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Résumé

Le carcinome rénal a cellules claires (cRCC) est le principal type histologique de
carcinome rénal et I'une des tumeurs les plus résistantes a la chimio et a la radiothérapie.
L'absence de biomarqueurs pour la détection précoce et pour le suivi des patients est
responsable d'un mauvais pronostic. Il est nécessaire d'identifier de nouveaux biomarqueurs
et des cibles thérapeutiques pour améliorer la prise en charge des patients. Les microARNSs,
des petits ARN non codants de 22 nucléotides, qui ont été précédemment montrés comme
favorisant l'initiation et la progression tumoral, semblent étre de bons candidats.

Nous avons focalisé notre étude sur (i) miR-21 qui est le principal oncomiR
surexprimé dans le cRCC et (ii) le récepteur nucléaire PPARa (Peroxisome Proliferator
Activated Receptor), I'une des cibles de miR-21.

D'une part, sur une cohorte de 99 échantillons de cRCC primaires, nous avons
montré que l'expression de miR-21 était plus élevée dans les tissus cancéreux que dans les
tissus non tumoraux adjacents. In vitro, miR-21 est également surexprimé dans les lignées
cellulaires de carcinomes rénaux comparées a la lignée cellulaire épithéliale HK-2 provenant
de tubes proximaux humains. De plus, nous avons également montré que la surexpression
de miR-21 augmente les propriétés de migration et d'invasion des cellules cancéreuses
rénales ainsi que les voies de signalisation prolifératives et anti-apoptotiques, alors que des
résultats opposés ont été observés en utilisant une stratégie d'inhibition anti-miR-21. Enfin,
nous avons évalué le role du miR-21 dans la chimiorésistance du cRCC et montré, en outre,
que l'inhibition de miR-21 augmentait significativement la chimiosensibilité au paclitaxel, au
5-fluorouracile, a l'oxaliplatine et au dovitinib, diminuait I'expression des transporteurs a
efflux MRP1-6/ABCC1-6 et augmentait I'expression des transporteurs a influx
SLC22A1/0CT1, SLC22A2/0OCT2 et SLC31A1/CTR1. Ces résultats ont permis la publication
d'un article dans Tumor Biology se trouvant en annexe.

D'autre part, dans les tissus de patients atteints de cRCC, nous avons montré pour la
premiére fois que la surexpression de miR-21 est en corrélation avec une perte d'expression
de PPARa. In vitro, nous avons montré que miR-21 cible le 3'-UTR de PPARa et diminue
son expression protéique et que la surexpression de miR-21 diminue I'activité
transcriptionnelle de PPARa. En outre, la surexpression et I'activation de PPARa diminuent
I'expression de miR-21. En effet, PPARa interagit avec les facteurs de transcription AP-1 et
NF-xB et empéche ainsi leur liaison au promoteur de miR-21 diminuant ainsi sa transcription.

En conclusion, nous avons montré que (i) miR-21 est un acteur clé de la progression
du cancer du rein et joue un réle important dans la résistance aux chimiothérapies et (ii) qu'il

existe une boucle de régulation négative entre miR-21 et PPARa dans le cRCC.



Abstract

Renal clear cell carcinoma (cRCC) is the major histological type of renal carcinoma
and one of the most chemo- and radio-resistant tumors. The absence of biomarkers for early
detection and for monitoring patients is responsible of a poor prognosis. It is necessary to
identify new biomarkers and therapeutic targets to improve patient care. MicroRNAs, small
noncoding RNAs of 22 nucleotides, which have been previously shown to promote malignant
initiation and progression, appear to be good candidates.

We focused our study on (i) miR-21 which is the main overexpressed oncomirs in
cRCC and (ii) the nuclear receptor PPARa (Peroxisome Proliferator Activated Receptor), one
of miR-21 targets.

In one hand, by using a cohort of 99 primary cRCC samples, we showed that miR-21
expression in cancer tissues was higher than in adjacent non-tumor tissues. /n vitro, miR-21
was also overexpressed in renal carcinoma cell lines compared to HK-2 human proximal
tubule epithelial cell line. Moreover, we also showed that miR-21 overexpression increased
migratory, invasive, proliferative, and anti-apoptotic signaling pathways whereas opposite
results were observed using an anti-miR-21-based silencing strategy. Finally, we assessed
the role of miR-21 in mediating cRCC chemoresistance and further showed that miR-21
silencing significantly increased chemosensitivity of paclitaxel, 5-fluorouracil, oxaliplatin and
dovitinib, decreased expression of multi-drug resistance genes and increased
SLC22A1/0OCT1, SLC22A2/0CT2 and SLC31A1/CTR1 platinum influx transporter
expression. These results led to the publication of an article in Tumor Biology in annex.

In other hand, in cRCC tissue patients, we showed for the first time that miR-21
overexpression correlates with a loss of expression of PPARa. In vitro, we showed that miR-
21 targets PPARa 3'-UTR and decreases its protein expression and miR-21 overexpression
decreases the transcriptional activity of PPARa. Furthermore, PPARa overexpression and
activation decrease miR-21 expression. In fact, PPARa interacts with AP-1 and NF-kappaB
transcription factors and thus prevents their binding to the miR-21 promoter thus decreasing
its transcription.

In conclusion, we have shown that (i) miR-21 is a key actor of renal cancer
progression and plays an important role in the resistance to chemotherapeutic drugs and (ii)

there is a negative regulatory loop between miR-21 and PPARa in cRCC.



Liste des abréviations

ABCC : ATP binding casette subfamily C

ABD : AGO binding domain

ADN : Acide désoxyribonucléique

AG : Acide Gras

AP-1 : Activator protein 1

ASO : oligonucléotide antisens

ARE : AU rich element

ARN : Acide ribonucléique

ARNi : ARN interference

ARNmM : ARN messager

ARNTr : ARN ribosomique

ARNt : ARN de transfert

CCAFU : Comité de cancérologie de I’Association francaise d’urologie
ChIP : immunoprécipitation de la chromatine
chRCC : Carcinome rénal a cellules chromophobes
cRCC : Carcinome rénal a cellules claires

CTR : Copper transporter

DBD : DNA Bindind Domain

DGCRS : DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8
ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group
EGF : Epidermal growth factor

EPO : érytropoiétine

FC : facteur de croissance

FT : facteurs de transcription

FXR1 : fragile X mental retardation related protein 1
GW182 : glycune-tryptophan repeat-containing protein of 182 kDA
HGF : Hepatocyte growth factor

HIF : Hypoxia Inducible Factor

HRE : Hypoxia Responsive Element

IFNa : Interferon alpha

IGF : Insulin growth factor

IL2 : Interleukin 2



IRM : Imagerie par résonance magnétique
ISUP : International Society of Urological Pathology
LBD : Ligand Binding Domain

LDH : Lactate déshydrogénase

LNA : locked nucleic acid

IncARN : long ARN non codant

mMiARN : microARN

MMP : métalloprotéase

MRE : miRNA Response Element

MRP : Multidrug résistance-associated protein
mTOR : mammalian Target of Rapamycin
mTORC : mammalian Target of Rapamycin complex
NF-kB : nuclear factor-kappa B

NLS : Nuclear localization sequence

OC : Oncocytome

OCT : Organic cation transporter

OUU : Obstruction urétérale unilatérale

PAZ : PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE

PD-1 : programmed death 1

PDCD4 : Programmed cell death protein 4
PDGFp : Platelet derived growth factor beta
PDK1 : Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1
PI3K : phosphoinositide 3-kinase

piARN : ARN associé a PIWI

PIP2 : phosphatidyl-inositol-diphosphate

PIP3 : phosphatidyl- inositol-triphosphate
PPARa : Peroxisome Proliferator Activated Receptor
PPRE : PPAR Response Element

pRCC : Carcinome rénal a cellules papillaires
PTEN : phosphatase and tensin homolog
RCC : Carcinome a cellules rénales

RISC : RNA-induced silencing complex

RLC : RISC loading complex

RTK : Récepteur tyrosine kinase

RXR : Retinoid X Receptor)



siARN : petit ARN intérférent

SLC : Solute carrier

snARN : petit ARN nucléolaire

SNP : Single Nucletotide Polymorphism
TDM : Tomodensitométrie

TGF : Transforming growth factor

TLDA : TagMan Low Density Arrays
TMEMA49 : Transmembrane protein 49
TNFa : Tumor necrosis factor

TNM : Tumor, Nodes, Metastasis

TNRC : Trinucleotide repeat-containing protein
TSC : Tuberous Sclerosis Complex

TSS : site d’initiation de la transcription
UTR : Untranslated Transcribed Region
VEGEF : Vascular endothelial growth factor
VHL : von Hippel-Lindau

XPOS5 : Exportine 5



Objectifs de thése

Ce travail de these s’articule autour de deux axes.

Dans un premier temps, nous avons reconfirmé les données de la littérature
concernant le réle de miR-21 dans le cRCC. Tout d’abord, in vivo, nous avons
déterminé le profil d’expression de miR-21 sur une cohorte de patients atteints de
cRCC par rapport aux tissus sains correspondants. Ensuite, in vitro, nous disposons
d’'un panel de lignées cancéreuses rénales et des outils nécessaires a la modulation
de I'expression de miR-21 (premiR-21 et LNA-anti-miR-21) permettant de déterminer
son effet sur les différentes propriétés cellulaires (migration, invasion, prolifération et
apoptose). Finalement, nous nous sommes intéressés a un éventuel réle de miR-21

dans la chimiorésistance caractéristique du cRCC.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes focalisés sur I'une des cibles
de miR-21, PPARa. L’analyse de la littérature nous a laissé penser qu’il pouvait
exister une boucle de régulation négative entre ces deux protagonistes. D’'un c6té,
PPARa inhibe les voies de signalisation AP-1 et NF-kB qui sont-elles méme
impliquées dans la régulation transcriptionnelle de miR-21. D’'un autre cété, miR-21

cible PPARa et diminue son expression.



Introduction



I Le cancer du rein

A Anatomie et fonction du rein

Les reins appartiennent a I'appareil urinaire qui comprend également la
vessie, les uretéres reliant la vessie aux reins et I'urétre reliant la vessie a I'extérieur
(Figure 1). Leur réle est important puisqu’ils servent de filtre qui séparent les déchets

circulant dans le sang et les éliminent en produisant l'urine.

—glande
surrénale
) ¢

rein rein
droit gauche
uretere

vessie
uretre

Figure 1 : Place des reins dans le systéme urinaire (www.e-cancer.fr)

L’'Homme posséde en principe deux reins, situés dans I'abdomen
immédiatement sous le diaphragme a la hauteur des deux derniéres coétes et a
proximité du dos. lls sont disposés de maniére symétrique de chaque cbté du corps ;
le rein droit se trouve en dessous et en arriére du foie et le rein gauche en dessous
et en arriere de la rate. Toutefois, un seul rein suffit pour vivre et 5% des individus
n‘en ont qu'un, le plus souvent il s’agit du rein droit. Il est protégé par plusieurs
couches tissulaires ; tout d’abord une couche de graisse appelée graisse périrénale
puis ensuite d’'une couche de tissu conjonctif appelée fascia rénal ou fascia de
Gérota. D’une longueur moyenne de 12 centimétres, d’'une hauteur de 6 centimétres
et d'une largeur de 3 centimétres, il se compose de plusieurs parties
(Figure 2), tout d’abord, la capsule qui est I'enveloppe externe protégeant le rein,
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ensuite, le parenchyme rénal comprenant le cortex périphérique et finalement la
médullaire profonde centrale. Il s’agit de la partie renfermant les néphrons qui sont
les unités structurales et fonctionnelles du rein. lls sont composés de plusieurs
parties : le glomérule, le tube proximal, le tube intermédiaire, le tube distal et le
segment d’union. Finalement les calices et le bassinet collectent I'urine produite par

les néphrons pour la déverser dans la vessie via l'urétre.

—— capsule
(RS »
. ‘ - -calices
hile /2 ? T) 1(-/
— <
,‘ ' bassinet
—— @
. A X
uretere \
parenchyme —
rénal
néphron

Figure 2 : Structure du rein (www.e-cancer.fr)

Le rein assure de nombreuses fonctions. Son réle principal est I'équilibre
hydro-électrique en éliminant les sels (sodium, potassium, calcium, etc.) et 'eau en
exces ainsi que les déchets produits par lI'organisme comme l'urée, I'acide urique ou
la créatinine. Il joue également un role de détoxification en éliminant des substances
exogénes telles que des résidus de médicament qui pourraient étre nocifs pour
'organisme. Il a finalement une fonction endocrine permettant de réguler certaines
fonctions physiologiques. Il produit ainsi I'érythropoiétine (EPO) qui stimule la
production des globules rouges dans la moelle osseuse, et la rénine qui participe au

controle de la tension artérielle.
B Les cancers du rein

Un cancer survient lorsqu'une cellule rénale normale se transforme et se
multiplie de maniére incontrélée pour donner un amas de cellules cancéreuses
appelé tumeur. La plupart des tumeurs du rein se développent a partir des cellules
du parenchyme rénal. Elles peuvent provenir de différentes parties du néphron ce qui

donnera différentes tumeurs. A I'heure actuelle, seule I'analyse histologique permet
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de différencier les différents types de tumeurs du rein lors du diagnostic de la

maladie (Figure 3).
a) Tumeurs bénignes

Dans 10% des cas, les tumeurs rénales sont bénignes. |l s’agit d’une
néoformation tissulaire trés similaire a un tissu sain et I'évolution lente restera locale.
Elles ne donneront pas de métastases et n’aboutiront pas au déces du patient. I
s’agira le plus fréequemment d’adénomes papillaires souvent retrouvés en cas
d’hypertension artérielle ou de néphroangiosclérose. Ces tumeurs sont le plus
souvent asymptomatiques mais leur coexistence fréquente avec le carcinome
papillaire peut suggérer une évolution maligne. Il peut également s’agir
d’oncocytomes (OC) qui se développent a partir des cellules des tubes collecteurs
tout comme le carcinome chromophobe. |l partage des caractéristiques

morphologiques similaires a celui-ci qui complique le diagnostic (Méjean et al. 2004).
b) Tumeurs malignes

Les cancers du rein sont des carcinomes qui se développent a partir des
tissus épithéliaux que 'on nomme carcinomes a cellules rénales (RCC). Plus d’une
trentaine de sous-type histologique de tumeurs du rein sont décrits en fonction de
leur origine mais la majorité, 70% des cas, est représentée par les carcinomes
rénaux a cellules claires (cRCC). lls proviennent des cellules du tube contourné
proximal et se caractérisent par une prolifération de cellules au cytoplasme
apparemment vide d’ou son appellation. On trouve dans ces tumeurs une activité
angiogénique importante ainsi que des foyers de polynucléaires éosinophiles. Les
tumeurs peuvent avoir plusieurs formes ; solide, papillaire ou kystique. Ce sont des
tumeurs trés agressives et de mauvais pronostic. La mutation du géne vh/ (von
Hippel-Lindau) est fréequemment retrouvée dans les cRCC ce qui en fait une tumeur
richement vascularisée. Les patients atteints de cRCC ont le plus mauvais pronostic
quel que soit le stade ou le grade (Capitanio et al. 2009). Le taux de survie a 5 ans
est de 91%, 74%, 67% et 32% pour les stades I, Il, lll et IV de la classification TNM
(voir chapitre F page 20) (Tsui et al. 2000). Ce sont ces tumeurs qui vont nous

intéresser dans notre étude.

Dans 15% des cas, on trouve les carcinomes rénaux a cellules papillaires

(pPRCC) issus des cellules du tube contourné distal. lls présentent une trisomie des

12



chromosomes 7 et 17 ainsi qu'une perte du chromosome Y. Les pRCC sont
hétérogénes avec deux sous-types présentant chacun une histologie et un pronostic
propre. Comparé au cRCC, les pRCC sont plus localisés avec un taux de pT1 plus
important (74,9% vs 62,9%) et ont un meilleur pronostic avec une survie a 5 ans de
85,1% vs 76,9% (Steffens et al. 2012). Les pRCC de type 1 sont composés de
petites cellules cubiques a cytoplasme basophile et a noyau peu nucléolé et sont en
général de bon pronostic. Tandis que les pRCC de type 2 sont composés de cellules
plutét cylindriques a cytoplasme éosinophile et a noyau nucléolé et ont un moins bon

pronostic (Sukov et al. 2012).

Dans 5% des cas, on trouve les carcinomes rénaux a cellules chromophobes
(chRCC) qui se développent a partir des cellules intercalaires du tube collecteur. La
tumeur, souvent unique, est composée des cellules a membranes cytoplasmiques
tres nettes et non optiquement vides. Des pertes des chromosomes 2, 10, 13 ,17 et
21 sont fréquemment retrouvées. Le pronostic des chRCC est plutét bon avec un
taux de survie a 5 ans de 93% et a 10 ans de 88,9% (Volpe et al. 2012).
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Figure 3 : Coupes histologiques des différents types de RC
(A) cRCC, (B) pRCC et (C) chRCC

(04 Données épidemiologiques

En 2015, en France, on estime a 13 000 le nombre de nouveaux cas de
cancer du rein. |l représente ainsi environ 3% de l'ensemble des cancers de I'adulte.
Il est situé en troisieme position des tumeurs urologiques aprés le cancer de la
prostate et le cancer de la vessie. |l touche deux fois plus les hommes que les

femmes. L'age moyen au moment du diagnostic est de 65 ans (e-cancer.fr).

Les formes familiales ne concernent qu’'un individu sur 36 000 naissances et
se caractérisent par la survenue précoce (avant 30 ans) d’une tumeur de petite taille

qui peut étre bilatérale.

13



On a observé au cours des vingt derniéres années une augmentation
constante de l'ordre de 2% de l'incidence de survenue du cancer du rein en Europe
mais également dans le monde entier. Son incidence reste généralement plus
importante dans les pays développés. Cela est d0 a des facteurs de risques tels que
le tabagisme et I'obésité qui sont de plus en plus présents mais également a une
découverte fortuite lors d’examen de routine également plus importante. Ce taux

d’incidence semble toutefois se stabiliser.

En France, 3 957 décés par cancer du rein ont été estimés en 2012 (2 651
chez les hommes et 1 306 chez les femmes). L’age de mortalité se situe entre 75 et
85 ans. Le taux de mortalité a augmenté régulierement jusque dans les années
1990, pour ensuite se stabiliser et finalement entamer une baisse pouvant
s’expliquer par une baisse du tabagisme et une maitrise des autres facteurs de

risques (www.artur-rein.org).
D Facteurs de risques

Parmi les facteurs de risque, on pointe le mode de vie et plus particulierement
le tabagisme, l'obésité et I'hypertension artérielle. |l existe d’autres facteurs de

risques suspectés dont I'implication n’est pas encore totalement prouvée.
a) Tabac

Le premier facteur de risque établi est le tabac, responsable dans 25 a 30%
des cas de la survenue de la maladie. Un homme fumeur a un risque de cancer du
rein augmenté de 50% par rapport a un non-fumeur ; pour une femme fumeuse, le
risque de cancer du rein est augmenté de 20% par rapport a une non fumeuse. Une
fois la fumée inhalée, une partie de ses composants passe dans le sang pour ensuite
étre éliminée par le systéme urinaire, en premier lieu par le rein, puis par la vessie.
Cependant, le mécanisme d’action du tabac sur la carcinogenése rénale n’est pas

encore connu (Hunt et al. 2005).
b) Obésité

Il s’agit du second facteur de risque établi. En effet, plusieurs études ont
montré un lien entre un indice de masse corporelle élevé et un risque de cancer du
rein plus important que ce soit chez 'homme ou chez la femme. 25% des cas de
cancer du rein seraient di a un excés de poids qui conduit a des perturbations

hormonales impliquées dans cette survenue accrue (Ljungberg et al. 2011).
14



c) Hypertension artérielle

L’hypertension artérielle est également présentée comme étant a l'origine de
la survenue du cancer du rein. |l existerait une relation de type dose-effet entre la
pression artérielle élevée et le cancer du rein : plus les valeurs de la pression
artérielle sont élevées plus le risque augmente et inversement si les valeurs
diminuent le risque diminue avec le temps. Les mécanismes associant hypertension

artérielle et cancer du rein sont eux aussi mal connus (Weikert et al. 2008).
d) Insuffisance rénale

Les patients atteints d’une insuffisance rénale chronique ont un risque plus
important de développer un cancer du rein. Le fait que ces patients soient traités par
dialyse durant plusieurs années fait apparaitre des kystes au niveau des reins que
'on nomme maladie kystique ou dysplasie multikystique qui augmentent le risque de

cancer du rein (Hora et al. 2008).
E Diagnostic

Le but du diagnostic est d’établir la maladie : quel est le type de cancer et quel
est son stade d’avancement ? Afin de permettre aux cliniciens d’adapter la prise en

charge du patient et de définir la stratégie thérapeutique a adopter.
a) Circonstance de découverte

Le cancer du rein reste longtemps asymptomatique. Il est dans 40% des cas
découvert de maniére fortuite lors d’'un examen médical pratiqué pour une raison
autre. Il existe toutefois des signes cliniques tels que I'hématurie, des douleurs
lombaires ou plus rarement une masse lombaire. Ces trois signes sont
caractéristiques d’'une maladie avancée et agressive (Patard et al. 2003). Le cancer
du rein peut étre également diagnostiqué suite a la découverte de métastases
(poumons, ganglions, os, foie, cerveau). En effet, au moment du diagnostic 25% des
patients sont déja a un stade avancé métastatique. Le cancer du rein peut étre
simplement découvert a la suite de symptdmes non spécifiques : amaigrissement,

fievre, sueurs nocturnes (Kim et al. 2003).

Plus rarement, dans les cas de formes familiales, le cancer du rein peut étre

découvert suite a un dépistage systématique. En effet, quand une forme héréditaire
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est suspectée, un dépistage sera réalisé chez les proches a partir d'un age fixé selon

la forme héréditaire suspectée.
b) Imagerie diagnostique
Echographie abdominale

L’échographie est une technique d’'imagerie médicale reposant sur la capacité
des tissus a rétrodiffuser les ultrasons. Elle permet de mettre en évidence une masse
solide. Il ne s’agit pas de 'examen de référence car peu sensible et peu spécifique. |l
s’agit souvent de I'examen qui permet de découvrir une tumeur du rein de maniére

fortuite.
Tomodensitométrie (TDM ou scanner)

Le scanner est 'examen de référence en I'absence de contre-indications aux
produits de contrastes iodés. Il repose sur I'absorption des rayons X par les tissus
suite a l'injection de produit de contraste. Cela permet de reconstituer des images en
2D ou en 3D des structures anatomiques. |l permet une étude détaillée, il peut
parfois distinguer la nature histologique de la tumeur rénale, rechercher des

envahissements veineux ou ganglionnaires mais également des métastases.
Imagerie par résonance magnétique (IRM)

L’IRM remplacera le scanner en cas de contre-indication (insuffisance rénale,
allergie a l'iode, grossesse). Il repose sur la résonance magnétique nucléaire des
atomes composant les tissus. Il peut également étre utilisé en complément du

scanner pour caractériser certaines tumeurs ou pour le diagnostic d’extension locale.
c) Bilan biologique

Le bilan biologique permet d'évaluer la fonction rénale et de dépister
d’éventuelles anomalies accompagnant la tumeur. Il inclut obligatoirement la
créatininémie et I'hémogramme. En cas de métastases, des examens
supplémentaires sont a réaliser afin d’évaluer les facteurs pronostiques. A I'heure

actuelle, il n’existe malheureusement pas de marqueurs sanguins du cancer du rein.
d) Biopsie

La biopsie percutanée est recommandée dans plusieurs cas (i) pour le
diagnostic histologique en cas de tumeurs difficiles a classifier, (ii) dans le cas de
tumeurs de petite taille pour déterminer la surveillance, (iii) avant un traitement ablatif

16



et (iv) avant de sélectionner la thérapie a mettre en place en cas de maladie
métastatique. Elle est réalisée sous anesthésie locale, en ambulatoire, sous scanner
ou échographe pour le guidage. La biopsie rénale a une sensibilité et une spécificité
élevée pour une morbidité minime.

Elle permettra d’effectuer un examen anatomopathologique qui permet de
confirmer le diagnostic et de déterminer les caractéristiques de la tumeur Elle
permettra également d’adapter la prise en charge thérapeutique du patient en

fonction du type de tumeur et de son avancée.
e) Bilan d’extension

Le bilan d’extension permet de déterminer si le cancer est étendu a d’autres
organes comme les poumons, le foie, les os, le cerveau ou les glandes surrénales. |l
comprend un scanner du thorax (souvent réalisé en méme temps que le scanner de
I'abdomen) pour les métastases pulmonaires, d'une scintigraphie pour les

métastases osseuses, d'un scanner ou d'une IRM pour les métastases cérébrales.

Suite au bilan diagnostic, une réunion de concertation pluridisciplinaire est

réunie afin de définir la prise en charge thérapeutique du patient.
F Pronostic

L’évaluation du pronostic du cancer du rein reste difficile mais est nécessaire
afin de prévoir I'évolution de la maladie et l'efficacité du traitement. Elle repose
essentiellement sur le stade auquel la maladie est diagnostiquée, la taille et le grade

histologique de la tumeur.
a) Classification TNM 2009

La classification TNM est la plus utilisée pour la pratique clinique et
scientifique. Elle repose sur la taille de la tumeur (T), I'atteinte des ganglions (N) au
moment de l'intervention et la présence de métastases (M) (Tableau 1). Elle permet
de différencier les formes localisées (stade | et Il), les formes localement avancées

(stade lll) et les cancers métastatiques (stade IV) (Tableau 2) (Sobin et al. 2010).
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Tableau 1 : Classification TNM 2009 des carcinomes rénaux

T - TUMEUR PRIMITIVE

X

T0

T1
T1a
T1b

T2
T2a
T2b

T3

T3a

T3b

T3c

T4

Non évaluable

Tumeur primitive non retrouvée
Tumeurs <7 cm, limitée au rein
<4cm

>4cmet<s7cm

Tumeur > 7 cm, limitée au rein
>7cmet<10cm

>10cm

Tumeur avec thrombus veineux ou infiltrant le
tissu adipeux proche sans atteinte de la
glande surrénale ou du fascia de Gérota
homolatéral

Envahissement du tissu adipeux péri-rénal
et/ou le tissu adipeux hilaire mais pas le
fascia de Gérota et/ou thrombus
macroscopique dans la VR ou dans l'une de
ses branches

Thrombus dans la veine cave inférieure sous
diaphragmatique

Thrombus dans la veine cave inférieure sus-
diaphragmatique ou infiltration de sa paroi
musculaire

Tumeur infiltrant le fascia de Gérota
et/ou envahissant par contiguité la surrénale

N - ADENOPATHIES REGIONALES

NX

NO

N1

N2

Non évaluable
Pas d’atteinte ganglionnaire métastatique
régionale

Métastase dans un seul ganglion lymphatique
régional

Métastase dans plus d'un ganglion
lymphatique régional

M - METASTASES A DISTANCE

MO
M1

Pas d’atteinte métastatique a distance

Atteinte métastatique a distance
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Tableau 2 : Détermination des stades d'avancée des RCC en fonction de
la classification TNM

Regroupement des stades TNM

Stade | T1 NO MO
Stade I T2 NO M1
Stade Il T3 NO M2
T1,T2, T3 N1 M3
Stade IV T4 Tout les N M4
Toutles T N2 M5

Toutles T Tout les N M1

b) Grade nucléaire de Fiihrman / grade nucléolaire de '|SUP

Le grade de Fuihrman est utilisé pour évaluer la malignité d’'une tumeur. Une
analyse microscopique est effectuée, par des anatomopathologistes, soit sur une
biopsie soit sur une piéce opératoire aprés néphrectomie. Elle est basée sur la taille
et les contours des nucléoles, sur l'aspect des nucléoles et sur la présence de
cellules monstrueuses. Ces éléments reflétent le degré de différenciation des cellules
présentent dans la tumeur associé a lI'avancée de la maladie. En effet, plus les
cellules semblent étre bien différenciées (similaires aux cellules rénales normales),
plus la maladie est précoce et donc de bon pronostic. A I'inverse, plus les cellules ont
un faible niveau de différenciation (semblables a des cellules embryonnaires), plus la

maladie se trouve a un stade avancé avec un pronostic péjoratif.

Ces observations histologiques vont permettre de définir 4 grades avec une
agressivité croissante et un pronostic de moins en moins bon :

— grade 1 : nucléoles ronds de petite tailles (10um), avec contour régulier, non
visibles a x400, aspect normal, bon pronostic (28% des cancers du rein)

— grade 2 : nucléoles un peu plus gros (15um), avec membranes nucléaires
légérement irréguliére, visibles a x400, pronostic intermédiaire (30%)

— grade 3: nucléoles volumineux (20um), avec membrane nucléaire
irréguliére, visibles a x100, pronostic intermédiaire (30%)

— grade 4: idem que grade 3 plus présence de cellules monstrueuses

multilobées, mauvais pronostic (10%)

Les nouvelles recommandations en onco-urologie 2016-2018 du CCAFU
(Comité de Cancérologie de I'Association Francaise d'Urologie) indiquent que

I'utilisation du grade de Fuhrman doit étre remplacée par celle du grade nucléolaire

19



de 'ISUP (International Society of Urological Pathology) sauf dans les cas de cRCC
et de pRCC (Bensalah et al. 2016). Cette classification définit également 4
grades mais repose uniquement sur le critere de la taille du noyau :

—grade 1 : nucléole peu ou pas visible au grossissement x400 (10um)

— grade 2 : nucléole visible au grossissement x400 (15um)

— grade 3 : nucléole visible au grossissement x100 (20um)

— grade 4 : pléomorphisme nucléaire et présence de cellules monstrueuses
c) Systémes pronostiques

Plusieurs systemes de pronostic sont utilisés que ce soit pour les cancers
localisés ou métastatiques. lls reposent sur la combinaison de différents facteurs :

— clinique : évaluation du degré d'autonomie et de dépendance d'un patient
par l'utilisation de I'index ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) ou de l'index
de Karnofsky, symptoémes locaux et systémiques, cachexie, délai entre le diagnostic
et le traitement.

— anatomique : classification TNM

— histologique : grade de Fuhrman/grade nucléolaire, sous-type histologique,
composante sarcomatoide et/ou rhabdoide, présence d’emboles vasculaires et
présence de nécrose tumorale

— biologique : polynucléaires neutrophiles, hémoglobine, plaquettes, LDH,
calcémie

Ces systémes vont permettre de définir des groupes de bon ou mauvais
pronostic et ainsi orienter le suivi des patients mais également de sélectionner des

patients pour des études cliniques.
G Voies moléculaires impliquées

Le cancer du rein survient a la suite d’'une série de mutations dans les cellules
du néphron qui vont conduire a un déréglement de la signalisation intracellulaire.
Pour chaque type histologique de RCC, des voies moléculaires sont impliquées dans
les étapes de la carcinogenése rénales et seront prises en compte dans le choix
thérapeutique. Dans le cadre du cRCC, deux voies présentent une importance
majeure dans la biologie du cRCC, la voie VHL/HIF/VEGF et la voie PI3K/Akt/mTOR.
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a) La voie VHL/HIF/VEGF

Le cancer du rein est une tumeur richement vascularisée et présentant des
taux de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) circulant élevés. Cela est di a
une activation constitutive de la voie VHL/HIF/VEGF dans une majorité de cRCC.
Elle permet le développement d’'une néoangiogenése tumorale par la surexpression
de facteurs proangiogéniques par les cellules tumorales, qui activeront a leur tour les
cellules endothéliales pour la formation de nouveaux vaisseaux tumoraux (Edeline et
al. 2010).

L’inactivation du géne vhl, soit par mutations somatiques soit par
hyperméthylation du promoteur, est retrouvée dans 70% des cRCC et n’est pas
retrouvée dans les autres types de RCC (Gnarra et al. 1994). Le géne vhl code pour
la protéine pVHL dont le réle principal est la régulation du facteur HIF (Hypoxia
Inducible Factor) (Figure 4). HIF est un facteur de transcription existant sous deux
formes, HIF1 et HIF2, et composé de deux sous-unités, a et B, qui contrdle
notamment I'expression des génes de survie et de réponse au stress hypoxique

dans les cellules.
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Figure 4 : La voie VHL/HIF/VEGF (Edeline et al. 2010)

En présence d’oxygéne, I'hydroxylation de HIF par la prolylhydroxylase (PHD) va
permettre sa polyubiquitinylation par le complexe multiprotéique formé autour de
pVHL (Rbx, Culin2, Elongin B et C, et Nedd8) et conduire a sa dégradation par le
protéasome. En absence d’oxygene ou d’inactivation de VHL, HIFa va se lier a HIFf3
dans le noyau et entrainer la surexpression de nombreux genes liés a I'hypoxie en
interagissant avec les domaines HRE (Hypoxia Responsive Element) contenus dans
les promoteurs de ces genes cibles.

En condition normoxique, la sous-unité a, qui est constitutivement exprimée,

va étre hydroxylée par la prolylhydroxylase puis reconnue par la protéine pVHL ce
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qui va conduire au recrutement d’'un complexe multiprotéique (Rbx, Culin2, Elongin B
et C et NEDDS8) induisant sa poly-ubiquitinylation qui entraine a son tour sa
dégradation par le protéasome. En condition hypoxique ou en cas d’inactivation de
vhl, HIFa va pouvoir s’hétérodimeriser avec la sous-unité 3 et jouer son rble de
facteur de transcription en allant se fixer sur ses genes cibles présentant des

éléments de réponses a I'’hypoxie (HRE) (Kondo et Kaelin, 2001).

Les génes activés par HIF sont nombreux et présentent des fonctions trés
variées : l'angiogenése (via VEGF et PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)), le
métabolisme cellulaire au niveau du transporteur au glucose (GLUT1), la prolifération
cellulaire (avec I'implication du TGFa (Transforming Growth Factor)), la régulation de
I'érythropoiése (EPO). Ces facteurs, conduisent en situation physiologique, a faciliter
la survie cellulaire en condition d'hypoxie, et en situation pathologique a stimuler la

croissance tumorale et a stopper I'entrée des cellules en apoptose.

L’inactivation du géne vhl permettant I'activation de la voie VHL/HIF/VEGF est
un événement primordial dans la carcinogenése rénale. La surexpression des
facteurs qui s’ensuit permet a la tumeur de croitre, de proliférer, et lui confére un

pouvoir métastatique. Cela fait de cette voie une cible thérapeutique majeure.
b) La voie PISK/Akt/mTOR

La voie PISK/Akt/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire souvent
dérégulée dans les cancers. Les protéines la constituant sont pour la plupart des
genes suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogénes pouvant étre mutés,

délétés ou surexprimés et favorisant alors le développement tumoral.

La voie PI3K/AKUmTOR est activée suite a la fixation d'un facteur de
croissance (EGF, IGF, HGF) sur son récepteur tyrosine kinase (RTK) ce qui va
enclencher une cascade de phosphorylation : la PI3Kinase (PI3K), activée par le
RTK, phosphoryle le phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) en phosphatidyl-
inositol-triphosphate (PIP3) qui active PDK1 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1), qui
active ensuite Akt qui finalement active mTOR (mammalian target of rapamycin) en
inhibant TSC (Tuberous Sclerosis Complex) (Figure 5).

mTOR est principalement activé par la voie PI3K/Akt mais peut également
I'étre par la voie des MAPKinases via ERK. mTOR est une kinase qui peut former

deux complexes multiprotéiques :
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- mTORCH1, en association avec Raptor, va conduire a la surexpression et a la

stabilisation d’HIF1a et contribuer a la néoangiogenése.

- mTORC2, en association avec Rictor, va phosphoryler les facteurs p70S6K
et 4E-BP1, dont les substrats sont respectivement la protéine ribosomale p70S6 et le
facteur d’initiation de la traduction elF4E, et ainsi stimuler I'initiation de la traduction
de protéines impliquées dans la prolifération (Cycline D1, c-myc).

En situation physiologique, la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin
homolog) régule cette voie en s’opposant a la PI3K par déphosphorylation de PIP3
en PIP2 ce qui inhibe Akt. En situation cancéreuse, la voie PI3K/Akt/mTOR peut étre
altérée a de nombreux niveaux: (i) perte de fonction de PTEN par mutation, (ii)
activation constitutive des RTK par surexpression ou par mutation ou (iii) mutation de
PI3K et Akt. Toutefois, aucune mutation de mTOR n’est pour le moment connue ce

qui en fait une cible thérapeutique intéressante (Dreyer et al. 2009).
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Figure 5 : La voie PI3BK/AKT/mTOR (Edeline et al. 2010)

Apres fixation d’un facteur de croissance (FC) sur son récepteur, la PI3K activée
phosphoryle le PIP2 en PIP3. Le PIP3 active PDK1, qui active ensuite Akt qui
finalement active mTOR en inhibant TSC. mTOR régule des facteurs qui contrélent
des protéines-clés dans la traduction : d’une part, mTOR inhibe les protéines 4E-BP
qui lient et inhibent le facteur initiateur de la traduction elF4E, et d’autre part, mTOR
active la p70S6K qui active la protéine ribosomale p70S6. Finalement, nous avons
une stimulation de la traduction de protéines liées a la survie cellulaire via TORC1 et
une augmentation de I'expression d’HIFa via TORC2.
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H Traitement
a) Chirurgie

Malgré les récentes avancées dans le traitement du RCC, la thérapie de
référence, que ce soit a un stade local ou avancé, reste I'exérése chirurgicale. Dans
le cas des tumeurs localisées, la néphrectomie partielle est privilégiée a la
néphrectomie totale si celle-ci est techniquement possible. Elle permet ainsi de
préserver une fonction rénale et donc d’améliorer la survie du patient (Scosyrev et al.
2013). D’autres techniques dites thermo-ablatives existent, la radiofréquence et la
cryothérapie sont celles utilisées actuellement tandis que d’autres sont en cours
d’évaluation (micro-ondes, laser, ultrasons, radiothérapie). Ces techniques sont
recommandées chez les patients, avec une tumeur de petite taille, qui ne sont pas
de bon candidat pour la chirurgie a cause d’un risque de morbidité important

notamment d( a un age avancé (Ljungberg et al. 2015).

Dans le cas des tumeurs localement avancées c’est a dire qu’elles ne sont ni
intracapsulaires (pT1, pT2) ni métastatiques (M1), une néphrectomie totale est
recommandée avec possibilité de curage ganglionnaire. Dans le cas des tumeurs
meétastatiques, une néphrectomie cyto-reductrice pourra étre réalisée chez les
patients de bon pronostic ou de pronostic intermédiaire avant un traitement médical
(Zini et al. 2008).

En cas de métastases, une chirurgie peut également étre proposée afin
d’améliorer la survie des patients. Concernant les métastases pulmonaires,
hépatiques et pancréatiques, la métastasectomie totale améliore la survie globale
(Alt et al. 2011). En cas de métastases osseuses ou cérébrales, I'exérése
chirurgicale peut également permettre d’améliorer la survie globale mais de maniere
moins importante (Fuchs et al. 2005 ; Shuch et al. 2008).

b) Chimiothérapies classiques

Les chimiothérapies cytotoxiques classiques ainsi que ’hormonothérapie et la
radiothérapie n’ont pas montré d’efficacité dans le traitement du can