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Résumé

N

Le carcinome a cellules rénales (CCR) se caractérise par une résistance importante aux
thérapies. Notre hypothese était que des voies signalétiques prolifératives, anti-apoptotiques
et/ou angiogéniques sont mises en jeu dans la résistance aux thérapies.

Il s’agissait de mesurer la sensibilité de lignées cellulaires de CCR humain a différentes
classes thérapeutiques in vitro et in vivo. Une étude pilote a été réalisée sur la base de
xénogreffes de la lignée A498 chez la souris nude, puis exploitée pour des analyses sur
biopuces a protéines afin d’identifier les voies de signalisation induites par le sunitinib.

In vitro, les lignées cellulaires de CCR se sont révélées sensibles aux thérapies
indépendamment du statut VHL. In vivo, la lignée A498 est apparue résistante au sunitinib.
L approche par biopuces a montré que plusieurs protéines de 1’angiogenese sont modulées
sous l'effet du traitement, notamment 1’angiogénine. Il n’y a pas de modification de
I’expression des protéines de I’apoptose testées. Les formes phosphorylées d’Akt sont
également augmentées dans les tumeurs traitées, de méme que Liml alors que la forme
phosphorylée de NFxB est diminuée.

Ce travail a ainsi identifié de potentielles cibles impliquées dans les mécanismes de résistance
et devraient permettre de définir de nouvelles options thérapeutiques dans le cancer du rein.
Mots clés: carcinome rénal, résistance au traitement, cytotoxiques, thérapies ciblées,

angiogénine, Liml



Résumé en Anglais

The renal cell carcinoma is characterized by a high resistance to therapies. Our working
hypothesis was that proliferative signaling pathways, anti-apoptotic and / or angiogenic are
involved in resistance to therapies. Thus, as part of this thesis, we measured the sensitivity to

chemotherapy and targeted therapies in kidney cancer cell lines in vitro as well in vivo.

A pilot study was conducted on the basis of the A498 cell line xenografts in nude mice, and
then used for analysis on proteome arrays to identify the signaling pathways induced by
sunitinib.

In vitro, the cell lines of RCC were sensitive to therapy regardless of the VHL status. In vivo,
the line A498 appeared resistant to sunitinib. The approach using the proteome array has
shown that several angiogenesis proteins are modulated as a result of treatment, including
angiogenin. There was no change in the expression of proteins of apoptosis. Phosphorylated
forms of Akt were also increased in the treated tumors, as well as Liml whereas the
phosphorylated form of NFkB was reduced. This work has identified potential targets

involved in resistance mechanisms and should define new therapeutic options in renal cancer.

Keywords: renal carcinoma, resistance to treatment, cytotoxic agents, targeted therapy,
angiogenin, Lim1
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1. Le carcinome a cellules rénales

1.1. Epidémiologie

Avec 11 573 nouveaux cas estimés en 2012 dont 67% survenant chez 1’homme, le cancer du

rein se situe au 7™

rang des cancers. Le taux d’incidence standardisé est de 14,5 chez
I’homme et de 5,8 chez la femme, soit un rapport hommes/femmes de 2,5. Il représente

environ 3 % des tumeurs malignes de I’adulte. L’age moyen du diagnostic se situe a 65 ans.

Avec 3957 déces, dont 67 % chez 1’homme, ce cancer se situe au 9°™ rang des déces parmi
les cancers. Le taux de mortalité standardisé est de 4,0 chez I’homme et de 1,4 chez la

femme. (Tableau 1)

Chez ’homme comme chez la femme, I’incidence de ce cancer est en forte augmentation
depuis 1980, cette croissance se confirmant apres 2005. En effet, le taux d’incidence
standardisé augmente chez I’homme de 2,0 % par an entre 1980 et 2012 (7,7 cas pour 100 000
personnes-années en 1980 contre 14,5 cas en 2012) et, chez la femme, de 1,7 % par an (3,4 en
1980 contre 5,8 en 2012) (Tableau 2, Figure 1). L’explication de cette augmentation
d’incidence est liée a une plus grande fréquence des découvertes fortuites de petites tumeurs
ainsi que dans la vraisemblable multiplication des facteurs de risque culturels et

environnementaux.

Le risque d’étre atteint de ce cancer entre O et 74 ans varie selon la cohorte de naissance. Il
passe de 1,04 % a 1,73 % chez I’homme et de 0,42 % a 0,63 % chez la femme,

respectivement pour les cohortes nées en 1920 et en 1950.

Le taux d’incidence par classe d’age augmente fortement a partir de 40 ans dans les deux
sexes pour atteindre un pic a 75 ans.
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Le taux de mortalité standardisé est relativement stable chez ’homme et chez la femme sur
I’ensemble de la période, avec cependant une diminution de ce taux en fin de période, plus
particulierement chez la femme, pour laquelle une baisse de 2,1 % par an, en moyenne, est

constatée entre 2005 et 2012. Chez I’homme, pour les mémes années, cette diminution est de

1.2 %.

Le risque de décéder de ce cancer entre 0 et 74 ans est d’environ 0,50 % chez ’homme et 0,20
% chez la femme pour les cohortes les plus anciennes. 1l s’infléchit pour les cohortes les plus
récentes, plus nettement pour les hommes que pour les femmes. Le pic de mortalité se situe

entre 75 et 85 ans.

N

La survie relative a 5 ans est globalement de 63 %. Pour un stade localisé (58 % des
diagnostics), elle est a 90 %.

www.e-cancer.fr/toutes-les-actualites/84-linstitut-nationaldu-cancer/7762-un-rapport-sur-les-estimations-de-
lincidenceet-de-la-mortalite-par-cancer-en-france entre1980 et 2012

Anner

feue pbo g 1 1004, Lo ol
ot Himme 1535 1§13 5118 6103 T 150 mm

] 1360 19 1 656 1113 360 R
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Tableau 1 : Nombre de cas et de déces en France selon I’année pour le cancer du rein.
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Figure 1 : Tendance chronologique de I’incidence et de 1a mortalité du cancer du rein pour la

France.
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1.2. Facteurs de risque

Il existe des facteurs de risque reconnus : dialyse depuis plus de 3 ans favorisant une dysplasie
multikystique (cancer tubulopapillaire), obésité et tabagisme. Certains sont suspectés comme
I’hypertension artérielle, I’exposition au cadmium et a I’amiante.

Il existe également des formes familiales héréditaires, dont la plus fréquente est la maladie de

von Hippel-Lindau (1 a 2 % des cancers du rein). [1]

1.2.1. Formes génétiques (Tableau 3)

Les formes héréditaires représentent 2 a 3 % de I’ensemble des cancers du rein mais leur
reconnaissance est essentielle. Un diagnostic précoce permet de mettre en place une prise en
charge et une surveillance spécifiques de ces patients et, lorsque I’anomalie génétique est
identifiée, de proposer un dépistage pré-symptomatique aux apparentés. Ces tumeurs rénales
surviennent souvent 20 a 30 ans plus tot que les formes sporadiques et sont fréquemment
bilatérales et multifocales. Une dizaine d’affections de transmission autosomique dominante
sont actuellement connues dont 4 principales, prédisposant chacune a un type histologique

particulier de tumeurs rénales, et présentées ci-apres.

1.2.1.1. Maladie de von Hippel-Lindau (VHL)

Il s’agit de la premiere cause de cancer du rein héréditaire. La maladie de VHL prédispose au
développement de tumeurs richement vascularisées du SNC et de la rétine
(hémangioblastomes, tumeurs du sac endolymphatique), des reins (carcinomes a cellules
claires et kystes), des surrénales (phéochromocytomes), du pancréas (kystes et tumeurs
endocrines) et de I’épididyme (cystadénomes). L’incidence a la naissance est de 1/36 000 et la

pénétrance est forte (95 % a 60 ans). Plus de 380 familles sont connues et suivies en France.
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Les tumeurs rénales, souvent bilatérales et d’aspect kystique, touchent 40 a 70 % des patients
et sont découvertes en moyenne a 39 ans mais peuvent s’observer avant 18 ans [2,3].

La maladie de VHL est due a des mutations germinales du gene suppresseur de tumeur VHL,
localisé en 3p25-26, dont le role est capital dans I’angiogenese. Plus de 200 mutations
germinales différentes du géene VHL ont été identifiées et ont conduit a la distinction de
plusieurs types de maladie de VHL [2,3]. Le type 1 est caractérisé par un risque minime de
phéochromocytome et il est habituellement associé a des délétions étendues (absence de
protéine VHL) ou des mutations conduisant a une protéine tronquée (protéine plus courte). Le
type 2 est associ€é a un risque prédominant de phéochromocytome et les mutations les plus
fréquentes sont des substitutions (protéine de longueur normale mais non fonctionnelle). Le
type 2B prédispose a I’ensemble des tumeurs de la maladie de VHL. Le type 2A se caractérise
par un risque plus faible de cancer rénal. Enfin, le type 2C est associé uniquement a la
survenue de phéochromocytomes.

Le dépistage pré symptomatique des membres de la famille a risque par test génétique est
recommandé a partir de 5 ans [3]. La surveillance abdominale est annuelle. Elle est effectuée

par échographie de 5 a 18 ans, puis en alternant IRM et échographie a partir de 18 ans. Le

scanner n’est indiqué qu’en cas d’éventuelle 1ésion, avant de décider du geste thérapeutique.

1.2.1.2. Cancer rénal papillaire héréditaire

Cette affection dont I’incidence estimée est inférieure a 1/200 000 est caractérisée par le
développement de carcinomes papillaires de type 1, bilatéraux et multifocaux (parfois
innombrables) chez plus de 60 % des patients [1,4]. Il n’a pas été décrit jusqu’ici de
manifestations cliniques extra-rénales. Les tumeurs rénales se développent plutdt dans la

cinquieme décade et sont le plus souvent de bas grade, mais elles peuvent aussi survenir a un
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age précoce (des 30 ans) et avoir un comportement agressif [4]. Une trentaine de familles ont
été décrites dans la littérature et 6 familles sont actuellement connues en France.

L’affection est due a des mutations activatrices (une dizaine connues) du proto-oncogene
MET, localisé en 7q31 et qui code le récepteur tyrosine kinase normalement activé par le
facteur de croissance hépatocytaire (HGF) [1]. Le test génétique chez les apparentés est
effectué a partir de 18 ans. La surveillance rénale est annuelle a partir de 20 ans en alternant

IRM et échographie.

1.2.1.3. Léiomyomatose cutanéo-utérine héréditaire avec cancer
rénal

Cette affection touche environ 1 personne sur 100 000 et prédispose au développement de
fréquents lIéiomyomes cutanés et utérins multiples ainsi que de carcinomes papillaires de type
2 (parfois de cancers des tubes collecteurs) chez 15 a 20 % des patients. Les tumeurs rénales
sont tres agressives, imposant leur exérese chirurgicale des leur découverte méme lorsqu’elles
sont de petite taille [1,5]. Elles sont découvertes le plus souvent entre 30 et 40 ans mais
peuvent survenir des 1’adolescence.

L’affection est due a des mutations germinales du gene suppresseur de tumeur FH, localisé en
1q42-43 et qui code la fumarate hydratase, enzyme mitochondriale du cycle de Krebs qui
transforme le fumarate en malate. Plus de 120 mutations germinales différentes ont été
identifiées et il n’y a pas de corrélation génotype-phénotype. Le test génétique chez les
apparentés est effectué a partir de 10 ans. La surveillance rénale est annuelle a partir de 10 ans
et fait appel a 'IRM (I’échographie n’a pas d’indication, compte tenu de la nécessité de

découvrir les tumeurs le plus tot possible).
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1.2.1.4. Syndrome de Birt-Hogg-Dubé (BHD)

Cette affection, dont I’incidence est également estimée a 1/100 000, prédispose les patients a
des Iésions cutanées bénignes du visage et du cou (fibrofolliculomes), des pneumothorax
spontanés récidivants, des kystes pulmonaires et des tumeurs rénales [1,6]. Les tumeurs du
rein surviennent a un age moyen de 50 ans, elles sont souvent bilatérales et multifocales mais
en général peu agressives. L’association de tumeurs de types histologiques différents est tres
caractéristique de I’affection. Le plus souvent, il s’agit de carcinomes chromophobes et de
tumeurs hybrides oncocytomes-chromophobes mais des carcinomes a cellules claires, des
oncocytomes ou des carcinomes papillaires peuvent s’observer.

Le syndrome de Birt-Hogg-Dubé est dii a des mutations germinales du géne FLCN localisé en
17p11.2 et identifié en 2002 [1,6]. Le gene FLCN code la folliculine qui est impliquée dans la
voie mTOR. Plus de 200 mutations germinales sont actuellement décrites et il n’y a pas de
corrélation génotype-phénotype évidente. Le test génétique chez les apparentés est effectué a

partir de 18 ans. La surveillance rénale est annuelle a partir de 18 ans en alternant IRM et

échographie.
Affection Gene Frequence el type des Aulres manifestations cliniques
wumeurs réniles
Malacdis de von WYHL 4070 % Carcinomes a Hémangioblastomeas du SNC (60-80 96) at da la rétine (50 % ) Kystes (78 %)
Hippel-Lindau 3p25—  cellules claires Kysles rénaux 8l lumeurs endocrines du pancriaas (5-10 % ), phéachromecytomes (24 % J,
26 tumeurs du sac endolymphatique (2-11 %), cystadénomas de 'épididyme
(54 %)
Canicer rérial MET 50-67 % Caicitiomes Maarit
papilaire Tga papillairas de lypa 1
heréd|taira
Léismyomalose FH 15-18 % Carcinomes Léiomyomes cutanaés (75 % ) el uténns (100 % des femmes)
culanéo-ulérine 1q42-  papillaires de type 2,
héréditaire avec 43 carcinomes des tubes
cancar rénal collectaurs
Syndrome da Bi- | BHD 20-34 3% Cancers Fibrolollicultimes outanss (75 %), pneumcthorax (24 % ), kystes puliionaires
Hogg-Dube 17p11.2  chromophobes tumelrs 180 %) Polypes &l carcinomes colorectaux dans certaines familles

hybifides, ancocylomes,
carcinomes 4 cellules claires

Tableau 3: Différentes formes génétiques du cancer du rein.
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1.3. Classification anatomopathologique

Les CCR représentent 85 % des cancers du rein de 1’adulte. Cinq autres types histologiques et

de nombreux sous-types histologiques constituent les 15 % restants

1.3.1. Données anatomopathologiques

L’examen anatomopathologique de la tumeur primitive ou de la métastase utilise la
classification anatomopathologique de I’OMS, le grade nucléaire de Fuhrman et le stade
TNM :

e la classification anatomopathologique de 1’OMS définit de nombreux sous-types
histologiques. Pour les carcinomes a cellules rénales, les sous-types histologiques les
plus fréquents sont le carcinome a cellules claires (80 %) (anciennes dénominations :
tumeur de Grawitz, hypernéphrome, adénocarcinome), le carcinome papillaire (ou
tubulo-papillaire) et le carcinome chromophobe ;

e e grade nucléaire de Fuhrman distingue 4 grades selon la taille du noyau et du
nucléole. C’est un critere pronostique important. Plus le grade est élevé, moins bon est
le pronostic ;

e e systeme actuel de classification TNM 2009 est recommandé puisqu’il est lié au

pronostic et oriente la prise en charge thérapeutique.
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Carcinome renal familial
Tumeurs a cellules renales
Benignes
Adénome papillaire
Oncocytome
Malignes
Carcinome a cellules claires
Carcinome kystique multiloculaire a cellules claires
Carcinome papillaire du rein
Carcinome chromophobe du rein
Carcinome des tubes collecteurs de Bellini
Carcinome médullaire du rein
Carcinome avec translocation Xp11
Carcinome associé au neuroblastome
Carcinome fusiforme tubuleux et mucineux
Carcinome inclassé
Tumeurs métanéphriques
Adenome metanephrique
Adencfibrome metanéphnque
Tumeur stromale m&tanéphrigue
Tumeurs mixtes épithéliales et mésenchymateuses
Nephrome kystique
Tumeur mixte épithéliale et stromale
Sarcome synovial
Tumeurs néphroblastiques
Restes néphrogéniques
Néphroblastome
Néphroblastome cystique partellement differencie
Tumeurs neuro-endocrines
Tumeur carcinoide
Carcinome neuroendocrine
Tumeur primiiive neurcectodermigue
Neuroblastome
Phéochromocytome
Autres tumeurs
Tumeurs meésenchymateuses
Tumeurs hématopoiétigues et lymphaoides
Tumeurs germinales
Tumeurs metastatiques

Tableau 4 : Classification histologique des tumeurs du rein selon ’OMS.

1.4. Indications thérapeutiques selon le stade de la maladie

La prise en charge thérapeutique difféere selon que le cancer du rein est localisé, localement
avancé ou métastatique.

1.4.1. Traitement des formes localisées

Le traitement de référence du cancer du rein localisé est la chirurgie. On distingue deux types

de chirurgie, la néphrectomie partielle et la néphrectomie élargie.
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14.1.1. Une alternative a la chirurgie : les traitements ablatifs

Différentes approches physiques sont disponibles afin de permettre une destruction in situ de
tissu tumoral viable. Celles-ci sont la radiofréquence, la cryothérapie, les ultrasons focalisés
(HIFU), la thermothérapie micro-onde et I’ablation laser.

Leur intérét est représenté par leur caractere mini-invasif, I’épargne néphronique et leurs
complications moins fréquentes que le traitement chirurgical. Les indications de traitement
semblent pouvoir étre élargies chez des patients a haut risque chirurgical.

Une preuve histologique de la malignité de la Iésion par biopsie percutanée doit €tre réalisée

avant la procédure.

1.4.1.2. Place de la surveillance active

La surveillance active peut constituer une option de prise en charge des petites tumeurs, chez
des sujets agés de plus de 75 ans présentant des comorbidités élevées, et ayant une tumeur
solide du rein de moins de 40 mm [7]. L’objectif est d’évaluer sur une période, 6 mois
minimum, 1’évolutivité de la tumeur car 25 a 35 % de ces tumeurs resteront stables avec un
recul de 29 mois [8]. La croissance tumorale est peu importante et estimée en moyenne a 0,28
cm/an [9]. L’indication de traitement se rediscute lorsque la tumeur atteint 30 a 40 mm selon
les auteurs [10]. 11 a été démontré que la période d’observation utilisée en cas de surveillance
active n’a pas d’incidence sur la survie globale ou le risque métastatique [11]. Les résultats
des méta-analyses sur la surveillance sont compromis par une proportion de pres de 50 % des
patients sans histologie avant surveillance [12]. Sachant que 20 a 30 % des petites tumeurs
rénales sont bénignes et connaissant 1’innocuité de la biopsie percutanée, celle-ci apparait

raisonnable afin d’éviter un protocole contraignant chez le sujet agé.
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1.4.2. Traitement des formes localement avancées

La chirurgie par néphrectomie totale élargie, voire une thrombectomie avec ou sans
cavactomie et curage ganglionnaire reste le traitement de choix dans les cancers localement

avanceés.

1.4.3. Traitement des formes métastatiques (Tableau 5)

Jusqu’en 2006, le traitement médical du cancer du rein métastatique €tait I’immunothérapie.
Depuis, les molécules anti-angiogéniques ont complété le panel thérapeutique. Ces molécules
peuvent agir sur 'une des deux voies de 1’angiogenese : inhibition directe par 1’action du
« Vascular Endothlial Growth Factor » (VEGF) sur son récepteur, ou inhibition de la voie
PI3K/AKT/mTOR dans la cellule tumorale. A ’heure actuelle, 7 molécules sont disponibles
sur le marché : des inhibiteurs de tyrosine kinases (TKIs) (le sunitinib, le sorafenib, le
pazopanib et 1’axitinib), un inhibiteur du VEGF, le bevacizumab associé a I’interféron, et les
inhibiteurs de mTOR (le temsirolimus et I’évérolimus) [13-19]. Leur efficacité a été
principalement évaluée en cas de CCC). Les recommandations de traitement varient en
fonction de I’histologie tumorale et des groupes pronostiques [20]. Il n’a pas ét€é démontré
qu’un traitement précoce améliorait la survie et, en cas de maladie indolente, une période
d’observation doit étre considérée avant de débuter le traitement médical.

Les recommandations concernent principalement les CCC. Le traitement dépend de la

classification pronostique et de la ligne de traitement.

1.4.3.1. Chez les patients de pronostics bon ou intermédiaire

En Premiere ligne de traitement, 3 médicaments peuvent étre recommandés :

Le sunitinib, le pazopanib et 1’association bevacizumab + interféron (IFN).
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Ces trois options ont le méme niveau de preuve (IA) et peuvent €tre utilisées. La seule étude
comparative entre ces options a montré que le sunitinib et le pazopanib étaient équivalents en
termes d’efficacité, mais une majorité de patients préfere le pazopanib dans une étude récente.
L’association bevacizumab + IFN est volontiers utilisée dans les formes indolentes.

En deuxiéme ligne de traitement, 2 médicaments ont démontré leur efficacité en cas d’échec
d’un premier traitement anti-VEGF, I’évérolimus [17] et I’axitinib. Il n’existe pas de critere
de choix entre ces 2 options. Le sorafenib représente une option acceptable. Concernant la
séquence de traitement, lre/2de ligne la séquence €vérolimus/sunitinib est inférieure a la
séquence sunitinib/évérolimus, 1’évérolimus n’est donc pas recommandé en Ire ligne
thérapeutique.

En troisieme ligne de traitement, aprés une séquence thérapeutique utilisant 2 TKIs,
I’évérolimus constitue le standard [17]. Apres une séquence thérapeutique utilisant un anti-
VEGEF et I’évérolimus, un nouveau TKI ou le rechallenge avec le premier TKI constitue une

option possible et recommandée.

1.4.3.2. Chez les patients de mauvais pronostic

Le temsirolimus est le traitement de référence [16]. Un TKI, sunitinib ou autre restent des

options possibles, notamment chez les patients avec un bon Performance Status (PS).

1.5. Cancer du rein non a cellules claires

Aucun standard n’existe dans cette situation, et les anti-VEGF restent le standard. Plusieurs
études suggerent que 1’utilisation d’inhibiteurs de mTOR est possible, mais 1’inclusion dans
un essai clinique doit étre encouragée chaque fois que possible. Du fait de la rareté de ces
formes, toute tumeur du rein non a cellules claires métastatique doit étre présentée en Réunion

de Concertation Pluridisciplinaire CARARE du fait de I’existence de ce réseau national
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depuis 2013 (joignable pour avis sur carare @ gustaveroussy.fr). Pour les carcinomes des tubes
collecteurs (carcinomes de Bellini), ou les cancers médullaires, la chimiothérapie de type

urothélial est une option possible.

Traiternent medical de premiére ligne du cancer du rein métastatigue
Histologie Groupes pronostigques Standard Option
Carcinome rénal & cellules claires  Bon el mtermédiare Sunitmib (grade A) Cytokine (grads B)
Bevacliurmab + IFN (grade A) = Soratenib (grads Bj

Pazopanib (grade A) Observation
Mauvais Temsirolimus (grade A) Sunitinib (grace B)
Pazopanib (grade B)
Autres histologies Essal thérapeutigue Inhibiteur de mTOR
Sunitimb
Soralanib

Traltement medical de deuxiéme ligne du cancer du rein métastatique
Histologie Premiere ligne Standard Option

Carcinome rénal 2 cellules claires  Cylokine Soraferit (grade A]  Sunitinib (grade B)
Pazopanib (grade A)  Bevacizurniab (grade B)
Axitinib {grade A]  Tamsirofimus (grade C)

Inhibiteur du VEGF  Everclimus (grade A)  Sorafenid (grade B)

| Axitin (grade A

Autres histologies Essal therapeutique

Traitement medical de troisieme ligne du cancer du rein melastatique
Histalogie Lignes precedentes Standard
Carcinome rénal & cellules claires 2 inhibiteurs du VEGF = Ewerolimus (grade A)
1 TKI puis sverolimus | THI (grade BY
Autres histologies Essal tharapeubque

Tableau 5 : Traitement médical du cancer du rein métastatique selon les recommandations de
I’ Association Francaise d’Urologie.
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1.6. Le cancer du rein métastatique

10 2 40 % des patients sont d’emblée métastatique, et10 a 30 % le deviennent.

Le délai moyen d’apparition des métastases est de I’ordre de 36 mois [21] avec 42 % qui
évoluent dans la premiere année (donc avec un pronostic plus défavorable) [22].

Le sous-type histologique le plus souvent responsable de métastases est le CCC et ceci est
retrouvé sur I’ensemble de la littérature. Sur une série de 910 patients atteints de cancer rénal
métastatique, la Mayo Clinic a relevé 94 % de carcinome a cellules claires, 4 % de carcinome
tubulo-papillaires et 2 % de carcinome chromophobe [23]. La répartition des métastases était

aussi variable en fonction du sous type histologique (tableau 6)

Tableau 6 : Répartition des localisations métastatiques du cancer du rein en fonction du sous-
type histologique.
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1.7. Biologie du cancer du rein

Dans chaque type histologique de CCR, des voies moléculaires sont impliquées dans les

étapes de la carcinogenese et sont prises en compte dans les choix thérapeutiques.

1.7.1. La voie VHL-HIF-VEGF dans le CCR (Figure 2)

Cette voie moléculaire présente une importance majeure dans le CCR. Quand elle est activée,
elle permet le développement d’une néo angiogenese tumorale par surexpression de facteurs
pro-angiogéniques par les cellules tumorales, qui activeront a leur tour les cellules

endothéliales entrainant la formation de néovaisseaux tumoraux.

La découverte et le clonage du gene suppresseur de tumeur VHL sont issus de 1'étude de la
maladie héréditaire de von Hippel-Lindau. Chez ces patients, une mutation inactivatrice
germinale du géene VHL (par délétion de tout ou partie du gene) a été retrouvée, l'inactivation
du deuxieme allele conduisant au développement d'une tumeur selon la théorie de Knudson de
la carcinogénese a « deux coups » (two hits carcinogenesis). Des études ont ensuite pu établir
VHL comme gene suppresseur de tumeur [24]. L'inactivation de VHL, que ce soit par
mutation/délétion de la séquence codante ou par altération du promoteur, est retrouvée dans
environ 60% des CCR sporadiques [25], faisant de 1'étude de cette voie moléculaire un objet

de recherche majeur pour la compréhension de la carcinogénése de ces tumeurs.

Le produit du gene VHL est la protéine pVHL. pVHL est représentée par 2 protéines dont une
tronquée en position Nterm du a une initiation de la traduction par une méthionine "in frame"
mais qui n’empéche pas la dégradation de HIF car celui-ci se fait via la liaison de VHL par sa
partie Cterm. Les fonctions de pVHL sont encore en voie d'exploration, mais la principale est

la régulation du facteur HIF [26] : en effet, la plupart des genes surexprimés en cas
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d'inactivation de VHL sont également sous la dépendance de HIF. Il existe plusieurs formes
de HIF alpha, HIF-1alpha, HIF-2 alpha et HIF-3 alpha, qui est plutot inhibiteur du systeme.
La régulation de la sous-unit¢ o de HIF par pVHL est médiée par un complexe
multienzymatique protéique associant les protéines Culin2, Elongin B, Elongin C, NEDDS et
Rbx. Ce complexe, en présence d'oxygene qui est nécessaire a une hydroxylation préalable
par la prolyl-hydroxylase (PHD), induit la poly-ubiquitinylation de HIFa, ayant pour
conséquence la dégradation de ce facteur par le protéasome. En hypoxie, HIF-1a n’est plus
hydroxylé€ et ne fixe plus pVHL. Il y a translocation nucléaire de HIF-1a. Celle-ci se fixe alors
a son partenaire HIF-10, qui est relativement stable et exclusivement nucléaire pour former le
facteur de transcription HIF-1. HIF-1 se fixe alors sur la séquence HRE des genes sensibles a
I’hypoxie et induit la transactivation de ces derniers. L’hypoxie joue donc a plusieurs niveaux
sur la sous-unité HIF-1a : en la stabilisant, en favorisant sa translocation nucléaire et, enfin,
en augmentant 1’activité transactivatrice. Plusieurs co-facteurs peuvent intervenir en se fixant
au complexe HIF-1 pour augmenter sa transactivation. Il a été ainsi montré que la protéine
chaperon Hsp90 était capable de se fixer a HIF-1a et d’activer la transactivation d’HIF-1 [26].
Les geénes activés par HIF sont nombreux, plus de 80, et leurs fonctions sont variées :
angiogénese (via VEGF-A et PDGFf), métabolisme du glucose au niveau de son transport
(GLUTI) ou de la glycolyse (6-phosphofructose-2-kinase), contrdle du pH (anhydrases
carboniques, dont CA IX), prolifération cellulaire (avec implication de PDGFp et TGFa et
PTHrP), régulation de I’érythropoiese (EPO). HIF1 et HIF2 vont présenter des profils
différents d’expression de ces genes: on considere que HIF2 aurait un potentiel plus
activateur que HIF1. Ces facteurs conduisent en situation physiologique a faciliter la survie
cellulaire en condition dhypoxie, et en situation pathologique a stimuler la croissance

tumorale et stopper I’entrée des cellules en apoptose. Ces différents facteurs, notamment le
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VEGEF, ne sont pas sous la dépendance exclusive de HIF, mais peuvent étre régulés également
par d'autres voies.

Le VEGF, facteur proangiogénique majeur, joue un role particulierement important dans la
carcinogénese du CCR, par son role primordial dans la néoangiogénese [27]. Il existe
plusieurs membres de la famille VEGF, (VEGF A, B, C, D et E) dont le principal est le
VEGF-A ou VEGF. Le VEGF-A possede 9 isoformes générées par épissage alternatif,
isoformes qui different par la présence ou non d’un domaine de liaison a I’héparine et aux
héparanes sulfates. L'isoforme prédominante est I'isoforme VEGF 165, existant a la fois en
forme soluble et liée a la matrice extracellulaire. Dans les CCR, les isoformes retrouvées
surexprimées sont les VEGF 165, 121 et 189. Les autres molécules importantes dans
l'angiogénese et la lymphangiogénese tumorales sont les VEGF-C et VEGF-D, qui sont

exprimés sous le contrdle d'autres voies ne répondant pas a I'hypoxie.

N

Les récepteurs au VEGF (VEGFR), qui sont des récepteurs transmembranaires a activité
tyrosine kinase, sont également de plusieurs types : VEGFRI1 (ou Flt-1), VEGFR2
(KDR/FLK-1) et VEGFR3 (Flit-4). Le VEGFR2 est exprimé principalement par les cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins, alors que le VEGFR3 est exprimé sur les cellules
endothéliales aussi bien des vaisseaux sanguins que lymphatiques. Leur rdle va donc étre
différent, avec une action majeure dans la néoangiogénese pour le VEGFR2, alors que le
VEGFR3 interviendra surtout dans la lymphangiogénese. Il existe par ailleurs une affinité
différente des isoformes du VEGF pour les différents récepteurs : les VEGF-A 121 et 165 se

lient sur les VEGFRI1 et R2, tandis que les VEGF-C et D se lient sur les VEGFR2 et R3. [27]

Parmi les autres genes cibles de HIF :

e le PDGF joue également un rdle dans l'angiogénese. En effet, les cellules

périvasculaires (pericytes et cellules musculaires lisses) expriment les récepteurs au
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PDGF, et jouent un r0le primordial dans le soutien aux cellules endothéliales
permettant ainsi le maintien des néovaisseaux et vaisseaux matures [28].

¢ le TGFoa est un facteur de croissance des tissus épithéliaux, qui joue un rdle autocrine
de stimulation de la prolifération pour la cellule tumorale, comme décrit
ultérieurement.

e CA IX joue un role de protection en situation de stress hypoxique, en contrdlant le pH
intracellulaire. Cette fonction est primordiale au sein d'une tumeur, ou les cellules
tumorales en position centrale sont soumises a un niveau élevé d'hypoxie.

¢ de méme, les génes du métabolisme du glucose facilitent certainement la survie de la
cellule tumorale en situation de stress.

Ainsi I’activation de la voie de signalisation VHL/HIF/VEGF par inactivation du géne VHL
serait un événement précoce de la carcinogenese dans le CCR : la conséquence majeure en est
I’hyper-expression de facteurs proangiogéniques. Les tumeurs en phase de croissance vont
dépendre de cette néoangiogénese a la fois pour leur propre développement mais également
pour leur dissémination locorégionale et le développement de métastases. L'étude de la voie
VHL a donc permis d’appréhender les mécanismes impliqués dans la néoangiogénese
tumorale, cette néoangiogénese étant en partie responsable du caractere agressif et du

potentiel métastatique de la tumeur et de ce fait, une cible thérapeutique majeure dans le CCR.

1.7.2. La voie PI3K/AKT/mTOR dans le CCR (Figure 3)

Une autre voie moléculaire apparait également incontournable dans la biologie du cancer du
rein : la voie PI3K/AKT/mTOR [29, 85]. Cette voie se situe en aval des récepteurs aux
facteurs de croissance, récepteurs pour la plupart a activité tyrosine kinase, en parallele avec

la voie des MAPKinases. Dans la voie PI3K/AKT/mTOR, le récepteur active la PI3K, qui

34



N

active a son tour AkKT en phosphorylant le phosphatidyl-inositol-di-phosphate (PIP2) en
phosphatidyl-inositol-triphosphate (PIP3). PTEN est une phosphatase jouant un rdle
d’inhibiteur d’AKT, en contrant I’action de la PI3K par la transformation du PIP3 en PIP2.
AKT agit alors en régulant de nombreux substrats, dont mTOR. Le mode d'action de mTOR se
fait au niveau de la synthese protéique [30]. mTOR agit en effet en stimulant la traduction des
ARNm en protéines, principalement par I’intermédiaire des facteurs 4E-BPs et p70S6K, dont
les substrats sont réciproquement elF4E, facteur d’initiation de la traduction, et la protéine
ribosomale p70S6. Son action consiste donc en une augmentation globale de la synthese
protéique. Cependant, les facteurs initiateurs de la traduction ont une affinité variable envers
les différents ARNm, en fonction de leur structure. Cette affinité est généralement plus
importante pour les ARNm qui doivent étre fortement régulés, notamment ceux codant pour
les protéines impliquées dans le contrdole du cycle cellulaire, de la prolifération ou de
I'apoptose. L'activation de mTOR est principalement sous la dépendance de la voie
PI3K/AKT, AKT inactivant des inhibiteurs de mTOR en les phosphorylant. Cependant, elle
répond également a la stimulation par la voie des MAPKinases (Mitogene Activated Protein

Kinases), mTOR pouvant étre directement activée par ERK [31].

L'action de mTOR est observée a plusieurs niveaux de la carcinogénese du CCR :

e [nteraction avec la voie VHL-HIF-VEGF. En effet, I’activation de mTOR va conduire
a l'augmentation de la traduction des ARNm de HIFo. mTOR agit donc, par
lI'intermédiaire de HIF, sur la néoangiogénese tumorale indépendamment de VHL.

e Action de mTOR dans la transduction du signal. En effet, cette molécule apparait
comme un acteur « central » des voies de signalisation intracellulaires, agissant trés en
aval de la chaine de transduction, en favorisant fortement le métabolisme tumoral par
augmentation de la synthese protéique. Cette augmentation de synthese protéique, peu
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spécifique, touche I’ensemble du métabolisme tumoral, et va se traduire par une
surexpression des molécules impliquées dans la carcinogénese, telles que les

molécules favorisant I'entrée en cycle, ou les molécules anti-apoptotiques.

Dans le cadre du cancer du rein, I’action de mTOR va se dérouler au niveau de deux types
cellulaires : d'une part au niveau de la cellule tumorale elle-méme, ot mTOR va agir a
différents niveaux du métabolisme tumoral (survie cellulaire, prolifération) en amplifiant
I'expression de facteurs déterminés par d'autres processus oncogéniques (de la méme maniere
qu'elle amplifie la voie VHL/HIF/VEGF) ; d'autre part, elle agit également au niveau de la
cellule endothéliale, en aval de la signalisation par le VEGFR, favorisant donc son action
proangiogénique. mTOR apparait donc essentielle a la carcinogénese du cancer du rein, en
jouant sur la néoangiogénese a la fois au niveau de la cellule tumorale et de la cellule

endothéliale, et en agissant par activation non spécifique du métabolisme tumoral.

1.7.3. Les voies de ’EGF et des MAPKinases dans le CCR (figure 4)

Le récepteur a 'EGF (EGFR) apparait fréquemment surexprimé dans le cancer du rein. Un de
ses ligands est le TGFa, dont l'expression est notamment sous la dépendance de la voie
VHL/HIF [32]. Les voies de signalisation sous la dépendance de I'EGFR sont connues pour
leur role dans la carcinogénese de nombreux cancers, conduisant a la stimulation de la
prolifération et a I’inhibition de 1'apoptose des cellules tumorales. Il y a donc un mécanisme
d'entrainement, 1’activation de la voie VHL/HIF permettant la surexpression de TGFa, qui

stimule en retour la prolifération tumorale via 'EGFR.
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Deux voies de signalisation principales existent en aval des récepteurs a activité tyrosine
kinase tels que I'EGFR: la voie PI3K/AKT/mTOR, déja présentée, et la voie des
MAPKinases. Dans cette voie, plusieurs kinases (Ras, Raf, MEK, ERK) sont successivement
activées (les unes activant les autres dans une « cascade » de signalisation) et sont finalement
responsables de modification d’expression de genes multiples. 1l est souvent proposé, de
maniere un peu simplificatrice, que la voie des MAPKinases joue en rdle prépondérant dans la
prolifération, tandis que la voie PI3K/AKT/mTOR jouerait plus un role dans la survie et la
croissance cellulaire. Il convient cependant de souligner I’interconnexion de ces différentes

voies de signalisation, comme on I’a vu par exemple au niveau de mTOR. [32]

1.7.4. La voie Sonic Hedgehog

La voie de signalisation Sonic Hedgehog (Shh) est une voie physiologiquement activée durant
I’embryogenese et le développement [33]. Son gene, situé en 7q36, produit une pré-protéine
de 45 kDa, qui va subir dans les conditions physiologiques un certain nombre de
modifications post-transcriptionnelles [34].

Le récepteur membranaire de Shh est Patched (Ptch), dont il existe deux isoformes (Ptchl et
Ptch2). Ptch comprend 12 domaines transmembranaires. En 1’absence de ligand, Ptch inhibe
la migration a la membrane de la protéine Smoothened (Smo), en la maintenant a 1’état inactif
a I'intérieur de la cellule. Les facteurs de transcriptions Gli (Glil, Gli2 et Gli3) sont alors liés
a la protéine SUFU et restent inactifs dans le cytoplasme [35]. Gli3 est également phosphorylé
par la PKA et va ainsi produire une protéine inhibitrice GLIR qui a une action de répression
de la transcription des genes cibles de Shh.

Lorsque Shh se fixe a son récepteur Ptch, il y a levée de I'inhibition de Smo qui va alors
migrer a la membrane. Les facteurs de transcription Gli se dissocient ensuite de SUFU pour

migrer dans le noyau et activer la transcription des genes cibles. On note qu’une fois que Shh
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est lié a Ptch, il y a une internalisation du complexe Shh-Ptch dans la cellule avant sa
dégradation dans le lysosome [36].

Des études au sein de notre laboratoire ont montré la réactivation de la voie SHH dans le
CCR, et cela indépendamment du statut VHL et que I'inhibition de la voie SHH induisait une
diminution de plus de 70% de la prolifération cellulaire et augmente 1’apoptose cellulaire sans

modifier la senescence des cellules cancéreuses. [37]

cuzE B EIC
St Rix pVHL Ciegradaticn

taf |
Hydroxylation U par le
02 Pty Ul uitirmylation U Profasomes
OH OH

u
——a HIFd =— HFq u*

HIF R
Expression Bt
de génes
li&s a l'hypoxie
Noyau \

CAIX VEGF

TeFa  FUGFR

Figure 2 : Voie VHL/HIF/VEGF dans le CCR: En présence d’oxygene, la prolyl-
hydroxylase (PHD) réalise 1’hydroxylation de HIF. Une fois hydroxylé, HIF peut étre
polyubiquitinylé par le complexe poly-enzymatique formé autour de pVHL (qui comprend
Rbx, Culin2 (Cul2), Elongin B (El B), Elongin C (EI C) et Nedd8), et étre ensuite dégradé par
le protéasome. En cas d’hypoxie ou d’inactivation de VHL, HIFa va se lier a HIFf, se
transloquer dans le noyau entrainant une surexpression de nombreux genes liés a 1’hypoxie en
interagissant avec des domaines HRE (Hypoxia Responsive Elements) que contiennent les
promoteurs de ces génes. Ces génes-cibles comprennent notamment le VEGF, le PDGFp, le
TGFa, CA IX, ’EPO et Glutl. (J.Edeline, et al. 2010 [32])
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Figure 3 : Voie PI3K/AKT/mTOR dans le CCR : Apres fixation du facteur de croissance (FC)
sur son récepteur, celui-ci active la PI3Kinase, qui phosphoryle le phosphatidyl-inositol-
diphosphate (PIP2) en phosphatidyl-inositol-triphosphate (PIP3). PTEN est une phosphatase
qui induit la transformation du PIP3 en PIP2. Le PIP3 va activer PDK1, qui activera a son
tour AKT. AKT va inhiber TSC (Tuberous Sclerosis Complex), qui inhibe a son tour mTOR.
Finalement, mTOR joue sur la régulation de facteurs qui contrélent eux-mémes des protéines-
clés dans la traduction : d’une part, mTOR inhibe les protéines 4E-BP qui lient en I’inhibant
le facteur initiateur de la traduction elF4E, et d’autre part, mTOR active la p70S6K qui active
la protéine ribosomale p70S6. Au total, il en résulte une stimulation peu spécifique de la
traduction, qui conduit notamment a une augmentation de protéines liés a la survie cellulaire,
et par ailleurs a une augmentation de 1’expression de HIFa. De plus, mTOR peut également
étre activée par la voie des MAPKinases. (J.Edeline, et al. 2010 [32]
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Figure 4 : Cibles thérapeutiques explorées dans le cancer du rein. Elles comprennent : dans la
cellule tumorale, 'EGFR, mTOR et HIF ; en extracellulaire, le VEGF ; dans la cellule
endothéliale, le VEGFR et mTOR. Les médicaments ayant obtenu I’AMM dans le cancer du

rein ciblent mTOR (Temsirolimus), le VEGF (bevacizumab) et son récepteur (Sunitinib et
Sorafenib). (J.Edeline, et al. 2010 [32])

1.8. Le role de I’angiogenese
1.8.1. L'angiogenese

Apres la formation du plexus vasculaire primitif, de nouvelles cellules endothéliales sont
formées, générant des nouveaux capillaires par bourgeonnement ou par intussusception.
L'angiogenese est le processus de formation de ces nouveaux vaisseaux sanguins a partir du
plexus vasculaire primitif ou de vaisseaux préexistants (Figure 5). L'étude moderne de
l'angiogenese a été initiée par Folkman en 1971, lorsque ce dernier émis 1idée d'une
angiogenese active nécessaire a la croissance tumorale [38].

Apres la naissance, I'angiogenese contribue a la croissance des organes, mais a 1'age adulte les

vaisseaux sanguins restent quiescents et l'angiogenese n'est présente dans les conditions
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physiologiques que dans le cycle ovarien et dans la grossesse. L'angiogenese est aussi
importante dans la réparation des tissus et la cicatrisation lors d'une blessure ou d'une
ischémie. Cependant, l'angiogenese est dérégulée dans certaines pathologies avec des cas ou
elle est excessive (comme le cancer, la polyarthrite rhumatoide ou encore la dégénérescence
maculaire liée a 1'age (DMLA), et des cas ou elle est insuffisante (comme la pré-éclampsie)

[39].

1.8.2. L'angiogenese tumorale

L'oxygene diffuse dans les tissus dans un rayon de 100 pm autour d'un capillaire [40-41]. Les
cellules tumorales ont donc besoin pour avoir un approvisionnement en oxygene ainsi qu'en
nutriments et pour éliminer leurs déchets de mettre en place un réseau vasculaire. Cette mise
en place du réseau vasculaire tumoral suit des mécanismes qui miment ceux de l'angiogenese
physiologique [42]. Cependant l'analyse fine de cette vascularisation fait apparaitre des
différences dans la structure des vaisseaux tumoraux par rapport a une vascularisation
physiologique (Figure 6). En effet, les vaisseaux tumoraux apparaissent dilatés, tortueux,
perméables suite a la fenestration de l'endothélium, d'un espace transcellulaire et d'une
membrane basale incomplete [43]. De plus, la couverture en péricytes des vaisseaux tumoraux
est faible [44]. Les facteurs de l'angiogenese tumorale sont les mémes que ceux décrits pour
I'angiogenese physiologique. Ainsi, le VEGF, induit tres fortement par 1'hypoxie [45-46], est
sécrété par les cellules tumorales, et son niveau d'expression dans la tumeur est corrélé avec la

densité des vaisseaux sanguins tumoraux [47].

Lors de cette angiogenese tumorale, il n’y a pas de véritable phase de maturation des
vaisseaux. Le recouvrement de I’endothélium par les péricytes est anormal et les jonctions

sont incompletes. Au final, les vaisseaux tumoraux sont mal formés d’ou 1I’augmentation de la
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perméabilité vasculaire observée dans les tumeurs. La tumeur est entourée d’un tissu appelé
stroma contenant de nombreux types cellulaires comme les fibroblastes, les cellules
inflammatoires et les macrophages. Ces cellules participent également au processus

d’angiogenese et de progression tumorale.

Microvascularisation normale Microvascularisation tumorale

Figure 5: Contraste entre la microvascularisation normale et tumorale. D'apres [48]

A gauche, vascularisation du rat avec une organisation classique composée d'artérioles et de
veinules séparées par des capillaires. A droite, vascularisation d'une tumeur (xénogreffe de
tumeur humain sur une souris immunodéprimée). La vascularisation est désorganisée, sans
hiérarchie et avec des branchements excessifs.
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Figure 6 : Représentation de I'évolution de la vascularisation tumorale lors d'une thérapie
anti-angiogénique. D'apres [49].

1. Vascularisation normale

2. Vascularisation tumorale anormale,

3. Thérapies anti-angiogéniques induisant une disparition des vaisseaux immatures et
aboutissant a un réseau plus structuré.

4. But ultime des thérapies anti-angiogéniques, la disparition de la vascularisation tumorale

1.8.3. Le role de I’angiogénine dans I’angiogenése

L’angiogénine peut intervenir a différents niveaux de la cascade angiogénique. Elle active les
cellules endothéliales en induisant la synthese de protéases conduisant a la dégradation de la
membrane basale. L’angiogénine peut induire la migration et la prolifération des cellules
endothéliales ainsi que leur organisation en capillaires. L.’angiogénine peut également agir sur
les cellules partenaires des cellules endothéliales, les cellules vasculaires musculaires lisses en

inhibant leur prolifération. Elle agit sur les cellules endothéliales et les cellules musculaires
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lisses via des récepteurs spécifiques et stimule dans ces cellules la production de médiateurs

connus de la signalisation intracellulaire

1.8.4. Gene et structure de I’angiogénine

L'angiogénine humaine, de masse moléculaire 14124 daltons, est constituée d'une seule
chaine polypeptidique de 123 acides aminés (Figure 7). Elle présente 3 ponts disulfures
nécessaires pour ses activités et un point isoélectrique extrémement basique pI>9,5. La
structure cristallographique de I’angiogénine humaine a été résolue. (Figure 8). A I’exception
de la cyclisation de I’acide aminé amino-terminal (<Glu), I’angiogénine humaine ne présente
pas de modification post-traductionnelle. Le gene et l'acide désoxyribonucléique
complémentaire

(ADNCc) de l'angiogénine humaine ont été caractérisés. Le géne angiogénine est localisé sur le

chromosome humain 14, dans la région 14q11.

1.8.5. Expression de I’angiogénine

L’expression de 1’angiogénine a €té recherchée dans les liquides physiologiques et au niveau
tissulaire chez I’homme et chez d’autres mammiferes. La protéine est présente dans le plasma
humain normal, le liquide amniotique (7,8-43,3 ng/ml au second trimestre) [50] et le liquide
folliculaire [51].

En culture cellulaire, la protéine est sécrétée par toutes les cellules humaines a croissance
dépendante d'ancrage testées, cellules normales vasculaires endothéliales et musculaires
lisses, cellules épithéliales normales et tumorales, et fibroblastes. Elle atteint des

concentrations de I’ordre du ng/million de cellules [52, 53].
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LARNm de I’angiogénine d’environ 1 kb est détecté dans de nombreux tissus humains:
pancréas, poumon, prostate, testicule, ovaire, intestin gréle, colon, cceur, rein, muscle

squelettique et leucocytes. Le foie est I’organe ou I’ARNm est le plus abondant [54].

1.8.6. Propriétés biologiques de I’angiogénine

L’angiogénine est un inducteur puissant de la croissance des vaisseaux puisqu’il suffit de
0,5ng (35 fmol) pour observer une angiogenese dans la membrane chorioallantoidienne de
I’embryon de poulet, 50 ng (3,5 pmol) dans la cornée de lapin, 100 ng (7 pmol) dans le
ménisque du lapin, et de 1 nmol dans des essais cutanés chez la souris [55].

In vitro, I'angiogénine stimule 1'activité fibrinolytique de cellules endothéliales (GM 7373)
cultivées sur gel de fibrine, et induit l'invasion des cellules endothéliales dans une matrice de
Matrigel. Elle régule positivement les ARNm des deux types d'activateurs du plasminogene
de type urokinase (u-PA) et de type tissulaire (t-PA) ainsi que l'inhibiteur de I’activateur du
plasminogene (PAI-1). L'angiogénine active la migration des cellules endothéliales dans des
expériences de cicatrisation in vitro et induit I’organisation en capillaires des cellules

endothéliales sur gel de collagene de type-1 [55]

1.8.7. Angiogénine et pathologies

L'angiogénine a montré une action protectrice sur les motoneurones, il est possible qu'un lien
causal existe entre mutations de l'angiogénine et la sclérose latérale amyotrophique. Des
facteurs d'angiogenese associés a l'angiogénine pourraient protéger directement le systeme
nerveux central et les motoneurones. Des expériences avec de l'angiogénine sauvage ont
montré qu'elle ralentit la dégénérescence des motoneurones chez des souris qui ont développé
une sclérose latérale amyotrophique. L'expression de l'angiogénine dans la maladie de

Parkinson est considérablement réduite en présence d'agrégats d'a-synucléine. L'application
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d'angiogénine exogene sur des cellules produisant de la dopamine conduit a la
phosphorylation de la PKB/AKT ; l'activation de ce complexe inhibe le clivage de la caspase
3 et l'apoptose lorsque les cellules sont exposées a une substance simulant la maladie de

Parkinson [56].

1.8.8. Angiogénine et cancer

L'angiogénine apparait associée au développement tumoral. En effet, sa concentration sérique
est augmentée chez les patients atteints de divers cancers. L'implication de 1'angiogénine dans
le développement tumoral est suggérée par les corrélations observées de 1’augmentation de
son expression tissulaire avec 1’agressivité tumorale dans le cancer pancréatique, gastrique
[57], urothelial [58] et colorectal [59] et de I’augmentation de sa concentration sérique avec le
grade de la tumeur de I’ovaire [60], de I’endometre [61] et du col utérin [62]. Une expression
accrue a été également détectée dans les tumeurs mammaires et localisée dans les cellules de
carcinome [63].

La possibilité de réguler la production d’angiogénine est illustré dans un modele de souris ou
I’indométhacine, un inhibiteur de la synthése de prostaglandine, a été montré inhiber la
production de PGE2 par les tumeurs MGG 101, réduisant la taille des tumeurs et prolongeant
la survie des animaux. Chez les animaux traités, 1’expression tumorale des ARNm de
I’angiogénine et du FGF-2 diminuent ainsi que la vascularisation du tissu tumoral [64]. Nous
n’avons pas trouvé d’études qui décrivent le role de 1’angiogénine dans le CCR, ni I’effet du

traitement anti-angiogénique ou la résistance au traitement sur 1’expression de 1’angiogénine.
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Figure 7 : Séquence protéique de 1’angiogénine humaine. Les résidus du site actif His-13,
Lys-40, et His-114 sont en caracteres gras. Le domaine de liaison au récepteur est souligné
d’une fleche. La ligne continue indique le peptide inhibant la dégranulation des leucocytes
polymorphonucléaires; la ligne pointillée indique la séquence d’adressage nucléaire;
I’astérisque identifie les acides aminés du domaine liant 1’héparine. <Glu:

pyroglutamique. D’apres [65]

Domaine dégranulation des PNIN

Signal d’adressage nucléaire
Domaine liant I'héparine

Domaine récepteur/ cellules endothéliales

Figure 8 : Représentation tridimensionnelle de 1’angiogénine. D apres [65]

acide
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1.9. Résistance aux agents thérapeutiques
1.9.1. Les antiangiogéniques : mécanisme d’action
1.9.1.1. Inhibiteurs proximaux
Le but de l'inhibition proximale est de réguler toute 1’activité de HIF alpha. Elle est
théoriquement tres intéressante puisqu’elle bloque toutes les voies d’aval. Malheureusement
elle peut conduire a des effets indésirables tres importants. Il existe actuellement deux

molécules principales qui ont cette propriété : le temsirolimus et I’évérolimus qui sont des

inhibiteurs de mTOR.

Temsirolimus (CCI 779, Wyeth Pharmaceuticals Cambridge, MA) est un dérivé de la
rapamycine métabolisé en sirolimus par oxydation hépatique. Le temsirolimus étant un
substrat du cytochrome P450, sa concentration donc son efficacité sont moindres chez les
patients prenant des inducteurs de P450 (anticonvulsivants notamment).

L’activation de la voie mTOR entraine une augmentation de 1’expression de protéines
impliquées dans la progression du cycle cellulaire mais également de I’expression de HIF
alpha. Le temsirolimus forme un complexe en se liant a la protéine FK-506-BP12 pour
exercer son activité anti-mTOR. Il inhibe alors les cyclines nécessaires a la progression du

cycle cellulaire (phase G1 a S) et diminue I’activité de HIF alpha et I’angiogenese [66].

Everolimus (RADO0O1, Novartis Pharma AG, IST Anover, NJ) est un inhibiteur de mTOR par
voie orale dont le mécanisme d’action est identique au temsirolimus. Cette molécule
initialement développée comme immunosuppresseur en transplantation a été secondairement

utilisée en oncologie. Il se lie au FK-506-BP12 pour exercer sons action inhibitrice.
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1.9.1.2. Inhibiteurs distaux

Ce sont des inhibiteurs de tyrosine-kinase (TKI). Le sunitinib (SU 11248, Sutent, Pfizer, NY,
NY) est une molécule qui inhibe de multiples récepteurs de tyrosine kinase (VEGFRI,
VEGFR2, VEGFR3, PDGFR, KIT récepteurs et FLT3 récepteurs [67] (Patel 7215-14). Ainsi,
le sunitinib inhibe les acteurs importants qui contribuent a I’évolution de cancer du rein et
notamment le VEGFA et le PDGF. Sa prise est orale a 50 mg/j, 4 semaines de traitement et 2
semaines off. Les doses peuvent €tre réduites a 37,5 mg/j voire 25 mg/jour en cas de toxicité

importante.

Le sorafenib (BAY 43-9006, Nexavar, Bayer Corp., West Haven, City et Onyx
pharmaceuticals, Emeryville, CA) est également un inhibiteur de kinases en 1’occurrence la
serine/thréonine RAF-1 kinase. Il inhibe également d’autres récepteurs de tyrosine kinase

notamment VEGFR 2, VEGFR 3 et PDGFR [68].
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Figure 9 : les anti-angiogéniques : mécanisme d’action

Temsirolimus et Everolimus forme un complexe en se liant a la protéine FK-506-BP12 pour
exercer son activité anti-mTOR.

Les inhibiteurs de tyrosine-kinase : le sunitinib inhibe de multiples récepteurs de tyrosine
kinase (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR, KIT récepteurs et FLT3 récepteur. Le
Sorafenib, un inhibiteur de kinases, la serine/thréonine RAF-1 kinase.
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1.9.2. Mécanismes impliqués dans la résistance

Les mécanismes impliqués dans la résistance aux traitements font I’objet d’une recherche tres
active. D’un point de vue clinique, la résistance a un traitement peut €tre intrinseque /
constitutive, ou apparaitre de maniere secondaire (résistance induite / acquise). Toutes deux
résultent de nombreux changements génétiques et €pigénétiques intervenant au sein de la
cellule cancéreuse. Afin de prédire ces résistances et de les contrer, il est nécessaire de
comprendre les mécanismes biologiques impliqués dans ce phénomene.

Un traitement peut étre inefficace des le départ en cas de résistance constitutive due aux
caractéristiques de la tumeur ou du patient. Ainsi, une vascularisation insuffisante peut
empécher la diffusion voire I’arrivée de la molécule aux cellules cancéreuses. De méme, pour
une tumeur dont la croissance serait lente, le nombre de cellules atteintes par le traitement par
rapport a la masse globale de la tumeur est faible. Or, la majorité des chimiothérapies ciblent
la division cellulaire.

Des modifications génétiques spontanées vont survenir progressivement, avec apparition de
variants du clone initial, entrainant une hétérogénéité de la tumeur. Ces clones variants auront
des comportements prolifératifs, invasifs, antigéniques, et métastatiques hétérogenes, ou
encore une sensibilité inégale a la chimiothérapie, les cellules sensibles au traitement sont
rapidement détruites, menant a la sélection des cellules résistantes qui vont alors se multiplier
et former une tumeur résistante.

De méme, les caractéristiques du patient comme une réduction du métabolisme ou une
augmentation du catabolisme peuvent empécher 1’activation de prodrogues résultant en une
faible concentration sérologique et une tolérance réduite aux molécules administrées [69].

Par ailleurs, un traitement qui donnait de trés bons résultats, peut rapidement devenir
totalement inefficace compte tenu des capacités d’adaptation des cellules tumorales. En effet,

les cellules tumorales peuvent activer ou surexprimer des pompes a efflux comme la P-
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glycoprotéine et la MRP (Multidrug Resistance—associated Protein) entrainant une sortie de la
drogue plus rapide que son entrée, mais aussi modifier I’activité de systemes enzymatiques,
conduisant souvent a des résistances croisées et multiples [69]. De méme, les transporteurs
permettant I’entrée de la drogue dans la cellule peuvent étre détruits, et la cible de
I’anticancéreux peut €tre surexprimées (aboutissant a une posologie non adaptée), ou mutée
au niveau de son site de fixation.

Une autre voie de recherche repose sur les composants du microenvironnement tumoral qui

est connu pour conditionner les cellules tumorales.

1.9.3. Résistance et CCR

Dans le cas du CCR, les mécanismes sus cités ne sont pas impliqués dans les phénomenes de
résistances, au contraire de voies/marqueurs oncogéniques.

En effet, NF-kB est activé en réponse aux chimiothérapies et a la radiothérapie, supprimant
ainsi le potentiel apoptotique de la thérapie, par activation de la transcription de genes
antiapoptotiques [70]. La réexpression de Pax 2 dans le CCR entraine une résistance a
I’apoptose induite par le cisplatine, et son inhibition permet de retrouver le potentiel
apoptotique de la thérapie [71]. De méme I'inhibition spécifique de GSK-3 (glycogen
synthase kinase-3) activé lors du traitement des CCR par le sorafenib, potentialise son action
antitumorale [72].

Il ne faut toutefois pas se restreindre a 1’étude des voies développementales qui ne constituent
qu’une piste dans 1’étude des résistances du CCR aux thérapies. De récentes études montrent
le role d’autres voies cellulaires. Ainsi, il existe une corrélation entre la diminution de
I’expression du gene suppresseur de tumeurs PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) et la

résistance au sunitinib. Une restauration de son expression augmente de fagcon manifeste la
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sensibilité des cellules tumorale au traitement, indiquant une possible implication dans la

résistance intrinseque au sunitinib [73].

De récentes études montrent I’implication du microenvironnement dans la mise en place
d’une résistance dans d’autres types de cancers : hépatique [74], cérébral [75], pancréatique
[76], cancer du sein [77-78], et également dans le cancer rénal [79].

Bien que non transformées, les cellules stromales sont subverties et controlées par les cellules
tumorales pour répondre a leurs propres besoins, afin par exemple de bénéficier de leurs
facteurs de croissance de fagon paracrine [80]. La croissance tumorale provoque 1’apparition
de zones, au ceeur de la tumeur solide, ou 1’apport sanguin et, par conséquent en oxygene et
en nutriments, sont diminués. Cette déficience en oxygene, provoque I’activation des facteurs
HIFs, déclenchant plusieurs voies de signalisation, régulant de multiples processus cellulaires
tels que I’'inhibition de I’apoptose, 1’angiogenese, la prolifération cellulaire, la surexpression
des MRP affectant de ce fait la chémosensibilité¢ [80-83]. De plus, les cellules souches
cancéreuses présentes dans la majorité des tumeurs, semblent exprimer un arsenal de défense
spécifique contre les agents anticancéreux [84-85]. Ces dernieres sont donc les cellules a
éradiquer en priorité.

Dans d’autres cas, l’acquisition de résistances est assurée par 1’existence de voies
angiogéniques redondantes. Les cellules tumorales peuvent activer un « Switch
angiogénique » qui entraine soit une surexpression de voies angiogéniques préexistantes, soit
I’induction de voies VEGF-indépendantes responsables de la revascularisation tumorale [86-

87].

Enfin, la perte de boucles de rétroactions négatives causées par 1’inhibition de mTOR mene a
une régulation positive d’effecteurs en aval de la voie PI3K/Akt et de fait a une activation des
facteurs HIF, et de I’angiogenese, phénomenes favorables a la tumorigenese [88]. Dans le but
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de contourner les résistances aux inhibiteurs de la voie mTOR, plusieurs composés sont en
cours de développement, ou au cceur d’essais cliniques. Ces nouveaux composés ont une
double action, ciblant directement 1’activité kinase de mTOR en combinaison avec un

inhibiteur spécifique de PI3K, ou d’ Akt ou des MAPK, ou de MEK [89].

Exemple de mécanisme de résistance étudié : La résistance pour la protéine mTOR a été
étudiée par Carew et al [90]. Etant située en aval de la voie PI3K/Akt/Mtor et ne semblant pas
étre mutée dans les phénomenes cancéreux [91], il était donc supposé qu’il n’y aurait pas de
probleme de résistance avec les inhibiteurs de mTOR. Or, la réponse a ces traitements ne
serait pas durable dans le temps et se traduirait a terme par une progression de la maladie.
Différentes hypotheses sont proposées pour expliquer cette résistance [90]. Parmi elles :

e Les substrats de la protéine mTOR seraient plus ou moins sensibles a I’action des
inhibiteurs de mTOR. Alors que la phosphorylation de S6K1 semble totalement
inhibée, la phosphorylation de la protéine 4E-BP1 pourrait étre restaurée malgré
I’action des inhibiteurs de mTOR.

e [’activation de mTORCI1 entraine un rétrocontrdle négatif sur la formation de PI3K
(via S6K1). L’inhibition de mTORCI pourrait lever ce rétrocontrole négatif, ce qui se
traduirait par une activation de PI3K et d’ Akt en amont de mTOR.

e ]I existe un phénomene de compétition entre mTORCI et mTORC2 pour I’acces a la
protéine mTOR. L’inhibition de mTORCI1 conduirait a une formation accrue du
complexe mMTORC2 qui serait capable d’activer Akt.

¢ L’inhibition de mTORCI conduirait a une activation accrue de la voie MAPK-ERK.

¢ Des mutations de la protéine mTOR ou de FKBP-12 seraient possibles.
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS
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Comprendre les mécanismes de résistance aux thérapies est un des enjeux majeurs de la
recherche en oncologie, particulierement pour le cancer du rein ou I’efficacité des traitements
reste tres limitée. Les mécanismes classiques de résistance ne sont pas impliqués dans le cas
du CCR; les mécanismes sont donc a rechercher. De maniere importante, quelques

publications indiquent que certains marqueurs et voies oncogéniques peuvent &tre

paradoxalement induits par les thérapies, masquant une éventuelle efficacité des traitements.

Notre hypothese est que des voies signalétiques prolifératives, anti-apoptotiques et
angiogéniques seraient paradoxalement activées par les thérapies et impliquées notamment

dans la résistance induite.

Ainsi, dans le cadre de cette these, il s’agit de mesurer la sensibilité aux chimiothérapies et
aux thérapies ciblées des lignées cellulaires du cancer du rein in vitro mais aussi in vivo sur
des modeles de xénogreffes, de tumeurs rénales issues de ces lignées cellulaires humaines,
chez la souris nude immunodéprimée puis d’identifier les voies de signalisation spécifiques
mises en jeu par les thérapies en particulier les voies angiogéniques. Un accent particulier a
été donné aux mécanismes de résistance au sunitinib, molécule thérapeutique de premiere

ligne dans le cancer du rein avancé.
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MATERIELS ET METHODES
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1. Les Modéles d’étude

1.1. Les lignées cellulaires humaines

Les lignées cellulaires déficientes en VHL (786-0 et A498) ou exprimant le gene VHL (Caki-
1 et Caki-2) ont été obtenues chez ATCC (American Type Culture Collection, Manassas,
Etats Unis). L’ensemble des lignées était maintenu dans du DMEM (Dulbecco Minimal
Essential Medium, Gibco, Auckland, Nouvelle-Zélande), supplémenté avec 10% de sérum de
veau feetal (FBS Invitrogen, St Aubin, France) et 1% d’un mélange d’antibiotiques,
pénicilline et streptomycine (PenStrep, Gibco), a 37°C dans une enceinte humide a 10% de

CO,.

1.1.1. Le traitement

Les lignées cellulaires de CCR ont été traitées avec deux classes d’agents anticancéreux : trois
anti-angiogéniques (sunitinib, sorafenib, évérolimus) et trois cytotoxiques (cisplatine, SFU,
vinblastine). Chaque molécule a été testée a différentes concentrations en fonction de I’étude
réalisée. Les doses utilisées sont les suivantes: Pour les anti-angiogéniques (Abmole) :
sunitinib (0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM), sorafenib (0,05 uM, 0,1 uM, 0,5
UM, 1uM ; 5 uM, 10 uM) et évérolimus (0,01uM, O0,1uM,1 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM).

Pour les cytotoxiques : le 5-FU (5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM) (Sigma
Aldrich St Quentin Fallavier, France), cisplatine (1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40 uM, 100
uM) (Merck Millipore, Saint-Quentin-en-Y velines, France), vinblastine (0,0001 pg/ml, 0,001

pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml, 1 pug/ml, 10 pg/ml) (Sigma Aldrich).
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1.2. Les tissus humains :

Le laboratoire, par convention avec la Société UROLEAD (en collaboration avec le service
d’urologie du Nouvel Hopital Civil Strasbourg, apres obtention du consentement éclairé des
patients), a acces a des modeles pré-cliniques de RCC basés sur des xénogreffes de tumeurs
rénales humaines chez la souris nude. Des études en interne ont été réalisées, évaluant en
I’occurrence 1’efficacité du sunitinib sur certains de ces modeles. Les modeles STO J et DER
JM ont ainsi été identifiés comme respectivement résistant et sensible au sunitinib. Les tissus
prélevés ont été conservés dans 1’azote liquide et implanté selon le méme schéma (voir

paragraphe ci-dessous).

1.3. Les souris xénogrefféés
1.3.1. Protocole d’implantation des souris nude et traitement

Les expérimentations menées chez la souris ont été réalisées dans le respect des regles
bioéthiques et de la législation francaise. Les souris male nude athymiques SWISS nu
(Charles River Laboratories, 1’Arbresle, France) étaient maintenues dans des conditions
aseptisées : 1’eau, la nourriture, les cages et la litiere sont autoclavées et les manipulations
réalisées dans une picce dédiée a I’expérimentation animale. Les souris, agées de 4 semaines a
la livraison, ont subi une semaine d’habituation avant le début de 1’expérimentation.
L’implantation des cellules A498 et 786-O chez les souris anesthésiées a 1’isoflurane
(anesthésie gazeuse) €tait réalisée a partir de cellules en phase exponentielle de croissance
(80% de confluence). Environ 10 millions de cellules étaient injectées en sous- cutané au
niveau du cou dans le dos de I’animal. Lorsque le volume de la tumeur atteint environ 200

mm°’, 3 A 4 semaines aprés injection, les souris ont été utilisées pour tester les différents
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traitements. Deux souris ont été sacrifiées avant le début du traitement afin de servir de
contrdle interne.

Les souris étaient randomisées en plusieurs groupes de volume tumoral équivalent: des
groupes contrdles recevront le solvant uniquement, alors que les autres groupes seront traités
avec deux classes d’agents anticancéreux : deux anti-angiogéniques et trois cytotoxiques. Le
nombre de de souris par groupe était de 5 (3 souris pour le contrdle et 2 souris traitées).

Le protocole de traitement était le suivant : évérolimus 10 mg/kg per os 5 fois par semaine,
sunitinib 40 mg/kg per os 3 fois par semaine.

Pour les cytotoxiques : 5-FU 10 mg/kg IP 5 fois par semaine, cisplatine 5 mg/kg IP 1 fois par
semaine, Vinblastine 0,4 mg/ kg IP 2 fois par semaine.

Les solutions stock étaient préparées dans du DMSO 100%. La concentration finale maximale

de DMSO dans les solutions injectées aux souris est de 0,01%.

1.3.2. Mesure de la croissance tumorale et traitement
Le volume des tumeurs était mesuré deux fois par semaine a 1’aide d’un pied a coulisse

électronique, puis calculé selon la formule : Longueur x Largeur? x 0,5236 (Massfelder et al.

2004). Un suivi du poids et de la température de chaque souris était effectué, ainsi qu’une
surveillance réguliere de 1’état général. A 'issue du traitement, les souris sont sacrifiées. Les
tumeurs sont collectées, pesées et mesurées. Apres dissection des régions nécrotiques, une
partie de la tumeur était conservée dans le formol pour les analyses immuno-histochimiques,
le reste était conservé dans 1’azote liquide pour les analyses de biologie moléculaire (PCR en

temps réel, Western Blot, proteome array).
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1.3.3. Analyses immunohistochimiques
1.3.3.1. Néovascularisation tumorale

Pour mesurer les effets des traitements sur la densité microvasculaire, les coupes sont
préparées comme décrit dans le paragraphe (Mesure de la croissance tumorale et traitement),
puis marquées avec un anticorps anti-facteur VIII (DAKO). Apres digestion enzymatique a la
protéinase K, les coupes sont incubées avec I’anticorps primaire (dilution 1/40) pendant 30
minutes a température ambiante. La visualisation du marquage se fait selon une procédure
identique a celle décrite ci-dessus par le Ki-67. La densité microvasculaire était déterminée en
comptant pour chaque tumeur, d’'une part le nombre d’intersections de vaisseaux dans 4
champs a grossissement 40 ; et d’autre part le nombre branchements dans 5 champs de

0.25mm? chacun.

2. Etude de I’expression des ARNs
2.1. Extraction a partir des tissus

L’ARN totale était extrait des tissus humains par la technique au TRIzol (Invitrogen) selon
protocole défini par le fournisseur. Le TRIzol est une solution mono-phasique de phénol et
d’isothiocyanate de guanidine qui permet de lyser les cellules et de dissoudre les composants
cellulaires tout en préservant I'intégrité des ARN. Brievement, les tissus sont broyés a I’aide
d’un broyeur a billes dans 1 ml de TRIzol et les cellules sont lysées dans ce méme réactif.
Afin d’assurer une dissociation des complexes nucléoprotéiques, les échantillons sont laissés
a reposer pendant 5 minutes a température ambiante. Apres addition de 200ul de chloroforme,
le mélange est agité vigoureusement a la main pendant 15 secondes et incubé pendant 10
minutes a température ambiante. Une séparation de phase est effectuée par centrifugation a
4°C pendant 15 minutes a 14000 G, puis les ARN contenus dans la phase aqueuse sont
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récupérés et précipités par addition de 500ul d’isopropanol. Les tubes sont alors agités,
incubés a température ambiante pendant une dizaine de minutes puis centrifugés a 14000 G
pendant 10 minutes a 4°C. Les culots sont lavés a 1’éthanol 75% séchés a I’air, puis repris
dans 10 a 50ul d’eau distillée additionnée de 0.1% de diéthyl-pyrocarbonate, un inhibiteur de
nucléases. Les concentrations sont déterminées par densité optique a 260nm et la pureté des
échantillons d’ARN est calculée par le rapport des densités optiques a 260nm et 280 nm. Un
rapport €gal ou supérieur a 1.8 indique 1’absence de contamination de la préparation d’ARN

par les protéines.

2.2. La transcription inverse

Le kit SsoAdvanced™ Universal SYBR®Green Supermix a été utilisé. Le volume total a
tester était de 20 pl. Le mélange comprenait 2ul d’echantilons, 7 pl de H,O, 10ul SYBR
Green supermix, et 1 pl de miScript Reverse Transcriptase Mix (amorce sens et
antisens).L.’étape de RT s’est déroulée a 37°C pendant 60 min, suivie d’une dénaturation a

95°C pendant 5 minutes. L.”ADNCc a été conservé a -20°C.

Liste des amorces utilisées :

Gene Amorce sens 5°->3’ Amorce anti-sens 5°->3’

Angiogénine TTTCCATTGTCCTGCCCGTT CCCAAGCTGCCTCTACTAGG

Cyclophiline A | CCACCGCCGAGGAAAACCG | TGGACAAGATGCCAGGACCCGT

Glil GTGCAAGTCAAGCCAGAACA ATAGGGGCCTGACTGGAGAT
Gli2 TTTATGGGCATCCTCTCTGG AAGGCTGGAAAGCACTGTGT
Gli3 CTTTGCAAGCCAGGAGAAAC TGTTGGACTGTGTGCCATTT
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2.3. La quantification

L’ appareil Applied Biosystem 7500 permet une manipulation rapide et facile. Le grand intérét
de cet appareil est d’analyser 96 puits en méme temps en éliminant les différences entre
séries. Les puits sont excités par une longueur d’onde spécifique. La lumiere filtrée de la
lampe halogene est capable d’exciter le SYBR Green®. La longueur d’onde choisie est 494
nm (longueur d’onde maximale d’excitation de ’agent intercalant). Lorsque cette molécule
est liée a I’ADN, le SYBR Green® émet une forte fluorescence. La lumiere sélectionnée est
captée par un détecteur photoélectrique. Les signaux électriques sont envoyés au logiciel pour

effectuer I’analyse.

3. Etude de I’expression protéique
3.1. Extractions a partir des cellules en culture

Apres lavage des cellules adhérentes avec du PBS (phosphate buffer saline), I’extraction des
protéines totales était réalisée dans un tampon de lyse (50mM Tris-HCL, 150mM NaCL,
0.02% azide de sodium, 100pug/ml PMSF, 1ug/ml aprotinine, 1% NP-40) de 300ul pour une
boite de culture de 25cm?. Vingt minutes d’incubation a 4°C étaient nécessaires suite a un
premier grattage des cellules a 1’aide d’un grattoir. Les cellules étaient ensuite grattées une
deuxieme fois et centrifugées a 14000 G pendant 5 minutes. Le surnageant contenant les

protéines était récupéré et conservé a -80°C jusqu’a I’analyse.

3.2. Extractions a partir des tissus

Dans le cas des tissus, une premiere étape était de broyer les tissus a I’aide d’un broyeur a
billes. Le tampon de lyse était rajouté pour une concentration finale de 2mg/ml. Apres

centrifugation a 14000 G pendant 15 minutes a 4°C, on retrouve différentes phases dans les
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tubes : un culot de débris cellulaires, une phase protéique et une phase lipidique en surface.

On pipete la phase protéique qui sera transformé dans un autre tube.

3.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines contenues dans les surnageant de la phase protéique et lipidiques a
été réalisé par un kit BCA, apres préparation de la gamme standards BSA (Bovine Sérum
Albumine) La lecture des échantillons se fait par rapport a une gamme étalon établie a partir

d’une solution d’albumine de sérum bovin.

3.4. Western blot

Apres ajout du tampon de charge de Laemmli (contenant 5% de 2beta mercaptoethanol) a
I’échantillon de surnageant contenant les protéines totales (tampon : échantillon v/v), celles-ci
sont dénaturées a 100°C et les extraits (15-30ug) sont déposés sur un gel de polyacrylamide
10% (acrylamide/bisacrylamide 30%, Tris 1M , SDS 10%, APS 10%, TEMED). Les protéines
sont séparées par €lectrophorese (150V pendant 1h30). Le transfert est réalis€é sur une
membrane de Polyvinylidene Difluoride en utilisant le systeme de transfert «iBlot dry
blotting system » selon les recommandations du fournisseur (Invitrogen). Apres ringage
pendant 10 minutes sous agitation 1égere dans un tampon Tris (TBS), pH 7.5, contenant 0.1%
de Tween-20 (TBST), la membrane est saturée 1h sous agitation a température ambiante dans
du TBST contenant 5% de lait écrémé. La membrane est ensuite incubée la nuit a 4°C avec
I’anticorps primaire a la dilution optimale dans le TBST/lait. La membrane est ensuite lavée
trois fois sous agitation dans le TBST, puis incubée pendant 1h avec 1’anticorps secondaire
correspondant couplé a la peroxydase et dilué dans le TBST, a température ambiante. Apres
trois lavages avec le TBST, le complexe d’anticorps est révélé par chimioluminescence avec

un kit de détection (ECL, Millipore). L’imageur « fusion FX7 » (Vilbert-Lourmat, Marne la
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vallée, France) permet 1’acquisition du signal de chimioluminescence pour une exposition
optimale des membranes, et une capture par camera CDD refroidie. L’exploitation numérique

de I'image obtenue est réalisée a 1’aide du logiciel « BiolD » (Vilbert-Lourmat).

4. Etude in vitro de la croissance cellulaire
4.1. La densité cellulaire

La densité cellulaire a été évaluée par la méthode de coloration au cristal violet. Son principe
est basé sur la fixation du cristal violet aux noyaux des cellules. En pratique, les cellules ont
été ensemencées dans des plaques de 24 puits 20 000 cellules par puits Apres 24, 48 ou 72 h
de traitement, les cellules étaient fixées avec du paraformaldéhyde a 10% (Sigma Aldrich)
pour une durée de 20 mn, puis colorées au cristal violet pendant 20 mn. Finalement, les
cellules ont été traitées a 1’acide acétique a 33% pendant 10 mn, et la coloration est mesurée
par spectrophotométrie a 590 nm. L’intensité obtenue est proportionnelle a la densité

cellulaire.

4.2. La prolifération cellulaire

La prolifération est évaluée par incorporation de BrdU (Bromodéoxyuridine). Le BrdU
s’incorpore a la place de la thymidine dans I’ADN au cours de la phase S du cycle cellulaire.
Le test est effectué selon le protocole du Kit Calbiochem® (Merck Milllipore). Lors de cette
expérience, les cellules des 4 lignées ont été réparties dans des plaques de 96 puits (3200
cellules par puits). Apres 48h de traitement, les cellules ont été supplémentées en BrdU
pendant 4 heures puis fixées et perméabilisées a 1’aide d’une solution de fixation et de
dénaturation. Les cellules ont été alors mises en contact avec I’anticorps primaire anti-BrdU

dilué au 1/100 pendant 1 h a température ambiante. Apres trois lavages, les cellules étaient
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N

incubées avec 1’anticorps secondaire couplé a une peroxydase catalysant la conversion du
tétraméthylbenzidine incolore en un composé bleu. L’intensité de la coloration,
proportionnelle a la quantit¢ de BrdU incorporée aux noyaux, €tait quantifiée par

spectrophotométrie aux longueurs d’onde de 450 et 540 nm.

4.3. L’apoptose

La cytométrie en flux est une méthode permettant de compter, trier et caractériser des cellules
(marquées ou non) en les faisant défiler individuellement devant un faisceau laser. Ces
expériences ont été réalisées a I’Institut de Virologie de Strasbourg sur un cytometre LSR 11
(Becton Dickinson, New York, Etats-Unis) avec 1’aide du Dr J. Barths. Un double marquage
annexine V/iodure de propidium permet de distinguer les cellules apoptotiques des cellules
nécrotiques et de les quantifier. L’annexine V marque spécifiquement la phosphatidyl-sérine,
alors que I’iodure de propidium s’intercale entre les bases de I’ADN des cellules nécrotiques.
Cette analyse une cytométrie en flux permet de visualiser I’apoptose et de différencier les
cellules vivantes, des cellules en phase précoce d’apoptose et celles en phase tardive
d’apoptose. Les cellules vivantes (Annexine-V et IP négatives) les cellules en phase précoce
d’apoptose (Annexine-V positives, [P négatives) ou en phase tardive d’apoptose (Annexine-V

positives, IP positives).

Les cellules 786-O et A498 ont été traitées par différents agents pharmacologiques pendant
24 ou 48 h. A la fin du traitement, les cellules contenues dans le surnageant de culture ont été
récupérées. Les cellules adhérentes ont ét€ recueillies par trypsinisation, puis soumises a
plusieurs cycles de lavages au PBS et de centrifugations (2000 rpm, 5 mn, 4°C). Le culot
constitué€ des corps cellulaires du surnageant et des cellules adhérentes non perméabilisées a

été remis en suspension et incubé 10 mn a 1’abri de la lumiere dans un tampon d’incubation
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(140 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 10 mM HEPES) contenant 0,5% d’annexine V couplée au
FITC (Invitrogen) et 5 pg/ml d’iodure de propidium (Sigma-Aldrich). Les cellules ont été
ensuite fixées avec du formol 1% et peuvent étre conservées une semaine a 4°C a ’abri de la
lumiere. Le jour de I’analyse FACS, les tubes ont été homogénéisés et filtrés pour ne pas
boucher le capillaire du cytometre qui préleve les cellules en suspension. L’analyse était
ensuite réalisée a 1’aide du logiciel FCSExpress (De Novo Software, Los Angeles, CA, Etats

Unis).

5. Les biopuces a protéines
5.1. Principe

L’array protéique est une technique d’analyse rapide et semi-quantitative de 1I’expression des
protéines reposant sur le principe de I’Elisa sur membrane et couplée a une technique de
détection par chimiluminescence. Des anticorps spécifiques reconnaissant 55 protéines
impliquées dans 1’angiogenese (Cf. tableau), 43 protéines dans la phosphokinase et 35
protéines de 1’apoptose ont été fixées sur une membrane de nitrocellulose sous forme de spot,
en duplicat par le fabriquant. L’échantillon est mélangé avec les anticorps de détection et
déposé sur la membrane. Apres quelques lavages pour éliminer les protéines non liées, la
streptavidine-HRP (horseradish peroxidase) et les réactifs de détection par chimiluminescence
sont ajoutés. La lumiere est émise par chaque spot et est proportionnelle au taux de protéines
liées. Trois controles positifs et un contrdle négatif sont également répartis sur la membrane

afin de tenir compte des liaisons non spécifiques.
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5.2. Protocole

Le dosage du contenu total en protéines dans les milieux conditionnées a été réalisé selon le
principe de la méthode de Lowry (Kit BCA) conformément aux recommandations fournies
par le fabriquant. (Tableau 7)

Le kit « Proteome Profiler Array » a été utilisé conformément aux recommandations faites par
le fabriquant. Les réactifs du kit ont été placés 30 minutes a température ambiante avant d’étre
utilisés.

Les sites de liaison non spécifiques de la membrane de nitrocellulose ont été bloqués pendant
1 heure sous agitation a température ambiante avec le tampon fourni par le kit. 900ug/ml de
protéines ont été mélangés dans un microtube avec 500ul de tampon de dilution et 15ul
d’anticorps de détection biotinylés et laissé incuber pendant 1 heure a température ambiante.
Le mélange échantillon/anticorps de détection est déposé sur la membrane et laissé a incuber
pendant une nuit a + 4°C apres élimination de la solution de blocage. Trois lavages sont
réalisés avec le tampon de lavage fourni dans le kit. 1,5 mL de streptavidine-HRP sont
déposés dans le fond de la boite. La membrane est égouttée puis retournée sur la solution de
streptavidine et incubée pendant 30 minutes a température ambiante. Trois lavages sont
réalisés avec le tampon de lavage fourni dans le kit. La détection de la chimiluminescence est
réalisée selon les recommandations fournies par le fabriquant) : les membranes sont égouttées
et déposées sur le plateau de 1’analyseur d’image. 450 pl. de solution de révélation sont
déposés sur chaque membrane. Apres avoir effectué la mise au point, les spots sont révélés
par une illumination de 10 minutes. Le niveau de gris est déterminé pour chaque spot et le
niveau du bruit de fond est soustrait a cette valeur. Le seuil de détection limite a été fixé a
trois fois le niveau du bruit de fond. Les protéines détectées sont identifiées a I’aide d’un film

transparent représentant les coordonnées de chaque spot. (Tableau 7)
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Tableau 7: Kit proteome array-angiogenese

6. Analyse statistique

Les résultats sont exprimés par la moyenne *

Coagulation  TIMP-1  FDGF-AA

Factor Il MMP-& hngm-gemn FiaF-Acidic
& ...
asl | oo ?

Serpin B5 IEFEF"I uFA 1.I'E'El-
MMP-9  1GFEP-2 IL-5

I’erreur standard (ESM) pour les variables

quantitatives. Une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée avec comparaison des

échantillons par un test de Bonferroni/Dunn. Les valeurs de probabilité (p) inférieures a 0,05

% ont été considérées comme statistiquement significatives.
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1. Etudes in vitro de la chimiosensibilité des lignées cellulaires de CCR humain 2

différents agents thérapeutiques

La premiere étape de I’étude sur les mécanismes de résistance a consisté en 1’évaluation in
vitro de la sensibilité de lignées cellulaires de CCC a deux classes d’agents thérapeutiques : 3
anti-angiogéniques (évérolimus, sorafenib et sunitinib) et 3 cytotoxiques (5-FU, cisplatine et

vinblastine).

1.1. Effet de différents agents thérapeutiques sur la densité cellulaire

Dans un premier temps, nous avons étudié I’effet des différents traitements sur la densité
cellulaire par la méthode du Cristal violet. Quatre lignées cellulaires de CCC ont été utilisées :
2 lignées déficientes en VHL (786-0 et A498) et 2 lignées exprimant le VHL (Caki-1 et Caki-
2). Les différents agents thérapeutiques ont été testés a 6 concentrations différentes pendant

24, 48 et 72h.

1.1.1. Effets des anti-angiogéniques

N

En réponse aux agents anti-angiogéniques, apres 48 h de traitement et a la plus forte
concentration, la densité cellulaire est diminuée de 80, 79 et 89% apres traitement
respectivement par le sunitinib (100 uM), le sorafenib (10 uM) et I’évérolimus (40uM) dans
les cellules 786-0. Des résultats similaires ont été obtenus dans les lignées Caki-2, A498 et
Caki-1. (Figure 10)

1.1.1. Effets des cytotoxiques

Concernant les agents cytotoxiques, apres 48 h de traitement et a la plus forte concentration,
nous mettons en évidence une diminution de la densité cellulaire de 67% pour le 5-FU (200
uM), 92% pour le cisplatine (100 uM) et 72% pour la vinblastine (10 pg/ml) dans les cellules
786-0O (Figue 4a). Des résultats similaires ont €té obtenus avec les cellules caki-1, caki-2 et

A498. (Figure 11).
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En conclusion, tous les types cellulaires sont sensibles aux traitements testés, et ceci
indépendamment de leur statut en VHL. Nous montrons que la baisse de la densité cellulaire
induite par les traitements est concentration-dépendante et s’amplifie avec la durée des

traitements.
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Figure 10 : Effet des thérapies ciblées sur la croissance cellulaire de lignées cellulaires de
CCC humain. Les lignées 786-0 et A498 (VHL™"), Caki-1 et Caki-2 (VHL"™) ont été traitées
par sunitinib, sorafénib ou évérolimus a différentes concentrations, pendant 24, 48 ou 72 h,
comme indiqué sur la figure. La densité cellulaire a été évaluée par la méthode du cristal
violet. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au contréle (C). Ils sont
représentés par leur moyenne + E.S.M (n=3). C: Contrdle, V: Véhicule.* P<0.05 ; ** P<0.01 ;
#*% P<(0.001 par rapport au controle.
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Figure 11 : Effet des cytotoxiques sur la croissance cellulaire de lignées cellulaires de
CCC humain. Les lignées 786-O et A498 (VHL"), Caki-1 et Caki-2 (VHL"") ont été traitées
par Cisplatine, 5-FU et Vinblastine a différentes concentrations, pendant 24, 48 ou 72 h,
comme indiqué sur la figure. La densité cellulaire a été évaluée par la méthode du cristal
violet. Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au controle (C). Ils sont

représentés par leur moyenne + E.S.M (n=3). C: Controle, V: Véhicule.
P<0.01 ; *** P<0.001 par rapport au contrdle.

* P<0.05 ;5 **
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1.2. Effet des différents agents thérapeutiques sur la prolifération cellulaire

Afin d’approfondir les résultats obtenus précédemment, nous avons étudié I’impact des
traitements sur la prolifération cellulaire des lignées 786-O (VHL'/ ) et Caki-2 (VHL+/ ™) par la
mesure de I’incorporation de BrdU. Les cellules ont été traitées durant 48h avec les anti-

angiogéniques et les cytotoxiques, a 2 concentrations différentes.

1.2.1. Effet des anti-angiogéniques

Dans la lignée 786-O, nous observons une inhibition de la prolifération de 14% avec le
sunitinib [10uM], de 7% avec le sorafenib [1uM] et de 35% avec I’évérolimus [1uM]. Cette
inhibition atteint 74% avec le sunitinib, 65% avec le sorafenib et 76% avec I’évérolimus aux

concentrations respectivement 100 uM, 10 uM et 40uM.

Dans les cellules Caki-2, nous observons une inhibition de la prolifération de 25% avec le
sunitinib [10uM], de 20% avec le sorafenib [IuM] et de 55% avec I’évérolimus [1uM] apres
48h de traitement. Cette inhibition atteint 90% avec le sunitinib et 68% avec le sorafenib et
949% avec I’évérolimus aux concentrations respectivement de 100 uM et 10 uM et 40uM

(Figure 12 A)

1.2.2. Effet des agents cytotoxiques

Dans les cellules 786-0, toujours apres 48h de traitement, nous observons une inhibition de la
prolifération de 57% avec le 5-FU, 21 % avec le cisplatine et de 16% avec la vinblastine,
respectivement a 10 uM, 5 uM et 0,05 pg/ml. Cette inhibition atteint 57%, 79% et 81% aux

concentrations inhibant la densité cellulaire de 80%, respectivement 100 uM, 40 uM et 1uM

Dans les Caki-2, apres 48h de traitement, nous observons une inhibition de la prolifération de

17% avec le 5-FU, 38 % avec le cisplatine et 55% avec la vinblastine, respectivement 10 uM,
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S uM et 0,05 pg/ml. Cette inhibition atteint 72%, 62% et 81% aux concentrations inhibant la

densité cellulaire de 80%, respectivement a 100 uM, 40 uM et 1 uM. (Figure 12B).

L’étude de la prolifération donc permis de conclure qu’il existe une différence significative,

au niveau de I’inhibition de la prolifération cellulaire, entre le groupe contrdle et le groupe

traité et cela indépendamment de la lignée.
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Figure 12 : Etude de la prolifération des cellules humaines de CCC apres traitement par
différents agents thérapeutiques. Les lignés 786-O (VHL'/ ) (A) et Caki-2 (VHL+/ ") (B) ont
été traitées par les 3 thérapies ciblées (sunitinib, sorafénib et évérolimus) ou par les 3 agents

cytotoxiques (cisplatine, 5-FU et vinblastine) a 2 concentrations comme indiqué sur la figure.
L’incorporation de BrdU a été mesurée 48h post-traitement. Les résultats sont présentés
comme la moyenne = E.S.M, n=3. * P < 0.05; ** P < 0.01 ; *** P<(0.001 par rapport au

controle.
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1.3. Effet des différents agents thérapeutiques sur I’apoptose

Nous avons cherché a savoir si les différents traitements induisaient I’apoptose des lignées de
CCR, en utilisant la technique de cytométrie en flux. Les cellules 786-O et A498 (sont traitées
par différents agents pharmacologiques aux mémes temps et concentrations utilisés pour

I’étude de la prolifération.

Nos résultat montrent que les différents traitements induisent I’apoptose de la lignée cellulaire

786-0O et A498. (Des résultats complémentaires sont en Annexe 1)

1.3.1. Effet des anti-angiogéniques

L’ apoptose basale mesurée est de 1,7 et 2,5% respectivement pour le controle et le véhicule.
L’effet apoptotique est noté des la concentration faible d’anti-angiogénique. Pour les
concentrations fortes, 1’apoptose n’était plus mesurable du fait qu’il ne restait plus de cellules
adhérentes. A la concentration 10uM, le pourcentage d’apoptose induit par le sunitinib était
de 26,2%, a 1uM de sorafenib le taux était de 13%, et a 1uM d’évérolimus le taux était de

20% pour la lignée A498 (Figure 13).

1.3.2. Effet des cytotoxiques
Pour les cytotoxiques, a la dose inhibant la densité cellulaire de 50%, nous n’observons pas
d’apoptose puisque le % de cellules apoptotiques reste au niveau basal : 2,8% pour le 5-FU
(10 uM), 2,7% pour le cisplatine (5 uM) et 3,9% pour la vinblastine (0,05 pg/ml). Toutefois,
nos résultats montrent que pour la dose correspondant a 80% d’inhibition de la densité

cellulaire, les pourcentages de cellules apoptotiques augmentent a 15,3%, 10%, et 39%
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respectivement pour le 5-FU (100 uM), le cisplatine (40 uM) et la Vinblastine (1 uM) pour la

lignée O-786 (Annexe 2)
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2. Etudes in vivo de la chimiosensibilité des lignées cellulaires de CCR a différents

agents thérapeutiques

2.1. Effet des agents thérapeutiques sur la croissance tumorale de CCR humain in

vivo chez la souris nude

Limiter I’étude des mécanismes de résistance aux travaux in vitro s’avere donc artéfactuel.
Ces lignées sensibles in vitro peuvent €tre résistantes dans un microenvironnement in vivo.

Nous avons donc conduit une étude pilote in vivo sur des modeles de xénogreffe chez la
souris nude. En l'occurrence, la lignée A498 a été implantée chez la souris nude. Un
développement tumoral a été obtenu au bout de trois semaines apres injection des cellules
tumorales. Les souris ont alors été séparées en différents groupes de volume tumoral moyen
équivalent de 300mm’ : le groupe contrdle (n=3) a recu le solvant uniquement, alors que les
autres groupes (n=2) ont été traités avec deux classes d’agents anticancéreux : 2 anti-
angiogéniques (sunitinib et évérolimus) et trois cytotoxiques (cisplatine, 5-FU et vinblastine).
A Tissue du traitement, les souris ont €té sacrifiées et les tumeurs collectées, pesées et
mesurées. Dans le cas du sunitinib, nos résultats ne retrouvent pas d’inhibition de la
croissance tumorale (Figure 14 A, a gauche : croissance tumorale en fonction du temps par
groupe, a droite : croissance tumorale en fonction du temps par souris). De méme, nous
n’avons pas observé de différence concernant le poids et le volume des tumeurs au moment
du sacrifice (Figure 14 B). Ces résultats, obtenus sur un nombre restreint de souris, suggerent
que les tumeurs A498 sont résistantes au sunitinib in vivo. De méme, nos résultats suggerent
que les autres thérapeutiques testées n’ont pas d’activité anti-tumorale a I’exception de

I’évérolimus (Annexe 3).
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Figure 14: Effet du sunitinib sur la croissance tumorale de CCC humain in vivo chez la
souris nude. (A) Etude pilote évaluant la croissance tumorale chez des souris nude
xénogreffées par la lignée A498 et traitées pendant 3 semaines par sunitinib (40mg/kg, 3
fois/semaine) per os. A gauche : croissance tumorale en fonction du temps par groupe, a
droite : croissance tumorale en fonction du temps par souris Les résultats sont présentés
comme la moyenne + E.S.M, n=3 pour le groupe contr6le et n=2 pour le groupe traité par
sunitinib. (B) A la fin du traitement, les souris sont sacrifiées et les tumeurs prélevées, pesées
et mesurées. Les résultats sont présentés comme la moyenne + E.S.M, n=3 pour le groupe
CTRL et n=2 pour le groupe traité par sunitinib (C) Photographies des tumeurs chez une
souris représentative du premier jour de traitement (jour 0, JO), chez une souris représentative
du groupe CTRL (jour 22, J22) et chez une souris représentative du groupe traité (jour 22,
122).
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3. Recherche des marqueurs moléculaires induits par le sunitinib
3.1. Analyse par une approche a large spectre : kits de biopuces a protéines

Le modele de résistance au sunitinib identifié ci-dessus a constitué la base pour la recherche
de marqueurs moléculaires induit par ce traitement. Des analyses de biopuces a protéines
(proteome arrays) ont €té réalisées en 1’occurrence via trois kits: les kits Angiogénese,
Apoptose et Phosphokinases. La Figure 15A présente les membranes du kit Angiogénese
avant traitement des données et analyse quantitative par le logiciel BiolD. On note déja que
des spots apparaissent plus intenses pour les tissus tumoraux des souris traitées par sunitinib
vs controle. Nos résultats indiquent que plusieurs protéines de l'angiogénese ont une
expression augmentée (ratio >2) dans les tumeurs des souris traitées: ADAMTS-1,
angiogénine, Ang-1, Ang-2, artémine, CXCL16, PK1, FGF-2, IGFBP-1, TGF-f1, MCP-1,
PIGF, prolactine, serpine F1, Upa. Nous notons a l'inverse que 5 protéines ont une expression
diminuée (ratio <0,5), mais cette diminution reste faible (Figure 15B). Par ailleurs, nous
n'avons pas observé d’effets du traitement sur I’expression des protéines de 1'apoptose testées.
Enfin, pour le kit Phosphokinase (Annexe 4), nous retrouvons 2 protéines dont la
phosphorylation serait augmentée suite au traitement : p53 (S392), pS3 (S46), et Akt (T308).
D'autres protéines semblent au contraire avoir une phosphorylation diminuée: STATSb

(Y699) et hck (Y411). La Figure 15C récapitule les protéines dont 1’expression est modulée

suite au traitement par sunitinib.

En conclusion, ce crible de protéines de I’angiogenese, de 1’apoptose et du phosphokinome a
permis d’identifier de potentiels marqueurs moléculaires pouvant appartenir aux voies de
signalisation impliquées dans la résistance au sunitinib. Le faible nombre d'échantillon ne

nous permet pas d'analyse statistique, et nécessitera une étude a plus large échelle.
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Cible C S Ratio
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e 0,0108 00046 043 8 STATSb [Y699)  0,0497 0,0230 0,46
PDGF-AB 0,0088 0,0040 0,46 Z Akt (T308) 0,0043 0,0135 2,77
- 0,5333 02503 0,47 p53 (546) 0,0047 00141 3,01
NRG1-b1 0,0159 0,0077 0,48 P53 (5392 0,0009 0,0040 4,63
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Figure 15: Analyse des marqueurs moléculaires induits par le sunitinib par une
approche a large spectre (biopuces a protéines / angiogenese). (A) chimioluminescence
obtenue apres lecture des 2 membranes par 1'imageur pour le kit Angiogénese. (B) Ratios
d'expression des protéines (échelle logarithmique) testées dans les tumeurs traitées par
sunitinib vs controle. En vert sont représentées les protéines dont le ratio est supérieur a 2. En
rouge, les protéines dont le ratio est inférieur a 0,5. (C) Tableau présentant les ratios
d’augmentation ou d’inhibition des protéines d’intérét identifiées par les biopuces a protéines.
Cible : protéines du kit, C : contr0le, S : traitement par sunitinib.
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3.2. Validation de I’augmentation d’expression de I’angiogénine
3.2.1. Invivo sur le modele de xénogreffe A498.

La protéine qui a retenu le plus notre attention est 1’angiogénine dans la mesure ou elle est
surexprimée de facon significative avec un ratio de 1/34. Dans la littérature, on retrouve que
I’angiogénine a été déja isolée a partir de cellules tumorales et présente un intérét dans la
réponse au traitement. Aussi, nous avons axé la suite du travail sur cette protéine. En
particulier, nous avons réalisé une étude de I'angiogénine en Western blot a partir des extraits
protéiques utilisés pour l'analyse des biopuces a protéines. L'angiogénine est constitutivement
exprimée dans les tumeurs des souris controle et dans celles traitées par sunitinib mais avec
une nette augmentation dans les tumeurs des 2 souris traitées vs controle (Figure 16A). Bien
que non quantitatif, le ratio d'augmentation de 1'angiogénine en Western blot semble toutefois
étre inférieur a celui observé avec les biopuces a protéines. Nous avons également étudié
I’expression de I’angiogénine au niveau de 'ARNm. Nos résultats de RT-qPCR montrent une
augmentation de son ARNm dans les tumeurs des souris traitées par sunitinib vs contrdle

(Figure 16B), suggérant que I'augmentation de 1'expression de 'angiogénine est due, au moins

en partie, a une augmentation de sa transcription.

Nous avons également cherché a savoir si, in vitro, sur des lignées de CCR sensibles au
sunitinib, le traitement par sunitinib modulait I’expression de I’angiogénine. Nous avons traité
par sunitinib a 100 uM les 4 lignées de CCR puis étudié 1'expression de 1'angiogénine en
Western blot apres 24, 48 et 72 h de traitement. Pour la lignée A498, nous observons des 24 h
une augmentation de l'expression de l'angiogénine dans les cellules traitées par sunitinib.
Cette augmentation est encore plus nette a 48 heures, mais n'est plus retrouvée a 72 h. Pour la
lignée 786-0, le traitement par sunitinib induit également une augmentation de 1'expression de

I'angiogénine. Celle-ci apparait a 48h et est plus nette a 72 h. Pour la lignée Caki-1,
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I’augmentation de I’angiogénine s’observe de facon semblable a 24 h, 48 h et 72 h de
traitement. Enfin, pour la lignée Caki-2, il existe dés 24 h une augmentation de 1'angiogénine
dans les cellules traitées, qui se maintient a 48h et semble s'atténuer a 72h (Annexe 5). Nos
résultats montrent donc une augmentation de 1'expression de l'angiogénine in vitro sous l'effet
du traitement par sunitinib dans I'ensemble des 4 lignées testées, indépendamment du statut
VHL. Cette modulation d'expression a une cinétique dans le temps différente pour chaque
lignée.

A

A498

p-actine mm—— — —
3655 3657 3658 3663
Souris Souris
Controle Sunitinib
Angiogénine
0.15 Bl Contrdle A498

= =unitinib
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Expression relative
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Figure 16 : Effet du sunitinib sur I’expression de I’angiogénine in vivo sur la lignée A498.
Analyse de I’expression de 1’angiogénine dans les lysats de tumeurs A498 xénogreffées chez
les 4 souris de I’étude pilote traitées ou non par sunitinib évaluée par Western Blot (A) et RT-
gPCR (B). Les résultats présentés sont représentatifs d’au moins 3 expériences.
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3.2.2. In vivo sur les modéles précliniques

Le laboratoire, par convention avec la Société UROLEAD, a acces a des modeles pré-
cliniques de CCR basé sur des xénogreffes de tumeurs rénales humaines chez la souris nude.
Des études en interne ont é€té réalisées, évaluant en 1’occurrence 1’efficacité du sunitinib sur
certains de ces modeles. Les modeles STO J et DER JM ont ainsi été identifiés comme
respectivement résistant et sensible au sunitinib (courbe de croissance en Annexe 3). Nous les
avons donc exploités pour étudier 1’expression de I’angiogénine sur des modeles précliniques
de CCR traités ou non par sunitinib. L’analyse par WB et RT-qPCR montre que 1’angiogénine
est exprimée de maniere constitutive dans les tumeurs de CCR mais sans différence entre les

souris controle et les souris traités sur ces 2 modeles. (Figure 17)
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Figure 17 : Effet du sunitinib sur P’expression de I’angiogénine in vivo a partir de
modeles précliniques. Analyse par Western Blot, RT-qPCR de I’expression de I’angiogénine
dans les lysats de tumeurs xénogreffées par des tumeurs résistantes au sunitinib STO J (A) et
des tumeurs sensibles au sunitinib DER JM (B). Les résultats présentés sont représentatifs
d’au moins 3 expériences.
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3.3. Impact du sunitinib sur les voies signalétiques Akt et NFkB in vivo

L’équipe a précédemment montré que la voies PI3K-AKT et la voie NF«B étaient impliquées
dans la tumorigenese rénale. Conformément a notre hypotheése de travail, nous avons voulu
savoir si le sunitinib modulait les voies Akt et NFkB. Nous avons étudié 1'expression de NfkB
et de sa forme phosphorylée ainsi que I’ Akt avec ses 2 formes phosphorylées en S473 et en
T308, par Western blot sur le modele in vivo A498. Nous observons une diminution de la
forme phosphorylée de NFxB et une augmentation des formes phosphorylées de 1’Akt dans

les tumeurs des souris traitées; 1’expression de la forme totale reste inchangée. (Figure 18).

Les résultats de western blot sur les modeles précliniques (donnée non représentée),
montraient une hétérogénéité de I’expression d’Akt et ses formes phosphorylées entre le

groupe traité et le groupe controle.
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Figure 18 : Impact du traitement par sunitinib sur les voies AKT et NFKB in vivo sur la
lignée A498. (A) Analyse par WB de I’expression Akt et de ses formes phosphorylées (S473
et T308) dans les tumeurs A498 des souris xénogreffées et traitées par sunitinib vs contrdle.
(B) Analyse par WB de I’expression NFkB et de sa forme phosphorilée (S536) dans les
tumeurs A498 des souris xénogreffées et traitées par sunitinib vs contrdle. Les résultats
présentés sont représentatifs d’au moins 3 expériences.
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3.4. Impact du sunitinib sur I’expression protéique de Lim1 in vivo

De nombreux travaux soulignent la contribution des voies néphrogéniques dans le
developpement du CCR. L’équipe a notamment montré 1’implication du facteur de
transcription Lim1. Nous avons donc recherché si I’expression de Lim1 était modulée par le
traitement par sunitinib. Dans les tumeurs des souris xénogreffées par la lignée A498, nous
notons que l’expression protéique de Liml est augmentée dans les tumeurs des souris
xénogreffées traitées par sunitinib vs contrdle (Figure 19 A). Nous retrouvons également en
RT-qPCR une augmentation de la transcription de Lim1 dans les 2 souris traitées vs contrdle
(Figure 20). Cette augmentation n’est pas observable dans les modeles précliniques (Figure 19

B, C), ou on note une hétérogénéité de I’expression de Lim]1.
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Figure 19 : Impact du traitement par sunitinib sur le facteur de transcription Liml in
vivo sur la lignée A498 et les modeles précliniques. (A) Analyse par WB de 1’expression de
Liml1 dans les lysats de tumeurs de A498 xénogreffées (A), de tumeurs xénogreffées par la
tumeur du patient STO J résistant au sunitinib (B) et de tumeurs xénogreffées par la tumeur
du patient DER JM sensible au sunitinib (C). Les résultats présentés sont représentatifs d’au
moins 3 expériences.
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Figure 20 : Etude in vivo de I’expression du gene du facteur de transcription Lim1 apres
traitement par sunitinib. Analyse de I’expression de Lim1 par RT-qPCR dans les lysats de

tumeurs de la lignée A498 xénogreffées.
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Nombre moyen/champs

3.5. Impact du sunitinib sur la néovascularisation tumorale

Les thérapies anti-angiogéniques induisant une disparition des vaisseaux immatures et
aboutissant a un réseau plus structuré. Le but ultime des thérapies anti-angiogéniques étant la
disparition de la vascularisation tumorale.

Afin de confirmer I’impact du sunitinib sur la néovascularisation tumorale, nous avons réalisé
une étude immunohistochimique sur les différents modeles in vivo.

On note dans les deux modeles résistants A498 et STO J, un nombre de branchements et un
nombre d’intersections de vaisseaux plus importants dans le groupe traité que le groupe de

contrdle, alors que dans le modele sensible (DER JM), on ne retrouve pas cette tendance.

En résume, dans la forme résistante au sunitinib, le traitement n’a pas permis de réduire le
nombre de branchements ou le nombre d’intersections, €léments de la néovascularisation

tumorale. (Figure 21)
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Figure 21 : Impact du Sunitinib sur la vascularisation tumorale in vivo chez la souris
nude. La densité microvasculaire est déterminée en comptant pour chaque tumeur, le nombre
d’intersections de vaisseaux dans 4 champs a grossissement 40 et le nombre branchements
dans 5 champs. Elle a été étudiée sur le modele de xénogreffe A498 résistant au sunitinib (A)
et les 2 modeles précliniques, STO J résistant au sunitinib (B) et DER JM sensible au
sunitinib (C).

95



DISCUSSION
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Depuis I'introduction du concept des traitements anti-angiogéniques dans les CCR, ces
molécules ont été considérées comme un des traitements anticancéreux de référence pour les
CCC métastatiques. L’amélioration de la durée de vie des patients traités est restée faible,
pourtant, 1’apport des anti-angiogéniques dans ces cancers n’est pas négligeable car tres peu

d’autres alternatives thérapeutiques sont proposées.

Différentes molécules ont été utilisées dans les CCR ainsi que dans d’autres cancers. Plus
d’une centaine d’études cliniques sont en cours pour évaluer 1’efficacité de douzaines de
nouvelles molécules anti-angiogéniques ciblant ou non le VEGF. Comme pour les autres
thérapies ciblées, 1’apparition de résistances est un frein a 1’efficacité de ces molécules et

réduit considérablement I’espérance de vie espérée des patients.

L’enjeu majeur est de comprendre pourquoi la majorité des patients arrétent de répondre en
cours de traitement ou sont réfractaires des le départ et comment peut-on contrebalancer ces
limitations. Beaucoup de mécanismes pouvant expliquer ces résistances sont évoqués dans
beaucoup d’études, néanmoins le bénéfice clinique des traitements anti-angiogéniques reste

tres limité du fait que la traduction clinique de ces mécanismes retrouvés reste théorique.

L’angiogenese joue un role clé dans la croissance et la progression tumorales [38]. Les
tumeurs s’approvisionnent par divers moyens, y compris la vasculogenese, la cooptation de
vaisseaux existants et par mimétisme vasculaire [91, 92]. Les efforts visant a cibler
I’angiogenese tumorale ont porté sur la voie du facteur de croissance endothéliale vasculaire
(VEGF) [93]. Le ciblage du VEGF s’est montré prometteur pour certains cancers, mais ne
s’est pas avéré aussi efficace qu’on I’avait espéré [94,95]. Les données semblent indiquer des

mécanismes d’échappement intervenant sous la médiation de cellules tumorales et de
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membres du microenvironnement, ce qui conduit a I’hypothese que le ciblage simultané de
voies complémentaires et redondantes peut s’avérer une approche prometteuse dans le

traitement des tumeurs rénales.

Compte tenu de nos connaissances grandissantes concernant les nombreuses voies
alternatives pour le développement et le maintien du réseau vasculaire tumoral, plusieurs
nouveaux inhibiteurs ont été développés pour bloquer les multiples voies de signalisation
proangiogénique. Le sorafénib, 1’axitinib, le sunitinib, le cediranib, et le pazopanib ciblent

diversement les cascades de signalisation proangiogénique.

En se concentrant sur les voies prolifératives, angiogéniques et anti-apoptotiques dans le
CCR, I’équipe a pu montrer que l’axe signalétique PI3K/Akt (Phosphatidyl-inositol 3-
Phosphate Kinase/ Akt), la voie NF-kB (Nuclear Factor-kB) et la voie des MAPK (Mitogen-
Associated Protein Kinase) sont constitutivement activés dans le CCR, et ce, indépendamment
du systeme VHL/HIF [70, 96-97].

Depuis quelques années, 1’exploration des voies développementales et de leur implication
dans la croissance tumorale et le développement de métastases a permis de mettre en relief les
voies Notch et Wnt (Wingless-type) [98] et de démontrer que la voie néphrogénique du sonic
hedgehog (SHH)-Gli est réactivée dans le CCR [37]. En effet, la liaison de SHH a son
récepteur permet d’activer les facteurs de transcription Gli qui vont permettre la transcription
de nombreux genes cible (cycline D1, Wnt, Insulin-like growth factor 2 (IGF2), platelet-
derived growth factor (PDGF), epidermal growth factor (EGF), vascular endothelial growth
factor (VEGF)...) participant a la croissance tumorale. Il a été également mis en évidence de
divers facteurs de transcription développementaux en aval de SHH, comme Pax2 et Lim1. Ces

deux protéines ne sont normalement pas exprimées dans les cellules tubulaires du rein adulte,
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mais sont exprimées de fagon constitutive dans le CCC. Bien que Pax2 soit réexprimé par un
mécanisme encore inconnu, il est prouvé que la quantité d’ARNm de Pax2 augmente en
fonction du grade de Fuhrman de la tumeur [99]. Quant a Liml, sa réactivation dans le CCC
joue un rdle déterminant tant pour la croissance que pour l’invasion tumorale [100]. Des
travaux sont en cours afin d’étudier son role dans le cancer du rein avancé et donc dans

I’invasion métastatique.

Dans cette étude, nous nous sommes tout particulierement intéressés a identifier les voies de
signalisation spécifiques mises en jeu par le sunitinib dans un modele in vivo résistant a cette
thérapie. Cette approche a pour but d’identifier les voies de résistance du CCR afin de définir
de nouvelles stratégies thérapeutiques, voire d’élaborer des biomarqueurs prédictifs de la

réponse (résistance ou sensibilité) aux thérapies ciblées.

Nous avons commencé notre étude par des expérimentations in vitro révélant une sensibilité
de ces lignées cellulaires de CCR aux diverses thérapies testées, a savoir 3 cytotoxiques
(cisplatine, 5-FU et vinblastine) et 3 anti-angiogéniques (sunitinib, sorafénib et évérolimus);
et ceci quel que soit le parametre analysé : densité cellulaire, prolifération ou apoptose. Nos
résultats sont en accord avec les données de la littérature. En effet, il est démontré que les
cytotoxiques agissent principalement sur la prolifération cellulaire et que les anti-
angiogéniques, en plus de leur effet anti-angiogénique, ont un effet cytotoxique et/ou
cytostatique directement sur les cellules tumorales [101]. Or le CCR est caractérisé par une

forte résistance aux thérapies in vivo. Ces modeles in vitro peuvent donc étre quelque peu

artéfactuels et il était nécessaire de valider ces études sur des modeles in vivo.

Dans le CCR, les modeles d’étude se limitent aux lignées tumorigéniques utilisables in vitro

et in vivo. Ce constat a poussé le laboratoire de développer des modeles d’étude obtenus par
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xénogreffe de tumeur de patient en collaboration avec le NHC reproduisant I’hétérogénéité

tumorale retrouvée chez le patient.

Le modele de xénogreffe était défini par une greffe de cellules ou tissus humains sur des
souris nude. Ces souris sont dépourvus de lymphocytes B et T. Ils ont cependant des
lymphocytes "naturel killer" NK et des macrophages qui peuvent étre un handicap dans la
greffe tumorale. Etant donné que la greffe orthotopique n'a pas de valeur prédictive par
rapport a la situation clinique, la xénogreffe dans ce travail a été réalisée en sous cutanée. Le
probleme de ce modele de souris nude est la nécessité de posséder une structure d'animalerie

aux normes qui puissent garantir ces animaux fragiles, des germes pathogenes.

L’étude pilote que nous avons menée nous a permis d’identifier un modele de CCR in vivo
résistant au traitement par sunitinib (Ile modele A498). Nous avons basé notre travail sur ce
modele afin d’identifier des voies de signalisation qui participent ou qui sont responsables de
la résistance aux anti-angiogéniques. Le nombre de souris par groupe dans les différents
modeles était restreint. Le but ultime reste de confirmer tous ces résultats sur des groupes plus

importants.

Le laboratoire d’accueil, a démontré I'implication des voies oncogéniques PI3K/Akt et NF-kB
dans la prolifération et la résistance a 1‘apoptose des tumeurs rénales et mis en évidence les
voies développementales néphrogéniques sont réactivées et détournées pour la croissance du
CCC. Conformément a notre hypothese, nous avons testés I’implication potentielle de ces
voies dans la résistance. Concernant les voies oncogéniques Akt, nous avons pu retrouver
comme dans la littérature I’'implication de cette voie dans le CCC. L’expression des formes
phosphorylées est plus importante chez les souris traitées et résistantes au sunitinib dans le
modele A498. Les analyses protéiques sur les voies développementales retrouvaient une

surexpression de Lim1 et Glil (donnée non présentée) sur le modele A498 résistant aussi bien
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au niveau protéique que messager. Ce résultat est en adéquation avec les précédents résultats
du laboratoire. Quant a la réexpression du Liml dans le CCC, Cette réexpression est plus
importante chez les souris traitées et résistantes au sunitinib. Est-ce que ces surexpressions
sont en réponse au traitement ou jouent un role dans la résistance? La question reste entiere. 11
faudrait compléter cette étude par des analyses in vivo apres adjonction d’inhibiteur ou siRNA
(ARN interférent) de Liml et voir si on arrive a récupérer une sensibilité de cette lignée in

Vivo.

Nous n’avons pas pu retrouver les mémes résultats in vivo sur les modeles précliniques. Il
existait une hétérogénéité de I’expression protéique et génomique de Liml et Akt sur les
différents western blot et RT-qPCR. Cette hétérogénéité peut €tre liée a I’hétérogénéité des
prélevements réalisés sur la tumeur (prélevements centraux, périphériques, dans de la
nécrose). Une piste pour réduire cette hétérogénéité est de réaliser des analyses sur la

I’ensemble de la tumeur.

Etant donné que les voies angiogéniques ont un rdle primordial dans le CCR métastatique, il
était nécessaire d’exploiter notre modele de résistance a le recherche de voie angiogéniques
susceptibles de jouer un role dans la résistance au traitement. C’est ainsi que nous avons opté
pour un large screening des protéines de 1’angiogenese mais également des protéines de
I’apoptose et de phosphokinome. Une telle approche a été utilisée dans la littérature, comme
par exemple dans 1'identification de 1’expression du gene I'endocan (ESM1) sur des puces a

ADN sur des xénogreffes de tumeur rénales traitées par sunitinib.

Ces biopuces a protéines nous ont permis d’identifier un ensemble de cibles potentiellement
impliquées dans les mécanismes de la résistance. L’angiogénine a particulierement retenu
notre attention avec ratio de 34. Ce résultat est en adéquation avec les données de la

littérature, puisqu’on retrouve que l’angiogénine a été déja isolée a partir de cellules
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tumorales [57-63]. Elle existe a des concentrations plus faibles dans les tissus normaux et a
déja été mise en évidence dans le foie feetal. Elle n’est bien entendu pas le seul facteur de
I’angiogenese. La possibilité de réguler la production d’angiogénine est illustré dans un
modele de souris ol I’'indométhacine, un inhibiteur de la synthese de prostaglandine, a été
montré inhiber la production de PGE2 par les tumeurs MGG 101, réduisant la taille des
tumeurs et prolongeant la survie des animaux. Chez les animaux traités, I’expression tumorale
des ARNm de I’angiogénine et du FGF-2 diminuent ainsi que la vascularisation du tissu
tumoral [64]. A notre connaissance, dans la littérature, aucune publication ne décrit le role de
I’angiogénine dans le CCR, ni I'effet du traitement anti-angiogénique ou la résistance au

traitement sur I’expression de 1’angiogénine.

Etant donné que le protéome array/angiogenese sur xénogreffes de la lignée A498 montrait
une expression en Angiogénine 34 fois plus importante chez les souris traitées par rapport aux
souris de contrdle, nous avons confirmé cette augmentation par western blot et RT-qPCR sur
le modele in vivo A498 résistant au sunitinib, suggérant que 1'augmentation de l'expression de

I'angiogénine est due, au moins en partie, a une augmentation de sa transcription.

Cet "up regulation" de I'expression de l'angiogénine dans ce modele traité, ne permet pas a
elle seule de confirmer 1'implication de I'angiogénine dans la résistance. La comparaison a un
bras sensible au sunitinib in vivo aurait permis de répondre a cette question mais ce modele ne
peut pas étre assuré sur la méme lignée. C’est ainsi que nous avons exploité deux modeles
mis a disponibilité par UROLEAD pour confirmer ces résultats, deux modeles précliniques
I’un sensible « DER JM » et 'autre résistant « STO J » au sunitinib. Malheureusement les
résultats précédents n’ont pas pu étre confirmés sur ces modeles de tumeurs CCR humaines. I1

existait une hétérogeneité de I’expression de 1’angiogénine dans ces modeles.
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Par ailleurs il est a noter que cette augmentation de 1’expression de 1’angiogénine a été
observée in vitro sur des lignées de CCR sensible au sunitinib. La question qui persistait avec
I’avancement des résultats, était la suivante : pourquoi 1’expression de 1’angiogénine, est
augmentée in vivo dans le modele A498 résistant au sunitinib, elle est aussi augmentée in
vitro sur les lignées sensibles au sunitinib mais pas sur les modeles humains qu’ils soient

sensibles ou résistants au sunitinib?

En analysant I’expression de 1’angiogénine sur culture cellulaire, on note que I’expression de
I’angiogénine est plus importante a 24 et 48h apres traitement par rapport a 72h. Il est fort
probable que I’absence de surexpression de I’angiogénine dans notre modele humain résistant
«STO J » vient du fait que les tumeurs humaines xénogreffées ont été récupérées assez

tardivement par rapport au traitement. La demi-vie de I’angiogénine étant de 12h [102].

L’étude de la vascularisation en immunohistochimie retrouve dans les deux modeles résistants
A498 et STO J, un nombre de branchements et un nombre d’intersections de vaisseaux plus
importants dans le groupe traité que le groupe de contrdle, faisant évoqué un phénomene
d’activation de la neovascularisation sous effet du traitement résistant. Traiter in vivo la lignée
A498 par du sunitinib pour lequel elle est résistante, parait induire une surexpression de

I’angiogénine et une augmentation de la vascularisation tumorale par rapport au controle.

Dans le modele sensible DER JM, on ne retrouve pas de diminution de la néovascularisation
tumorale, ce qui pourrait suggérer un mécanisme d’action du sunitinib dans ce modele

sensible autre qu’anti-angiogénique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Ce travail de theése, montre la complexité des voies de signalisations dans le CCC dans une ere
ou I’enjeu majeur est de comprendre les différents mécanismes de résistance aux anti-

angiogéniques.

La surexpression en angiogénine, en Liml et les formes phosphorylées de Akt, dans le
modele résistant ne permet pas a elle seule d’affirmer sa responsabilité dans la résistance au
sunitinib. Nous avons pu montrer ’'implication de ces facteurs dans un modele traité et
résistant au sunitinib. Il nous reste encore du travail afin de valider définitivement ces
résultats, cela doit passer par une étude sur des échantillons plus importants de 2 modeles I’un
sensible et I’autre résistant en prenant compte le timing pour optimiser les prélevements a
analyser par rapport aux caractéristiques de I’angiogénine. Il est intéressant aussi de
poursuivre ce travail par une étude in vivo sur ’adjonction d’inhibiteur de I’angiogénine ou

siRNA a des modeles résistants afin d’analyser la réponse au traitement.

La tendance dans la prise en charge des cancers est au développement des thérapies
personnalisées. Le développement de marqueurs de la résistance aux thérapies par des
modeles de xénogreffes de tumeurs rénales métastatiques sur des souris nude parait

intéressant afin de prédire in vivo sur xénogreffes de la résistance ou sensibilité au traitement.

Le but de cette these est de permettre au chercheur dans son laboratoire et 1’urologue dans son
bloc opératoire de participer au parcours personnalisé de soin du patient présentant un CCR

métastatique.
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Annexe 1: Effet de différents agents thérapeutiques sur la mort cellulaire de lignées
cellulaires de CCR humain. Analyse par FACS a 24h post-traitement, des cellules

0O-786 traitées respectivement pour le sunitinib. Les résultats sont présentés comme la
moyenne +E.S.M, n=3. * P <0.05; ** P < 0.01 par rapport au CTRL. Exemples d’analyse par
FACS.
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Annexe 2 : Effet de différents agents cytotoxiques sur la mort cellulaire de lignées
cellulaires de CCR humain. Analyse par FACS a 48h post-traitement, des cellules 0-786
traitées par les cytotoxiques. Les résultats sont présentés comme la moyenne +E.S.M, n=3. *
P <0.05; ** P <0.01 par rapport au CTRL. Exemples d’analyse par FACS.
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Annexe 3: Effet de différents agents thérapeutiques sur la croissance tumorale de CCC
humain in vivo chez la souris nude. (A) Etude pilote évaluant la croissance tumorale chez
des souris nude xénogreffées par la lignée A498 et traitées pendant 3 semaines par
Everolimus (10mg/kg, 5 fois/semaine) per os, Cisplatine, 5-FU et Vinblastine. Les résultats
sont présentés comme la moyenne + E.S.M, n=3 pour le groupe CTRL et n=2 pour les
groupes tts. (B) Croissance tumorale chez des souris nude xénogreffées par des tumeurs de
patients atteints de CCR (STO J et DER JM) et traitées pendant 2 périodes de 3 semaines,
séparées par une semaine de wash out, par sunitinib (40mg/kg, 3 fois/semaine) per os,
séparées par une semaine de wash out.
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Annexe 4: Analyse des marqueurs moléculaires induits par le sunitinib par une
approche a large spectre (biopuces a protéines). Ratios d'expression des protéines (échelle
logarithmique) testées dans les tumeurs traitées par sunitinib vs contrdle pour les kit Apoptose
(A) et Phosphokinase (B). En vert sont représentées les protéines dont le ratio d'augmentation
est supérieur a 2. En rouge, les protéines dont le ratio est inférieur a 0,5.
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Annexe 5 : Expression in vitro de ’angiogénine dans les 4 lignées cellulaires de CCC
humain traitées par sunitinib. Analyse en Western blot de I’expression de 1’angiogénine
dans les lignées A498, 786-0, Caki-2 et Caki-1. L’analyse a été réalisée apres 24, 48 ou 72 h
de traitement par sunitinib (100uM). C : Contrdle, V : Véhicule, S : sunitinib 100 uM. Les
résultats présentés sont représentatifs d’au moins 3 expériences.
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— Pascal MOURACADE (/r

' Etude des voies signalétiques impliquées dans la
résistance aux agents thérapeutiques dans le carcinome
a cellules rénales humain

Résumé

Le carcinome a cellules rénales (CCR) se caractérise par une résistance importante aux
thérapies. Notre hypothese était que des voies signalétiques prolifératives, anti-apoptotiques
et/ou angiogéniques sont mises en jeu dans la résistance aux thérapies. Il s’agissait de mesurer
la sensibilité de lignées cellulaires de CCR humain a différentes classes thérapeutiques in vitro
et in vivo. Une étude pilote a été réalisée sur la base de xénogreffes de la lignée A498 chez la
souris nude, puis exploitée pour des analyses sur biopuces a protéines afin d’identifier les voies
de signalisation induites par le sunitinib. In vitro, les lignées cellulaires de CCR se sont
révélées sensibles aux thérapies indépendamment du statut VHL. In vivo, la lignée A498 est
apparue résistante au sunitinib. L’approche par biopuces a montré que plusieurs protéines de
I’angiogenése sont modulées sous l'effet du traitement, notamment 1’angiogénine. Il n’y a pas
de modification de I’expression des protéines de 1’apoptose testées. Les formes phosphorylées
d’Akt sont également augmentées dans les tumeurs traitées, de méme que Liml alors que la
forme phosphorylée de NFxB est diminuée. Ce travail a ainsi identifié de potentielles cibles
impliquées dans les mécanismes de résistance et devraient permettre de définir de nouvelles
options thérapeutiques dans le cancer du rein.

Mots clés: carcinome rénal, résistance au traitement, cytotoxiques, thérapies ciblées,
angiogénine, Liml

Résumé en anglais

The renal cell carcinoma is characterized by a high resistance to therapies. Our working
hypothesis was that proliferative signaling pathways, anti-apoptotic and / or angiogenic are
involved in resistance to therapies. Thus, as part of this thesis, we measured the sensitivity to
chemotherapy and targeted therapies in kidney cancer cell lines in vitro as well in vivo.

A pilot study was conducted on the basis of the A498 cell line xenografts in nude mice, and
then used for analysis on proteome arrays to identify the signaling pathways induced by
sunitinib. In vitro, the cell lines of RCC were sensitive to therapy regardless of the VHL status.
In vivo, the line A498 appeared resistant to sunitinib. The approach using the proteome array
has shown that several angiogenesis proteins are modulated as a result of treatment, including
angiogenin. There was no change in the expression of proteins of apoptosis. Phosphorylated
forms of Akt were also increased in the treated tumors, as well as Liml whereas the
phosphorylated form of NFkB was reduced. This work has identified potential targets involved
in resistance mechanisms and should define new therapeutic options in renal cancer.

Keywords: renal carcinoma, resistance to treatment, cytotoxic agents, targeted therapy,
angiogenin, Lim1




