éildans le TBST contenant 5% de lait
écrémé ou pendant 1 h a température ambiante,ursugous agitation. Les différents
anticorps utilisés sont répertoriés plus bas. Lanbrane est ensuite lavée trois fois avec du
TBST, puis incubée pendant 1 h a température aresous agitation avec un anticorps
secondaire couplé a une péroxydasgres 3 lavages avec du TBST, le marquage esté&ével
par chimioluminescence avec un kit de détectionm{dilon western substrate, millipore).
Les temps d’exposition dépendent de I'intensitéidnal.

Les membranes PVDF peuvent étre utilisées plusfeiggrace au kit ReblotPlus (Millipore,
,France). Brievement, les membranes sont incubmes agitation dans la solution de reblot
1X de facon a retirer les anticorps sans détreseprotéines fixées sur les membranes. Apres
2 lavages dans du TBST contenant 5% de lait écrienpEpcédure de marquage est reprise a
partir de la saturation.

Anticorps utilisés et concentrations :
— Anticorps monoclonal de souris anti-HUR (Tebubid),000
— Anticorps monoclonal de souris afitiactine (Sigma), 1/5000

— Anticorps polyclonal de lapin anti-Lamin B (Upstat®/2000
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— chévre anti-lapin (Amersham), 1/20000

— chevre anti-souris (Amersham), 1/20000

4.3 Elisa

Les expressions de VEGF et TGE-dans les surnageants de culture de cellules0786-
transfectées par un siCtl ou siHUR, ont été anafyg@r kit Elisa (GE Healthcare Europe,

Orsay, France) selon les recommendations du faeuis

VEGEF : 50ul d’échantillon sont incubés pendant 2h dansplague 96 puits coatée avec un
anticorps anti-VEGF. Apres rincage de la plaqueseoond anticorps biotinylé puis un réactif
streptavidin-HRP sont ajoutés et inbubés. La réaatst initi€ée par ajout du substrat TMB et
se fait pendant 30 min dans le noir. La réactidrakess arrétée par une solution stop et la DO
lue & 450nm. Tous les échantillons sont dosés ehlel@t leur concentration est calculée par

rapport a une courbe standard réalisée a partiede- recombinant.

TGF-p1 : Avant de doser le TGB1 dans les surnageants de culture, celui-ci distlétéré

de toute association avec d’autres protéines. Rela, les échantillons sont pré-traités
pendant 1h par ajout de 10% de HCL 1N. Avant lauregsles échantillons sont rendus
neutres par 10% de NaOH 1N. Les échantillons santhiés dans une plaque coatée avec un
anticorps anti-TGH1. L'ajout d’'un second anticorps conjugué a une HRRIu substrat
TMB déclenche la réaction. La DO est lue a 450Dm.méme que pour le VEGF, les

echantillons sont dosés en double par rapport Zowmde standard.

5- Etude de [inhibition de HuR sur la croissance cellulaire

5.1 In vitro

5.1.1 Transfection des cellules par stARN

Les cellules 786-0 ont été « reverse transfectgasr»des duplexes de siARN spécifiques
pour HUR (Ambion, Courtaboeuf, France) ou non duges (Qiagen), avec la lipofectamine
RNAimax (Invitrogen) en accord avec les recommandatdu fournisseur. Brievement, les
duplexes siARN (concentration finale 50nM) sontuédd dans du DMEM sans sérum ni
antibiotiques et incubés pendant 10 minutes a teatyr@ ambiante dans les puits de plaques

96, 24 ou 6 puits, en présence de I'agent de &ahsh. Les cellules sont alors ensemencées
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en quantité adéquate dans du milieu supplémentél@¥ de sérum, toujours sans
antibiotiques. Le nombre de cellules ensemencéasndédes plaques de culture utilisées, il
est calculé de maniere a ce que les cellulesgatiet 30 a 50% de confluence une fois
adhérentes. Les cellules ainsi transfectées siséat pour analyses 24, 48, 72 et 96h apres

transfection.

5.1.2 La densité cellulaire

La densité cellulaire a été déterminée par comptageuel a 24, 48, 72 et 96h apres
transfection. Les cellules en culture sont rinc@@$’BS puis détachées grace a 'action de la

trypsine. Elles sont alors comptées a 'aide d'celéule de Neubauer.

5.1.3 La prolifération cellulaire

Pour la mesure de la prolifération cellulaire, ¢eflules sont ensemencées dans des plaques
96 puits a raison de 2000 cellules par puits. laddifration cellulaire est mesurée a l'aide du
kit BrdU cell proliferation assay (Calbiochem). &rement, le BrdU (5-bromo-2’-
déoxyuridine) est un analogue structural de la fdyme qui va s’incorporer a I'’ADN lors de

la réplication. Il est ajouté au milieu de cultygendant 24h puis les cellules sont fixées et
perméabilisées. Enfin, le marquage a l'aide uncants primaire anti-BrdU et d’'un anticorps
secondaire couplé a une peroxydase permet, apam# aju substrat de quantifier
l'incorporation de BrdU par colorimétrie.

S.1.4 La mort cellulaire induite

FACS (Fluorescence activated cell _sorting) :L’apoptose a été mesurée in vitro par

cytométrie de flux. Apres traitement des cellulles cellules mortes contenues dans les
surnageants de culture ainsi que les cellules adtes sont récupérées et lavées par plusieurs
cycles de ringages au PBS et de centrifugationQi#0, 2min 4°C). Les culots ainsi obtenus
(contenant les corps cellulaires du surnageantegtckllules adhérentes) sont remis en
suspension et incubés 10 minutes dans I'obscuats din tampon d’incubation (140 mM
NaCl, 5 mM CacCl2, 10 mM Hepes) contenant 0,5% déxime V couplée a FITC (Roche) et

1 ng/ml d’iodure de propidium (Sigma). Les cellulessensuitecentrifugées et fixées avec
du formol 1% (4°C, entre dix min et 5 jours) et pent étre conservées une semaine. Le jour
de I'analyse par FACS, les échantillons sont ckrgés puis les culots repris dans du tampon
d’'incubation. L’'annexin V marque la phosphatidyisér et sert donc de marqueur de

'apoptose précoce puisque les cellules ne sontpeaséabilisées. Quant a l'iodure de
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propidium, il s’agit d’'un agent intercalant de I’ADqui permet de distinguer I'apoptose de la

nécrose.

5.2 In vivo

5.2.1 Le modele de souris nude xénogréffée.

L’étude réalisée chez la souris nude a été memgeldaespect des regles bioéthiques et de la
législation francgaise. Les xénogreffes de CCC hanoait été faites sur des sourisiede »
athymiques SWISS nu(-/-) (Charles River) &gées slentaines. Les souris ont été maintenues
dans des conditions aseptisées ; la nourrituraul'et la litiere ont été autoclavées et les
manipulations ont été effectuées sous une hottellestélans une piece dédiée a
'expérimentation animale. L'implantation des ligs€tumorales (786-0) chez les souris
anesthésiées a lisoflurane (anesthésie gazeusafamsée a partir de cellules en phase
exponentielle de croissance (80% de confluenceyir@m 10 millions de cellules sont
injectées en sous-cutané dans le dos des souns, &jées de 8 a 9 semaines. Lorsque les
tumeurs ont atteint un volume suffisant ( envir@®® Innt), soit 4 & 5 semaines plus tard, les
souris sont réparties au hasard en groupes de ealunygen équivalent : un groupe contréle et
un groupe traité. Le traitement est réalisé pacitmpns intra-tumorales de siHuUR ou siCtl a
raison de 10nmol/kg, 2 fois par semaine, pendaen3aines. Dans le méme temps, le volume
des tumeurs est mesuré a l'aide d’un pied a ceufigss calculé selon la formule : longueur x
largeur x épaisseur x 0.5236. A l'issue des prdas;oles souris sont anesthésiées puis
sacrifiées. Le sang et les tumeurs sont alors &égp Un certain nombre de parametres
physiologiques (électrolytes, créatinine, urée .nf @e mesurés dans le plasma. Toutes les
tumeurs sont découpées en 2 parties : une pattimorgelées dans I'azote liquide afin d’en
extraire ensuite les protéines , 'autre partiefigge 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 nivel®s tumeurs sous-cutanées a l'aide d’un
anticorps anti-Ki67 (Mib-1, Dako) utilisé a uneutibn de 1/100, pendant 4H a température
ambiante, apres démasquage antigénique par chauffagcomptage est ensuite effectué sur
15 champs représentatifs observés au grandissem®mt(0,25 mr chacun). Les résultats

sont exprimés en % (nombre de cellules marquéesosabre de cellules totales).
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5.3.3 Mesure de la mort cellulaire induite

La mort cellulaire induite a été évaluée grace atdehnique du TUNEL (Terminal
deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP edclend labeling). Le kit in situ cell
death detection kit, POD » de Roche a été utilis&gvant les instructions du fournisseur
pour marquer les extrémités 3'-OH libres de I'ADMrgda terminal transférase (TdT). Le
comptage du ratio cellules marquées par rapporntoacbre total de cellules a été réalisé sur
15 champs les plus marqués (0,25 mm2 chacun) ekanain microscope a grandissement
x40.

5.2.4 Mesure de la vascularisation

Pour I'étude de la vascularisation, nous avonssatifanticorps anti-facteur VIII polyclonal
de lapin anti-humain (A0082, Dako, France) a uhatidn de 1/200 et I'anticorps monoclonal
de souris anti-CD31 (JC70A, Dako, France) a unetidit de 1/40, aprés démasquage
antigénique par protéase (protéinase K), incubésigreg 30 mn. Le comptage de la densité
vasculaire et du nombre d’intersections vasculastgéalisé au microscope optique sur 5 et

4 champs respectivement, observés au grandisseméni0,25 mr).

6- Statistiques

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne m.skgdles sont comparées en utilisant une
analyse multifactorielle de la variance, baséelsuest de Student-Newman-Keul pour les
comparaisons multiples. Les résultats sont conssd@mme significatifs lorsque p est

inférieur a 0,05.
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Chapitre 3 : Etude de
["expression et de la
stabilisation des ARNm
de la PTHrP




1- @Publication

von Hippel-Lindau tumor suppressor gene-dependent RNA stabilization
of the survival factor parathyroid hormone-related protein in human renal

cell carcinoma by the RNA-binding protein HuR

Carcinogenesis. 2008 Dec 4. [Epub ahead of print]
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1- Résumé

La PTHrP est un facteur de survie essentiel au G@BGain et est exprimée de facon tissu-
spécifique et/ou conditions-spécifique sous forme dsoformes de 139, 141 et/ou 173 acides
aminés. Dans le CCC, son expression est négatiierdégulée par le géne suppresseur de
tumeur VHL et ce, spécifiguement au niveau de dhikté de son ARNm, tout comme celle
d’autres facteurs de croissance cibles de systerigNF tels que le TGHB1,. Notre but
était donc d’analyser I'épissage alternatif queitst®RN pré-messager de la PTHrP dans le
CCC, puis d’identifier les protéines de liaisoriARN qui sont cibles du systeme VHL/HIF
et qui sont impliguées dans la stabilité de la HAHA partir i) d'un panel de lignées
cellulaires de CCC exprimant ou non un VHL fonctieh ii) de cellules 786-0 déficientes en
VHL transfectées par un VHL sauvage ou muté etdié)fragments de CCC humains et de
tissus sains correspondants, nous avons montrd@Rr quantitative en temps réel, que
l'isoforme 141 est prédominant dans toutes leskgncellulaires utilisées, déficientes ou non
en VHL, ainsi que dans les fragments tumoraux,ésgmtant de I'ordre de 80% des ARNm
de la PTHrP. Nous avons également observé quetempece d’'un VHL sauvage diminue de
50% l'expression de I'ensemble des isoformes deTarP. Enfin, nous avons identifié 8
protéines de liaison a la région 3’'UTR de 'ARNm ldsoforme 141 dont 'abondance est
dépendante de I'expression du VHL. Parmi ces preginous avons identifié celle d’'un
poids moléculaire de 30kDa comme étant la protélim@, une protéine de liaison a 'ARN au
réle stabilisateur. De facon intéressante, HuRja é& montrée comme stabilisant les ARNm
codant pour des protéines impliqguées dans lafoanation maligne telles que le VEGF ou
le TGF$1. Nos travaux I'impliquent également dans la spregsion de la PTHrP dans le
CCC humain. Le ciblage de ces protéines de liassdi/ARNmM régulées par le systéeme
VHL/HIF apparait donc comme une nouvelle optiorrapéutique a explorer.
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2- Discussion

Dans cette étude, nous nous sommes intéresséspéebsion ainsi qu’a la stabilisation des
ARNm de la PHTrP, dans le but d’identifier de ncawe acteurs impliqués dans la
surexpression de cette protéine aux propriétéskingdike dans les CCC humains.
Rappelons en effet que la PTHrP est réegulée awmanipest-transcriptionnel par le VHL, tout
comme une majorité des cibles du systeme VHL/HIs qee le VEGF, 'EGF ou le TGB-
Les protéines impliquées dans la régulation pastseriptionnelle de la PTHrP pourraient
donc également étre responsables de la stabihsatlegs ARNmM des autres facteurs de
croissance surexprimés en l'absence de VHL. Aumsg fois ces protéines identifiées, leur
blocage pourrait permettre de rééquilibrer un systélérégulé dans la majorité des CCC et
constituer une nouvelle approche thérapeutique p@aancer réfractaire aux thérapies.

La PTHrP est exprimée sous forme de 3 isoforme&dm qui codent pour des protéines de
139, 141 ou 173 acides aminés. Ces 3 isoformeageamt la majorité de leur région codante
mais différant dans leur régions 3'UTR intervendahs leturn-overdes ARNm, nous nous

sommes tout d’abord intéressés a leur profil d’egpion dans le CCC.

Nos résultats, obtenuis vitro sur des lignées cellulairesietvivo sur des fragments de CCC
humains et de tissus sains correspondants, oriérgué dans le CCC humain, l'isoforme 141
est majoritairement exprimée, représentant 70 a 88%ensemble des ARNm de la PTHrP.
Suivent les isoformes 173 puis 139 correspondaspedativement a environ 20% et 5%
isoformes de la PTHrP. De facon intéressante, a#il pest identique dans tous les
échantillons tumoraux de patients ainsi que damtesdes lignées cellulaires testées, et seules
les concentrations en ARNm de la PTHrP varientleSedi varient tout d’abord en fonction
du statut en VHL, comme observé dans les diffésehitgmées de CCC ainsi que dans les
cellules 786-0 transfectées ou non par un VHL sgeivBlous observons en effet que le VHL
diminue de 50% I'expression de I'ensemble des isoés de la PTHrP, ce qui est en accord
avec les précédents travaux du laboratoire idantifia PTHrP comme une nouvelle cible du
VHL (Massfelder et al., 2004). Une variation pasfanportante des concentrations en ARNm
de la PTHrP est également retrouvée entre lesreliffe patients. Cette variation peut d’'une
part étre due au statut en VHL des patients, @stmpas connu, mais aussi a I’hétérogénéité
inter-individus de I'expression de la PTHrP. Malges différences, une surexpression des
ARNmM de la PTHrP dans les tissus tumoraux par mape tissus sains correspondant est

retrouvée chez la majorité des patients (8 surcjfirmant les observations de (Gotoh et al.,
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1993) que la PTHrP est surexprimée dans la majog® CCC humains. Nous avons
également observé une expression des ARNm de laRPPplds importante dans les stades
pT1 que dans les stades pT3, ce qui suggere dREH&P joue un réle plus important dans les
stades précoces. De plus, les profils d’expresdes1 ARNm de la PTHrP étant similaires
dans les tissus sains et les tissus tumorauxanaformation de ces cellules ne semble pas étre
a l'origine d’'une expression préférentielle de Buou l'autre des isoformes contrairement a
ce qui a pu étre démontré dans d'autres typesmmeca Sellers et al ont notamment montré
gue les cellules cancéreuses du poumon exprimeBtiEoformes de la PTHrP alors que dans
le poumon sain, seule l'isoforme 141 est retrol&=dlers et al., 2004b).

Enfin, les concentrations en ARNm de la PTHrP olises dans les clonesVHL, qui
rappelons le, sont incapables de reconnaitre lgsuiss HIFew pour les adresser vers une
dégradation par le protéasome, sont identiquescaunxentrations dans les cellules 786-0
déficientes en VHL. Ce résultat démontre clairentrd la PTHrP n’est pas seulement une
cible du VHL mais bel et bien une cible du systérir/HIF. Elle fait donc parti des cibles
de ce systeme qui sont régulées exclusivementgda fpost-transcriptionnelle, tout comme
les TGFe et $5.

La large prédominance de lisoforme 141 nous a @reerpoursuivre nos travaux sur cet
isoforme en particulier pour rechercher les pra&gime liaison a TARNm de la PTHrP
susceptibles de réguler sa stabilité. De tellegépres ont déja été observées comme se liant
sur les régions 3'UTR des isoformes 139 et 14ltares présentant des poids moléculaires
identiques et d’autres semblant spécifiques deel'an I'autre des isoformes. Ces protéines
n'ont pas été identifiées, mais il apparait que liaison sur les ARNm des isoformes 139 et
141, et par conséquent la stabilité de ces isofermeeit régulée par 'EGF et le TGF-
respectivement (Heath et al., 1995; Sellers ek@Dp). Par la technique d’UV cross-linking
ARN-protéines, nous avons pu identifier 8 protéidediaison a la région 3UTR de 'TARNm
de la PTHrP avec des poids moléculaires allantdda 20kDa. Nos tentatives de situer plus
précisément les sites de liaison de ces protéinesitiisant 3 sondes chevauchantes et
recouvrant la totalité de la région 3'UTR de I'isohe 141 ont échoué. Il apparait donc que la
liaison de ces protéines requiere que '’ARNmM adoyie certaine structure secondaire. Afin
de définir précisément a quel niveau de la régiiTB de I'isoforme 141 se lie HUR, nous
avons également généré 3 sondes ARN chevauchantesoaivrant I'ensemble de cette
régions 3'UTR
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Parmi elles, celle de 30kDa a été identifiee condtaat la protéine HuUR, dont le role de
stabilisation des ARNm n’est plus a démontrer (Benand Steitz, 2001). Il a en effet été
démontré gue cette protéine est largement impligaés la stabilisation de nombreux ARNm
contenant des éléments riches en AU et codant ¢ivars facteurs de croissance tels que le
VEGF, le transporteur du glucose GLUT-1, 'EGFrythropoiétine ou encore les facteurs
de transcription HIF-1 et le TGFB. Autant de facteurs impliqués dans la croissanc€@C
humain et autant de cibles du systeme VHL/HIF .pes, HUR, par l'intermédiaire de son

RRM1, peut interagir avec le domaine de liaisoi¢l@mgine du VHL.

Toutes ces propriétés de HUR vont dans le sen®tile hypothese de départ selon laquelle
des protéines de liaison a I'ARN ayant des progsiéstabilisatrices/déstabilisatrices
réguleraient la stabilité des messagers des ciplest-transcriptionnelles du systeme
VHL/HIF. De facon a confirmer cette idée, et deifi@r I'implication de HuR dans la
stabilisation des ARNm de la PTHrP, nous avons néelas taux d’ARNm de la PTHrP, du
VEGF et du TGH3 dans des cellules transfectées par un siARN HuBusNavons
effectivement observé des inhibitions substanseltkes concentrations de ces ARNmM,
démontrant d'une part que HuR stabilise bien TARNenla PTHrP, et d’autre part que dans
le CCC HuR intervient également dans la stabilisaties ARNm du VEGF, une cible a la
fois transcriptionnelle et post-transcriptionnetle systeme VHL/HIF, et du TGEt, une

cible exclusivement post-transcriptionnelle de é&ma systeme.

Ainsi, il apparait que la protéine HuR intervieand la régulation de I'expression de diverses
cibles du systeme VHL/HIF. Elle pourrait donc cdatugr une nouvelle cible thérapeutique
permettant de contrer I'expression aberrante dembneux facteurs de croissance,
angiogéniques et autres, surexprimés lors de leieléée en VHL. C’est pourquoi nous avons
poursuivis ces travaux par I'étude de l'impact tiehlbition de HUR sur la croissance du
CCC humain.
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Chapitre 4 : Etude de
[implication de la
protéine stabilisatrice des
ARNm HuR sur la survie
du CCC humain




1- Résumé

Malgré I'apparition des thérapies ciblées, le C@6te un cancer réfractaire aux thérapies et
qui développe de nombreuses résistances. La peotiEnliaison a 'ARN HuR régule la
stabilité ainsi que la traduction de nombreux ARNMmpliqué dans la transformation maligne.
Par I'étude de I'expression de cette protéine deriee panel de lignées cellulaires de CGGC
vitro ainsi quein vivo dans des fragments de tumeurs de patients altei®CC et les tissus
sains correspondants, nous avons montré qu’ellsueskprimée dans les tumeurs et que sa
localisation cytoplasmique est plus fréquente dassstades précoces. Aucune différence
d’expression et de localisation subcellulaire d&kHita été observée en relation avec le statut
en VHL des cellules. Nous montrons également guobibition de HuUR par siARN dans les
cellules 786-0 entraine une diminution substametiele la croissance cellulaire via une
inhibition de la prolifération et une induction dapoptosein vitro. De plus, l'injection
intratumorale de siARN HuR chez la souris nude géeibeée en sous-cutané inhibe
fortement la croissance tumorale de plus de 60%eg€galement via une inhibition de la
prolifération cellulaire et une induction de I'apoge. Enfin, cette inhibition de HUR in vitro
et in vivo entraine une diminution de I'expressthn VEGF et du TGHB1 dont les ARNm
sont stabilisés par HuR. Ces résultats suggereet HuR joue un role central dans la
tumorigénése des CCC et que son blocage pourraistitger une nouvelle approche
thérapeutique.
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2- Introduction

Dans la premiere publication, nous avons montré lguerotéine HUR participe a la
stabilisation de 'ARNm de la PTHrP sous l'influendu VHL et que son inhibition diminue
egalement de facon considérable les taux d’ARNm fdeteurs de croissance TGHE- et
VEGF. Tout comme les autres membres de la fam@keptotéines ELAV, HUR comporte 3
domaines de liaison & 'ARN (RRRNA Recognition Modifqui lui permettent de se lier aux
ARNmMm cibles et de réguler leur dégradation et/awr kaduction. En conditions normales,
HuR est a 99% nucléaire cependant, en réponseeaisdstimuli comme des facteurs de
croissance ou de stress, elle va transloquer gergtbplasme ou elle prévient la dégradation
des ARNm auxquels elle est liee (Abdelmohsen e2807; Lopez de Silanes et al., 2005).
Parmi les cibles de HuR, on retrouve des ARNm cbgauar des protéines qui interviennent
notamment dans la croissance cellulaire (EGF etyebnes), la survie cellulaire (Bcl-2 ou
Mcl-1), I'invasion (MMP-9), mais aussi 'angiogemeéVEGF ; HIF-1y) ou I'échappement a
la réponse immunitaire (galectin-1) (Galban et 2008; Lopez de Silanes et al., 2005). I
apparait donc que cette protéine HuR intervient sdaous les traits phénotypes
caractéristiques des cellules tumorales, ce quinaegte son role établi dans la transformation
maligne des cancers du sein, du colon, du pounmate® ovaires (Blaxall et al., 2000;
Denkert et al., 2004; Erkinheimo et al., 2003; Logde Silanes et al., 2005).

De plus, I'observation que HUR augment I'expressies facteurs du transcription Hlki;1
via le stabilisation de son ARNm et/ou 'augmermtatde sa traduction, est particulierement
intéressante dans le cas des CCC(Galban et &8; Zheflin et al., 2004). En effet, ces
facteurs HIF-1xsont exprimés constitutivement dans la majorité @G&C du fait de la
déficience en VHL. On peut alors supposer gqu’'emiksant HIF-1la, HUR contribue au
maintien des voies de prolifération, de survie utaite et d’angiogénese induites par ces
facteurs. Autre fait intéressant, Datta et al (30f¥% montré que le VHL, via son domaine de
liaison a I'élongine, peut interagir avec le RRM& HuR qui, ainsi séquestré, voit sa fonction
de stabilisation des ARNm inhibée. Ces auteurségalement établi que cette association
entre le VHL et HuR est inhibée en conditions hypogs. Ce lien avec le VHL et les
facteurs HIF-kv, 2 acteurs centraux de la tumorigénése des C@G, que ses effets
stabilisateurs de nombreux ARNmM, suggérent un rétacial pour HuR dans le
développement des CCC. Cette hypothese, suppatééopservation de (Lopez de Silanes

et al., 2005)que HuR est préférentiellement cytoplasmique daréchantillons de CCC
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étudiés comparé aux tissus sains correspondarscapendant encore jamais été étudiee.
Ainsi, a I'heure actuelle, aucune donnée quant &lmpotentiel de HUR dans la croissance
du CCC n’est disponible, que ce sait vitro ou in vivo. Notre objectif était donc de
déterminer si oui ou non la protéine HUR est impg dans la croissance cellulaire du CCC
et si tel est le cas, quels mécanismes sont msuerLors de nos travaux, nous avons montré
gu'HuR est surexprimée dans les CCC et sujet atnamslocation nucléaire-cytoplasmique
dans les stades tumoraux précoces. Nous avonsrégdlétabli que HUR est impliquée dans
la croissance tumorale et la régulation post-tnapisacnnelle de facteurs impliqgués dans la
croissance cellulaire et I'angiogénese, et dadiVation de voies crutiales a la tumorigénese
des CCC. HuR pourrait donc étre un nouveau cangidat le développement de thérapies
ciblées dans le traitement de ce cancer.

3- Résultats

Expression et localisation sub-cellulaire de HuR dans les lignées cellulaires et
tissus de CCC humain.

Par western blot, nous avons montré que HuR estnegmlans toutes les lignées cellulaires
indépendamment du statut en VHL. En effet, aucuiférence d’expression n’a été observée
entre les lignées exprimant un VHL sauvage ( Caki€laki-2 ; ACHN) et les lignées
déficientes en VHL ( 786-0 ; UOK-1; UOK-2 ; A-498Figure 1A). La localisation sub-
cellulaire n'a pas été étudiée dans ces lignéesesdignées saines correspondantes ne sont
pas disponibles. Cependant, étant donné la capdcit¥HL a séquestrer HUR (Datta et al.,
2005), nous avons évalué l'influence du VHL sexpression et sa localisation sub-cellulaire
de HuR dans les lignées 786-0 déficientes en VHh transfectées (wild type, wt), ou
transfectées de fagon stable par un vecteur cadérpar un VHL sauvage (786-0 VHL) soit
pour un VHL tronqué (786-@VHL). Dans ces clones, et en accord avec les oasens
faites par (Datta et al., 2005), nous n’avons téoaucune différence dans I'expression totale

et sub-cellulaire de HuR (Figure 1B).

L’expression totale et sub-cellulaire de HUR a égent été évaluée dans des extraits
protéigues obtenus a partir de tissus tumorauxtages pT1l et pT3 et des tissus sains
correspondants. La comparaison des tissus sainmetaux d’'un méme patient a montré que

HuR est surexprimé dans 87% des tumeurs de statiéepdchantillons sur 7) et 100% des
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tumeurs de stade pT3 (8 sur 8 échantillons) (FigreDans les tumeurs de stade pT1,
'abondance nucléaire de HuR est plus importante dans les tissus non tumoraux
correspondant et ce, dans tous les cas. Quant@d'ssion cytoplasmique, elle est augmentée
dans 4 tumeurs (58%), égale dans 1 (14%) et pibke fdans 2 (28%) (Figure 2A). Dans les
tumeurs pT3, bien que la surexpression nucléairdue dans les tissus tumoraux compareés
aux tissus sains correspondants soit retrouvée &B#bsdes cas ( 7 cas sur 8), seule 1 tumeur
montrait une surexpression cytoplasmique. En disttaux de HUR cytoplasmiques dans les
échantillons tumoraux était égaux dans 4 tumeupsust faibles dans 3 en comparaison aux

tissus sains correspondants (Figure2B).

Ces résultats suggeérent fortement que HuR est @imax dans les tumeurs de CCC par
rapport aux tissus sains. Cette surexpression seétt# indépendante du VHL mais liée au

stade tumoral.

Effet de Cinhibition de Hu®R sur la prolifération cellulaire

Pour étudier le role de HuR dans la carcinogén@s€@C humain, nous avons inhibé son

expression par la technique de siARN spécifiqueddR. Cette transfection transitoire des
cellules de CCC avec un siHUR résulte en une itibibitemps dépendante de son expression
pour atteindre une inhibition quasi-compléte 9gitéa transfection (Figure 3A).

HuR ayant dors et déja été impliqué dans la praliién cellulaire dans divers cancers mais
jamais dans le CCC, nous avons donc les effet@maeéngibition sur la croissance cellulaire.
Comme illustré dans la figure 3B, le knockdown deRHentraine une inhibition temps
dépendante de la densité cellulaire, jusqu’a -6096ka L'effet de HUR sur la prolifération
cellulaire a été évalué par incorporation de Brdpparait effectivement que les cellules
transfectées par un siHUR proliferent moins vite gelles transfectées par un siCtl (Figure

4A). HuR est donc bien impliqué dans la prolifératdes cellules tumorales de CCC.

Effet de Cinhibition de HuR sur la mort cellulaire induite.

Outre son role dans la régulation de genes impdiglas la progression du cycle cellulaire,
HuR contréle également la protection a I'apoptosg ckllules. Nous avons donc regardé si
I'inhibition de HUR induit I'apoptose dans le CC@rhain par la technique du FACS. Nous
avons ainsi établi que l'inhibition de HUR induagoptose de 25% des cellules tumorales a
72 et 96h apres transfection (Figure 4B). Aucungae® n'a été observée. HUR est donc un
médiateur de la prolifération cellulaire mais eghalément impligué dans la croissance

cellulaire via une induction de la survie celludagtans le CCC humain.
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Effet de [inhibition intratumorale de HuR dans le CCC humain in vivo

Pour vérifierin vivo la pertinence de nos résultats obtemusitro, nous avons utilisé des
souris nude xénogréffées en sous cutané avec oesutsl de cellules 786-0. Les souris ont
été séparées en 2 groupes de 10, recevant soiiQfinseit un siHUR, par injection
intratumorale. L'inhibition intratumorale de HuRhibe fortement a croissance des tumeurs,
de l'ordre de 70% par rapport au groupe siCtl (Fegb). De facon intéressante, nous avons
pu observer des régressions partielles chez cestaimuris. Toutes les souris ont vu leur poids
rester constant, sans aucune différence entredesupes.

A la fin du traitement, les tumeurs ont été récapsret les protéines extraites. Les analyses
par western blot ont montré que I'expression de Hu&tt effectivement substantiellement
diminuée dans les tumeurs traitées par siHUR campax tumeurs ayant recu le siCtl,

confirmant le ciblage de HuUR par siARN in vivo.

Les analyses immunohistochimiques ont révélé quddk prolifératif (Ki67) est de l'ordre
de 40 et 70% dans les tumeurs traitées par siHuBQ@tl respectivement. Quant a I'index
apoptotic déterminé par TUNEL, il est 2 fois plusvé dans le groupe siHUR que dans le
groupe siCtl. L’évaluation de la néovascularisatshen cours.

Ainsi, ces résultats démontrent que HuR joue égatémn réle crucial dans la croissance du
CCC humainin vivo. Comme observén vitro, cette effet passe par une stimulation de la

prolifération cellulaire ainsi qu’une inhibitiored'apoptose.

Effet de Cinhibition de HuR sur Lexpression des cibles en aval in vitro et
in vivo

Nous avons mesuré I'expression du VEGF, une ciblenge de HUR dans les surnageants de
cellules 786-0 transfectées par un siCtl ou pagidoR ainsi que dans les protéines des tumeurs
de souris xénogréffées. Les résultats montrent lgakibition de HuR diminue de 40%
'expression du VEGF dans les surnageants celadaiet ce a partir de 48h post-transfection.
Dans les tumeurs de souris traitées par siHuRpiassion du VEGF était diminuée de 30% par
rapport aux souris contréle. Dans ces tumeurs, agass également observé une diminution de
plus 40*% de I'expression du TGFE. L'expression de cette cible post-transcriptidiende

HuR est en cours d’analyse dans les surnageantgydéss cellulaires inhibées pour HuR.

107



4- Discussion

Les séquences riches en AU contenues dans lesnsé§idTR des ARNm labiles sont
largement impliquées dans la régulationtdin-over des ARNm, en interagissant avec les
protéines de stabilisation/déstabilisation de I'ARNII existe de nombreuses protéines de
liaison aux aux éléments riches en AU dont la plupant des protéines de déstabilisation qui
favorisent la dégradation des ARNm, et certainesnmme HuR stabilisent les ARNm et
augmentent leur traduction. De fagon intéressaioiet, comme les autres membres de la
famille des protéines ELAV, HuR est principalementléaire mais subit une translocation
nucléaire-cytoplasmique en réponse a divers stjnealii grace a un domaine HNS présent
dans sa région basique. Ce déplacement nucléptagtoique est lié a sa fonction
stabilisatrice des ARNm et modulatrice de la traimcet est régulé au moins par 4 voies de
signalisation, a savoir les voies MAPK, AMPK, PKCRI3K/Akt. Cette derniere présente un
intérét particulier puisqu’elle a été montré coneoestitutivement activée et impliquée dans
la survie cellulaire dans le CCC humain lors de@dénts travaux du laboratoire (Sourbier et
al., 2006). De la méme maniere, I'activation deevale la PKC et des MAPK ainsi que leur
implication dans la croissance des cellules tunegraint déja été rapportées dans le CCC
humain. Bien que les mécanismes précis du déplatemeléo-cytoplasmique de HUR ne
soit pas totalement élucidés, de récents travadxegomt pour un rdle important de la
phosphorylation de HuR par la PKC, la ChK2 et pbdament d’autres kinases. Les
mécanismes de la stabilisation des ARNm par HuRsarg eux non plus pas totalement
connus mais sont liés a sa capacité a les protegk anachinerie de dégradation ou a
empécher la liaison de protéines déstabilisatricegégulation de la demi-vie des ARNm est
un mécanisme tres important dans la transformatialigne des cellules puisque les ARNm
concernés par cette régulation codent principalérpenr des oncogenes, des facteurs de
croissance, des facteurs de survie ainsi que ddsufa angiogéniques et des protéines
essentielles a la migration cellulaire et a I'ineas Chez 'homme, le gene HuR est localisé
sur le chromosome 19p13.2, un locus associé asdisetranslocations a l'origine d’'une
augmentation du caractere oncogénique des celuesrales bien qu’aucune mutations du
gene HuUR n’ait encore été rapportées dans les iar@ependant, depuis que la propriété de
HuR a stabiliser les ARNm a été découverte il yna dizaine d'années, beaucoup d études
ont clairement montré une corrélation entre sonresgion cytoplasmique et le caractere
tumoral des cellules ainsi que la survie des p&tjecomme dans les cancers du sein, du

poumon, du colon ou des ovaires (Blaxall et alg@®Denkert et al., 2004; Erkinheimo et al.,
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2003; Lopez de Silanes et al., 2005). La surexfes$e HuR, ainsi que 'activation de son
déplacement cytoplasmique ont été observées damsnalereuses conditions de stress dans le
rein comme par exemple en cas d’acidité métabolioudors d’'une déplétion en ATP
(Ibrahim et al., 2008; Jeyaraj et al., 2006). Degite étude, nous montrons tout d’abord que
HuR est exprimé dans le CCC humainvitro etin vivo, ainsi que dans les tissus sains, en
accord avec son expression ubiquitaire (Lopez tané&s et al., 2005). Dans tous les stades
tumoraux, nous avons également observé une eigmese HuR total et nucléaire
significativement plus importante que dans lesutsans. Dans le cytoplasme, une plus forte
expression de HUR dans les tumeurs par rapportisas sains est observée dans les stades
précoces mais pas dans les stades avancés, sugggmnl’activation de HuR par
déplacement cytoplasmique joue un réle importansdanitiation du phénotype malin des
cellules de CCC. Nos résultats confortent et cotaptdes observation précédentes (Lopez
de Silanes et al., 2003) qui ont étudié la loctbsasubcellulaire de HUR dans un panel de
tumeurs humaines (182 tumeurs et 135 tissus sarmsspondants au total) dont 9 CCR et qui

ont observé par immunohisto

chimie que I'expression relative de HUR dans |@sewrs par rapport aux tissus sains était de
0,8 dans le noyau et 1,6 dans le cytoplasme. Cepermthns cette étude, le sous-type des
CCR analysés n’est pas précisé, le stade inconfanatyse de la distribution de HUR n’a pas

été faite cas par cas. Par conséquent, le déplatapparent de HUR vers le cytoplasme est
difficile a interpréter et pourrait refléter I'ayae d’'un groupe de CCR hétérogenes. La
guestion de savoir si I'expression et/ou la disiiitm de HUR a une pertinence pronostique
dans le CCC, comme cela a déja été montré damgples de cancers cités précédemment est
en cours d’investigation dans notre laboratoireuswe puce a tissu construite a partir de 241

tumeurs et des tissus sains correspondants.

Dans le CCC humain, il a été montré que HuR estigu@e dans I'augmentation VHL-
dépendante de la traduction de p53, or plus réceniea été décrit que le VHL peut
interagir avec HUR (Datta et al., 2005). Cettergt8on a lieu entre le domaine de liaison a
I'élongine du VHL et le RRM1 de HUR et a pour cégsence d’inhiber la stabilisation HUR
—dépendante de 'ARNmM du VEGF et donc I'expressionVEGF. Ces 2 effets ont été
observés in vitro et sont en accord avec la foncsioppresseur de tumeur du VHL dans le
CCC. L'augmentation de la traduction de p53 visidson de HuR dans sa région 3'UTR a
également été observée dans les cellules de oareirtolorectal RKO exposées aux UV

(Mazan-Mamczarz et al., 2003). Cette localisatigtoglasmique de HUR a été montrée
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comme induite par une exposition aux UV dans difiés types cellulaires, suggérant un role
de HuR dans la régulation de la réponse cellulaire UV via la stabilisation d’ARNmM
spécifigues comme celui codant pour p21 (Wang.e@D0). Cependant dans cette derniere

étude, un lien avec le VHL n’a pas été recherche.

Au cours de nos travaux, nous n'‘avons pas obsezvdifterence d’expression de HuUR en
relation avec le statut en VHL des cellules, niglaatre panel de lignées cellulaire de CCC,
ni dans les cellules 786-0 déficientes en VHL ats$fectées par un VHL sauvage ou un VHL
muté. Ces résultats ne corroborent pas ceux obfgruSalban et al (2003) dans ces mémes
cellules 786-0 mais sont en accord avec ceux de[@aal, toujours dans ces mémes cellules.
En effet, Galban et al montraient que la réintréidacdu gene VHL dans les cellules 786-0
était a l'origine non seulement d’'une augmentatiten I'expression totale de HuR mais
également d’'une augmentation de sa présence cstojgjae. Il apparait donc évident que ces
différences d’expression et de localisation subale de HUR observées par nous-mémes et

Datta et al et ceux obtenus par Galban et al deemanels études supplémentaires.

Une des observations les plus importantes faitssde nos travaux est la démonstration que
HuR participe a la croissance cellulaire du CCC &anmCeci a été observg vitro mais
egalementn vivo chez la souris nude xénogreffée. A notre connaggsaceci est la premiére
démonstration d'un effet anti-tumoral de l'inhibii de HuRin vitro et in vivo, mettant en
évidence I'importance de HUR dans la carcinogédeseCCC. Bien que cela puisse paraitre
surprenant étant donné les propriétés biologiqeesiuR, I'impact de son inhibition sur la
croissance tumorale n’a jamais été étudié dans reddcancers. En effet, une large majorité
des études portant sur HUR se sont focaliséesastapacité a stabiliser et/ou a transcrire les
ARNmM codant pour des protéines impliguées dangdéf@ration cellulaire, la survie, la
migration I'invasion, I'angiogénese et 'immunosu@gsion ou sur son réle pronostique en
terme de survie des patients dans différents canCeis études ont apporté de forts arguments
guant a son rdle potentiel a promouvoir la croissammorale, mais ces arguments restent
indirects et seules quelques études décrivent dgsilations post-transcriptionnelles
impliqguant HUR avec comme conséquence un effeitio gur la prolifération, la survie et
l'invasion cellulaire notamment dans les cancerseln et du colon. De plus, I'implication de
HuR dans un modéh vivo n’a encore jamais été décrit a I'exception degaina de Lopez et
Silanes (2003) sur le cancer du colon. Dans ceaura les auteurs montrent que les cellules
RKO, surexprimant HuR apres transfection, proliférplus rapidement in vitro et que les

tumeurs obtenues chez la souris nude par xénogseffdéveloppent plus rapidement et
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atteignent un volume plus important alors que cémas cellules transfectées avec un HuR
antisens proliferent moins vite et donnent des tusimoins importantes. Dans cette étude les
auteurs ont utilisé des cellules transformées frovavant d’étre implantées chez la souris

nude.

Dans la présente étude, nous avons utilisé deshsiggécifigues de HUR pour I'inhiber dans
les cultures cellulaires ainsi que dans des tumaéargreffées. L'effet anti-tumoral de
linhibition de HuUR était obtenu via une inhibitiode la prolifération ainsi qu’une
augmentation de I'apoptose, ce qui est cohérent Bgecibles connues de HuR. En effet,
HuR stabilise entre autres les ARNm des cyclinBh,D1, de myc et de fos, impliqués dans
la division cellulaire, mais stabilise égalementxcee Bcl-2, Pra et COX 2 intevenant dans
'apoptose. L'effet de cette inhibition de HuR dlactivation des voies de signalisation
PI3K/Akt, NF«xB et MAPK est en cours détude. Les résultats rprahires sont
encourageants puisqu’il semble en effet y avoie mhibition de I'activation constitutive des
ces voies de signalisation qui sont largement iguélés dans la tumorigénése des CCC
(Huang et al., 2008; Sourbier et al., 2007; Sourbieal., 2006). Si tel est le cas, l'inhibition
de ces voies pourrait étre due a I'inhibition destdéurs de croissance tels que EGF, PDGF,
VEGF et TGFB1 et/ ou de leurs récepteurs connus pour étre gongdi dans la croissance des
CCC. En effet, HUR joue un rble important dans ueaesgpression de tels facteurs dont le
VEGF et le TGH31 or nous avons montré que leur expression eshdiei dans les tumeurs
de souris nude xénogreffées et inhibées pour HURGF voit également sont expression
diminuer in vitro apres l'inhibition de HuR. Ainstibler HUR semble affecter le phénotype
tumoral des cellules non seulement via une dinmmutle I'expression de ses cibles, mais
€galement via une inhibition des voies de signtisaactivées par directement ou

indirectement par les produits de ces cibles.

Nos résultats obtenus vivo par injection intratumorale de siHUR démontrentdisabilité
mais aussi et surtout l'efficacité d’'une telle apgre a cibler HUR. D’'un point de vue
thérapeutique, les applications de I'injectionattimorale de siARN semblent limitées du fait
du mode d’administration lui-méme. Cependant efagen trés intéressante, (Meisner et al.,
2007) ont récemment décrit des inhibiteurs de HaRbak poids moléculaires. Il s’agit de la
déhydromuctatine, du MS-444 et de I'okicénone, oedécules déja décrites comme des
agents anti-tumoraux via l'inhibition d’autres pFmtes. Bien que cette constatation pose la
guestion de la spécificité de ces composeés, ilsrpmmt s’avérer étre des outils utiles pour le

design de nouvelles drogues anti-HuR utilisablethérapies.
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Ainsi, notre étude met en évidence le réle impdrtare joue la protéine de liaison a 'ARN
HuR dans la tumporigénese des CCC et montre quiblége de cette protéine par siARN ou
plus vraissemblablement par des composés chimgpuds ou en combinaison avec d’autres
molécules anti-cancéreuses, pourrait s'avérer @ie nouvelle option prometteuse dans le
traitement de ce cancer qui reste majoritairem&nactaire aux thérapies. De plus, le fait que
le composé MS-444 ait été démontré comme non texipgour la souris nude malgré
I'expression ubiquitaire de HUR suggére que cattééme n’est pas essentielle a la survie des
cellule chez l'adulte, ce qui est favorable a limtion de HUR comme approche anti-

cancéreuse.
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Figure 1 : HUR est exprimée dans le CCC humain indépendemment du atut en VHL in vitro. (A)
Analyse par western blot de I'expression totale de HUR dans les lysaignées cellulaires de CCC. lfa
actine a été utilisée comme gene domestidiB). Analyse par western blot de I'expression totale et
subcellulaire de HuR dans les cellules 786-0, 786-0 V , 786-0 VHL et 7884AL. La lamin Bl a été
utilisée pour vérifier la bonne séparation des protéines nucléaires etagitugues. Les résultats présentés

sont représentatifs d’au moins 3 expériences indépendantes.
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Figure 2 : HUR est surexprimé dans les tumeurs de CCC humain et act& dans les stages précoces
Analyse par western blot de I'expression de HuR dans des lysats aatultataux, nucléaires ou
cytoplasmiques de fragments tumoraux (issus de patients ayant des tumetadedpTal ou pT3) et des
tissus sains correspondants. Les résultats présentés sont représatigatifgnoins 3 expériences
indépendantes. 114
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Figure 3 : Linhibition de HuR inhibe la croissance cellulaire in vitro. (A) Analyses par western blot de
I'expression totale de HUR dans les cellules 786-0 transfectées par Uowsi@t SiARN de 0 a 96h comme
indiqué dans la figure. Les résultats présentés sont représentatifmdiag 3 expériences indépendantes.
(B et C) Effets de la transfection des cellules 786-0 par siCtl ou siHuUR sur lelifgration.(B) Les cellules
ont été transitoirement transfectées par siCtl ou siHur de 0 a 96h et leles@dhérentes sont comptées a
24, 48, 72 et 96h post-transfection. Les résultats sont présentés comme la moyesne, n=6,P < 0.05;

** P < 0.01par rapport au siCtl.
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Figure 4 : Linhibition de HuR diminue la prolifération cellulaire et induit I'apoptose in vitro. (A) Les
cellules ont été transitoirement transfectées par siCtl ou siHur de & &t96ncorporation de BrdU a été
mesurée a 24, 48, 72 et 96h post-transfection. Les résultats sont présentés aamoygerinet E.S.M, n=4,

P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCt{B) Analyses par FACS a 72 et 96h post-transfection des cellules
786-0 transfectées par siCtl ou siHUR. Les résultats sont présentés danmogennet E.S.M, n=3,P <
0.05; **, P < 0.01par rapport au siC{|B) Exemples d’analyse par FACS. Aucune nécrose n’a été observée
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Figure 5 : L'inhibition de HuUR inhibe la croissance tumorale du CCC in vivo chez la souris nude (A) Analyse
par western blot de I'expression de HuR dans les lysats celluldgésmeurs 786-0 xénogreffées chez la souris nude
puis traitées par transfection de siCtl ou siHUR. Les résultatseptés sont représentatifs d’au moins 3 expériences
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Figure 6 : Linhibition de HuR inhibe la croissance tumorale via une induction de I'apoptose et une
inhibition de la prolifération cellulaire . (A) Sections de tumeurs traitées par siCtl ou siHuR
immunomarquées avec un anticorps anti-Ki67 (gauche). Quantificatioradyuange des cellules par le Ki67
(index prolifératif) (gauche). (B) Sections de tumeurs traitées [@tt su siHUR soumises a un marquage
par TUNEL (gauche). Quantification du marquage par TUNEL (index aopapfatioite). Les résultats sont
présentés comme la moyena&.S.M, n=9 pour chaque groupge < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCtl
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Figure 7 : Linhibition de HuR inhibe I'expression du VEGF et du TG F-g1. (A) Mesure par ELISA de
I'expression du VEGF dans les surnageants des culture de cellules 786f8drées par siCtl ou siHUR de
0 a 96h (gauche) et dans les lysats cellulaires de tumeurs 786-0 xénogrbfiéda souris nude et traitées
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groupe,P < 0.05; **, P < 0.01par rapport au siCt{B) Mesure par ELISA de I'expression du TG#-dans
les lysats cellulaires de tumeurs 786-0 xénogreffées chez la souris ntrdéées par siCtl ou siHUR. Les
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Chapitre 5 : Conclusion
générale et perspectives
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Les travaux présentés dans ce mémoire avaient ggactif d’identifier les protéines de
stabilisation/déstabilisation de 'ARNm impliquédans la stabilisation de 'ARNm de la
PTHrP ainsi que dans celle des ARNm d’autres citlesysteme VHL/HIL et d’étudier leur

'impact de leur blocage sur la croissance du CG@din.

Nous avons tout d’abord montré que les 3 isoforneeda PTHrP sont exprimés dans les
lignées cellulaires de CCC, mais que l'isoformd B$t largement prédominant puisqu’il
représente 70 & 80% de I'ensemble des ARNm de HrPEt les isoformes 139 et 173
seulement 5 et 20% respectivement. En utilisantcé#lales 786-0 déficientes en VHL non
transfectées ou transfectées soit par un vecteersoit par un vecteur codant pour un VHL
sauvage ou une forme mutée du VHL incapable déeselix facteurs Hlk nous avons
également montré que le VHL diminue de 50% l'expi@s des ARNm de la PTHrP. Ces
résultats, en accord avec les précédents travauabduatoire identifiant la PTHrP comme
une nouvelle cible du VHL, nous ont également psrd& montrer que la réintroduction du
VHL n’affecte pas le profil d’expression des isof@ms et que le VHL ne régule donc pas
préférentiellement 'une ou l'autre des isoformedalPTHrP. L’étude de I'expression de ces
isoformes dans les clon@&/HL a également démontré que I'effet inhibiteur \ddL sur
'expression de la PTHrP requiere sa liaison awteias HIFe. Enfin, 'étude du profil
d’expression des ARNm de la PTHrP in vivo dans é@dsantillons de tissus tumoraux et de
tissus sains correspondants a montré que le pobfkrvéin vitro, a savoir une large
prépondérance de l'isoforme 141 suivi des isofortié3 et139, se vérifien vivo et que la
transformation tumorale des cellules ne semble @as a l'origine d'une expression

différentielle des isoformes de la PTHrP.

En ce qui concerne les protéines de liaison aux AR la PTHrP et intervenant dans la
régulation de leur stabilité, nous avons identlaéprotéine HUR comme jouant un réle
majeur. En effet, nous avons pu observer que bitibh de cette protéine par siARM, vitro
dans les cellules 786-0, entraine une diminutiontalix d’expression des ARNm de la
PTHrP, jusqu’'a -90% a 96h post-transfection. Danséme temps, les ARNm du VEGF et
du TGF$ voient leur expression diminuée jusqu'a -70%. Aim®us avons identifié une
protéine de stabilisation de TARNm de la PTHrP,gem accord avec notre hypothése de
départ, participe également a la régulation dedhilgé d’autres cibles du systeme VHL/HIF

dans le CCC humain.
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Nous nous sommes donc intérésseé au réle de cettanm HUR dans la croissance du CCC et
la premiere partie du travail a consisté a étustier expression totale ainsi que sa localisation
subcellulairein vitro et in vivo. En effet, les données de la littérature montragre cette
protéine est majoritairement nucléaire mais ques dinfluence de stimuli, elle transloque
vers le cytoplasme ou, liee aux ARNm, elle les jgnétvde la dégradation notamment
exosomale. Nous avons montré que HuR est exprirage wutes nos lignées cellulaires de
CCC et que sa localisation subcellulaire ne sempateétre dépendante du VHL. Nous avons
€galement observé gue cette protéine est surexpiads les CCC humains par rapport aux
tissus sains correspondants et que sa présengaasytoque est augmentée dans les stades
précoces (pT1l) mais pas dans les stades plusstgpdi8), suggérant qu’elle est requise dans
les stades précoces de la transformation malidgrdin, nous avons montré qu’elle joue un
réle majeur dans la croissance du Ci@@itro etin vivo. En effet, son inhibition par siARN
HuR dans les lignées cellulaires ou chez la sowrde xénogreffée entraine une diminution
de I'ordre de 60% de la croissance cellulaire,wia inhibition de la prolifération cellulaire et
via une induction de l'apoptose tumorale. Cetteibition de HuR a également pour
conséquence d’inhiber I'expression des facteurscrdéssance VEGF et TGEL, ce qui
montre que le blocage de cette seule protéine peatendiminuer simultanément I'expression
de plusieurs cibles du systeme VHL/HIF. Autre faiportant, I'inhibition de HUR semble
diminuer I'activation des voies de signalisatio3®/IAkt, AMPK et NF«B, une observation
qui n’est que préliminaire et qui demande a étrdionée par I'étude de I'expression totale et
de la phosphorylation des acteurs de ces voiedefais, si ce résultat était confirmé, il serait
tout a fait intéressant puisque cela signifierai ¢jinhibition de HUR entraine une inhibition
simultanée de plusieurs voies de signalisationignpkes dans la cancérogénese.

Ainsi, ce travail de thése a permis d’établir lefprd’expression des isoformes de la PTHrP
dans le CCC humain et d’identifier la protéine Bisditrice des ARNm HuR comme une
nouvelle cible thérapeutique potentielle dans &tdment du CCC. En ce qui concerne la
suite immédiate de ces travaux, I'étude de la némvarisation dans les tumeurs xénogreffées
chez la souris nude traitée par injection intraduaie de siARN HuR ou de siARN controle
est en cours. Ceci nous permettra d'établir si awinon linhibition de I'expression de
facteurs angiogéniqgues comme le VEGF, observée Bensumeurs, est suffisante pour
inhiber I'angiogénese. L’étude de I'inhibition desies de signalisation AMPK, PI3K/Akt et
NF-xB est également en cours. L'inhibition de tellesegode signalisation lorsque HUR ne

remplit plus son role de protéine stabilisatrice & Nm souleve la question de I'impact de
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cette inhibition sur I'expression et surtout ladbigation subcellulaire de HuR elle-méme. En
effet, cette protéine comporte des sites de phaglation, or lorsqu’elle est phosphorylée
notamment par la PK& ou CDK1, elle se trouve séquestrée dans le noiensi, il sera
intéressant de rechercher si I'inhibition de valessignalisation suite a une perte d’expression
de HUR n’est pas un moyen pour la protéine d’ieh#a propre phosphorylation de maniere
a favoriser son déplacement cytoplasmique et d@iedlus active dans son réle. Une autre
guestion soulevée par cette étude est la signditathysiologique de l'interaction d’ores et
déja demontrée entre le domaine de liaison a IggtenC du VHL et le RRM1 de HUR.
Comprendre cette interaction et son impact suapeacité de HUR a promouvoir la croissance
tumorale permettra sans doute d’expliquer les @lbsens contradictoires qui ont pu étre
faites par nous-méme et Datta et al. (2005 ) ajosi par Galban et al. ( 2008). Dans cette
optique, il sera par exemple intéressant d’évallimpact de linhibition de HuR sur la
croissance tumorale dans des lignées cellulaire€@€ exprimant un VHL sauvage et/ou
dans les clones de cellules 786-0 transfectéesrp&tHL sauvage. De plus, s'il s'avére que
I'inhibition de HUR dans les cellules exprimantMelL permet de diminuer I'expression de
diverses cibles du systeme VHL/HIF, ceci aura ugrét certain dans le taitement d’'autres
types de cancer. En effet, les tumeurs solidesptést en leur centre des régions hypoxiques
dans lesquelles les facteurs HIFRe sont plus dégradés malgré I'expression d’'un VHL
sauvage, ce qui a pour conséquence de les rentBaddistantes a la radio-, la chimio- et

’hormonothérapie.
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Chapitre 7 : Annexes




Résumé en francais

Le carcinome a cellules rénales (CCR), dont le 4gos le plus fréquent est le CCR
conventionnel (CCC), représente 90% des cancersiduSon incidence augmente de facon
constante et il reste de mauvais pronostic.

La protéine apparentée a I’'hormone parathyroidigRigirP) est exprimée sous forme de 3
isoformes d’ARNmM codant pour des protéines de 1138, et 173 acides aminés. Elle a
réecemment été identifiée comme un facteur de swesgentiel a la croissance du CCC et
comme une nouvelle cible du gene suppresseur deuturon Hippel Lindau (VHL) qui
régule négativement son expression au niveau posdriptionnel. Le VHL est muté dans la
majorité des cas de CCC, et dont la principale tfoncest de dégrader en conditions
normoxiques les facteurs de transcription induds Ifhnypoxie HIFe qui régulent au niveau
transcriptionnel et/ou post-transcriptionnel de bogax facteurs favorisant la cancérogénese,
dont la PTHrP.

Ce travail de thése, a permis d’'établir que dassdCC, l'isoforme 141 de 'ARNm de la
PTHrP est celle qui est majoritairement exprimée qgselle est stabilisée par HUR, une
protéine ubiquitaire qui comme nous I'avons morgtébilise également les ARNm d’autres
facteurs cibles du systeme VHL/HIF comme le VEGHe@TGF$1. Nous avons également
montré que HuR est surexprimée dans les CCC es@uextinction par siARNh vitro et in
vivo dans un modéle de souris nude xénogreffées intilbstanciellement la croissance
tumorale via une inhibition de la prolifération loddire et une augmentation de I'apoptose.
Cibler cette protéine pourrait donc s’avérer éne mouvelle option thérapeutique pour le

traitement du CCC humain.

Mots clés : Carcinome a cellules rénales conventionnel (CCrotéine apparentée a
I’hormone parathyroidienne (PTHrP) - Géne suppresde tumeur von Hippel-lindau (VHL)
- Facteurs induits par hypoxie (HIF) - HUR -Sstitdbitles ARNm.
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Résumé en anglais

Conventional renal cell carcinoma (CCC) is the nmaib-type of RCC representing around
80% of all RCC cases. His incidence is in congt@aogression and the prognostic is poor.

Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) is &/otein alternatively spliced into 3
MRNA isoforms coding for proteins containing 13%11land 173 amino acids. We have
previously shown that PTHrP is a survival factor imman RCC and that its expression is
negatively regulated by the von Hippel-Lindau (VHUMor suppressor gene at the level of
MRNA stability, as observed for growth and angiagdactors such as VEGF or TGFE-
Using a panel of CCC cell lines either deficient fioe VHL or expressing wild-type VHL,
VHL-deficient 786-0 cells transfected with activeinactive VHL and human RCC samples
and corresponding normal tissues, we showed firat PTHrP 141 mRNA isoform is
prédominantly express in human RCC and a targeth®mRNA stabilizing protein HuR.
Interestingly, we showed that this ubiquitously mgsed protein involved in the mRNA
stabilization of number of others VHL/HIF targeings are overexpressed in all CCC samples
we used. Moreover, through HUR knockdown using ifipesiRNA in cultured cell or in the
nude mice xenografted model, we showed that tlutepr is criticaly involved in CCC tumor
growth and that this effect is obtained throughraipition of cell proliferation and an increase
in cell apoptosis. These results identify HUR apo#ent new therapeutic target for the
treatment of CRCC which remains a refractory diseas

Key words : Renal cell carcinoma (RCC) - Parathyroid hormagiated protein (PTHrP) -
von Hippel Lindau (VHL) tumor supressor gene - Hyjaoinduced factors (HIF) - HUR -
MRNA stability

144



Publications

S. Danilin, C. Sourbier, L.Thomas, S. Rothhut, V. Lindned.Helwig, D Jacgmin, H Lang,
and T MassfeldervYon Hippel-Lindau tumor suppressor gene-dependdRi stabilization
of the survival factor parathyroid hormone-relapgdtein in human renal cell carcinoma by

the RNA-binding protein HuRAcceptée dans carcinogenesis (révision mineure)

Danilin S, Sourbier C, Rothhut S, lindner V, Jacgmin D, Hghad, Lang H, Massfelder T.
Role of the RNA-binding protein HUR in human reoell carcinomaManuscrit en

préparation.

C. Sourbier, V. Lindler, A. Agouni, I. Taloi®. Danilin, E. Schordan, S. Rothhut, JJ. Helwig,
H. Lang, T. Massfelder. The phosphatidylinositokiBase/Akt pathway: A new target in
human renal cell carcinoma thera@ancer res2006 May 15;66(10):5130-42.

Agouni A, Sourbier CDanilin S, Rothhut S, Lindler V, Jacgmin D, Helwig JJ, LaHg
Massfelder T. Parathyroid hormone-related proteduces cell survival in human renal cell
carcinoma through the PI3K Akt pathway: evidence docritical role for integrin-linked

kinase and nuclear factor kappa@arcinogenesi2007 Sep;28(9):1893-901

C. SourbierS. Danilin, V. Lindler, J. Steger, N. Meyer, JJ. Helwig, Harlg, T. Massfelder.
Targeting the NF-kappaB rescue pathway has progfsiture in human renal cell carcinoma
therapy. Cancer res. 2007 Dec 15;67(24):11668-76.

Sourbier CDanilin S, Lindner V, Boutaud O, Jacgmin D, Helwig JJ, LafhgMassfelder T.
A new regulatory loop between Akt and its downstr@argets induces cell survival in human
renal cell carcinoma: identification of newtheragi@gandidatesManuscrit en préparation.

Sourbier C, Thomas LDanilin S, Lindner V, Boutaud O, Jacgmin D, helwig JJ, Lathg
Massfelder T. Focale adhesion kinase (FAK) silemdatocks human renal cell carcinoma

progressionManuscrit en préparation.

145



Posters et communications

Danilin S, Sourbier C, Rothhut S, Lindner V, Jacgmin D, HgldJ, Lang H, Massfelder T.
Molecular mechanism of parathyroid hormone-relgbeotein mRNA stabilization by the
VHL/HIF system. Laboratory Seminar, Division of @ial Pharmacology, October 19

2005 Medical Center, Vanderbilt Universitgommunication orale

Danilin S, Sourbier C, Rothhut S, Lindner V, Jacgmin D, HgldJ, Lang H, Massfelder T.
Molecular mechanism of parathyroid hormone-relgbeotein mRNA stabilization by the
VHL/HIF system. EuCC (European Cancer Center} &énual meeting, May 11 2007,

Strasbourg, Franc@oster discuté

Danilin S, Thomas L, Sourbier C, Rothhut S, Lindner V, Hg\J, Jacgmin D, Lang H,
Massfelder T. Targeting the RNA-binding protein Himids potent anti-tumor effects in
human renal cell carcinoma. 2&nnual meeting of the European Association of afjy
Milan, March 26-29, 200&oster discuté

Agouni A, Sourbier CDanilin S, Rothhut S, Lindler V, Jacgmin D, Helwig JJ, LaHg
Massfelder T. Parathyroid hormone-related proteduces cell survival in human renal cell
carcinoma through the PI3K Akt pathway: evidence docritical role for integrin-linked
kinase and nuclear factor kappa B. Annual Meetihthe American Urological Association
(AUA), May 19-24, 2007, Anaheim, CA, USRodium- communication orale

Danilin S, Thomas L, Sourbier C, Rothhut S, Lindner V, Hg\J, Jacgmin D, Lang H,
Massfelder T.Targeting the RNA-binding protein Ho&s potent anti-tumor effects in human
renal cell carcinoma. Meeting of the American Ugib@al Association (AUA), May 17-22,
2008, OrlandoPoster discuté

146





