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Résumé

INTRODUCTION : La population des greffés rénaux présente un risque accru de tumeurs
solides et notamment de tumeurs sur leurs reins propres par rapport a la population générale.
Le VEGF est un facteur connu intervenant dans 1’angiogenése tumorale. L’objectif de 1’étude
¢tait d’étudier le polymorphisme du VEGF comme un facteur pronostic de survenue d’un

cancer du rein apreés transplantation rénale.

MATERIEL ET METHODES : Entre 1985 et 2011, 1619 transplantations rénales ont été
effectuées dans notre centre. Parmi ces patients, 16 cas de tumeurs rénales sur reins propres
ont été diagnostiqués. Ils ont été appariés a 55 temoins sur I’dge, le sexe, I’année de
transplantation, le traitement immunosuppresseur et la durée de suivi. Le polymorphisme du
VEGF a été déterminé par une technique validée de biologie moléculaire sur du sérum pour 5
polymorphismes du gene codant le VEGF : - 2549, - 1154, - 460, + 405 et + 936 et a été

comparé entre les deux groupes.

RESULTATS : Les deux groupes étaient comparables en ce qui concerne la durée de dialyse
ou la présence d’une polykystose rénale. Le groupe cancer était constitué de 44% de
carcinomes a cellules claires et 56% de tubulo-papillaires. L’analyse d’association allélique et
génotypique n’a pas retrouvé de différence significative. De méme, un modéle de régression
logistique conditionnelle sur les génotypes n’a pas retrouvé de différence significative entre
un certain polymorphisme et le risque de survenue de cancer du rein. Une estimation des

haplotypes a été faite et il n’y avait pas de différences entre les cas et les témoins.



CONCLUSION : Dans cette étude, le polymorphisme du VEGF n’est pas associé a la
survenue d’un cancer du rein apres transplantation rénale. Une étude sur un échantillon plus

important et de maniére multicentrique est nécessaire afin de confirmer cette hypothése.

Mots-clés : Cancer rénal, polymorphisme du VEGF, transplantation rénale



Comparative study of VEGF polymorphism in patients with renal cancer in
renal transplantation population

Résumé en anglais

INTRODUCTION: The renal transplant population has an increased risk of solid tumors
including kidney tumors compared to the general population. VEGF is a known factor
involved in tumor angiogenesis. The objective of the study was to investigate the
polymorphism of VEGF as a prognostic factor for the occurrence of kidney cancer after renal

transplantation.

MATERIALS AND METHODS: Between 1985 and 2011, 1619 Kidney transplants were
performed at our center. Of these patients, 16 cases of renal tumors were diagnosed. They
were matched to 55 controls on age, sex, year of transplantation, immunosuppressive therapy
and the duration of follow-up. VEGF polymorphism was determined by a validated molecular
biology serum for 5 polymorphisms of the gene encoding VEGF: -2549, -1154, -460, +405

and +936 and was compared between the two groups.

RESULTS: Both groups were comparable with regard to the duration of dialysis and the
presence of polycystic kidney disease. The cancer group consisted of 44% of clear cell renal
carcinomas and 56% of tubulo-papillary carcinomas. The analysis of genotypic and allelic
association was not found significant difference. Similarly, a logistic conditional regression
model on genotypes did not find a significant difference between a polymorphism and the
risk of developing kidney cancer. An estimate of haplotypes was made and there were no

differences between cases and controls.



CONCLUSION: In this study, the VEGF polymorphism is not associated with the occurrence
of kidney cancer after renal transplantation. A study on a larger sample and in several centers

is needed to confirm this hypothesis.

Key-words: Renal cancer, VEGF polymorphism, renal transplantation
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l. INTRODUCTION

a. Préambule : contexte genéral

La transplantation est une thérapeutique efficace d’amélioration de la qualité de vie
chez des malades atteints d’insuffisance rénale terminale. En 2010, 4708 transplantations
d’organes ont été réalisées en France dont 2892 greffes rénales.

Des progres substantiels ont été accomplis au cours des vingt derniéres années dans la
prévention du rejet aigu de greffe rénale survenant actuellement chez environ 10 a 15% des
patients. Ces progrés ont été principalement obtenus grace a de meilleures stratégies
thérapeutiques (nouveaux immunosuppresseurs, amélioration de la prise en charge des
donneurs et des receveurs, machines de perfusion). Cependant I’immunosuppression au long
cours pose le probleme d’effets secondaires tels que 1’augmentation du risque de survenue de

cancers.

b. Problématique des cancers chez les transplantés rénaux

Le cancer du rein est le 3°™ cancer urologique le plus fréquent, aprés la prostate et la vessie.
La majorité des cancers du rein sont sporadiques. Dans certaines populations, le risque de
survenue de cancer rénal est augmenté a cause de prédispositions génétiques, telles que la
maladie de Von Hippel-Lindau (VHL), les carcinomes héréditaires tubulo-papillaires ou la
sclérose tubéreuse de Bourneville®. Le développement de cancers chez les transplantés a été
¢tudié dans de nombreuses études épidémiologiques. L’incidence des cancers sur les reins
natifs est estimée entre 10 a 100 fois supérieure chez les transplantés par rapport a la

population générale®>.
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La polykystose rénale acquise, qui est fréquemment associée a 1’insuffisance rénale terminale,
a été rapportée comme un facteur prédisposant au risque de cancer rénal®. Cependant les
données de la littérature sont limitées a des petites séries de patients, non comparatives chez
les patients dialysés et transplantés rénaux>®. De la méme facon, le temps passé en
hémodialyse avant la transplantation est un facteur de risque reconnu de survenue de cancer
sur les reins natifs mais reste débattu en ce qui concerne les tumeurs sur le greffon”®. Stewart
a ainsi montré un risque multiplié par 3,6 chez les dialysés comparativement a la population
générale®.

La nécessité d’une immunosuppression au long cours chez les transplantés provoque un
certain nombre d’effets indésirables comme des maladies cardio-vasculaires, des infections
opportunistes et des cancers solides ou hématologiques. Cependant il a été observé que tous
les immunosuppresseurs n’avaient pas la méme action sur le développement des tumeurs.
Certains ont un effet délétére alors que d’autres auraient un effet protecteur. Hojo et al. *° ont
montré une tendance a 1’augmentation de tumeurs chez les patients recevant un traitement
d’induction par gobuline anti-thymocytaire (ATG) par rapport aux autres. La cyclosporine a
été associée a un risque de progression du cancer dans des études in vitro'*. De la méme
facon, une incidence plus importante des cancers apres transplantation a été observée chez
des patients recevant une posologie standard de cyclosporine, comparé a ceux traités par un
dosage moins important'?. A I'opposé, les inhibiteurs de mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibent la croissance tumorale avec un risque réduit significatif du développement
de cancers aprés transplantation™***. Trés récemment, Euvrard a montré que le sirolimus avait
un effet anti-tumoral sur le développement secondaire de tumeurs cutanées chez les

transplantés rénaux *°.
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c. Le VEGF : un facteur d’angiogencse

Le Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) a été identifié en 1989 comme étant le
facteur angiogénique majeur et spécifique des cellules endothéliales (Figure 1). La famille des
VEGF comprend six membres, que sont le VEGF-A, le PIGF, le VEGF-B, le VEGF-C, le
VEGF-D et le VEGF-F. Ce sont des glycoprotéines homodimériques qui jouent un role
critique dans la vasculogenese, la lymphangiogenése et I’angiogenese au cours du
développement embryonnaire °.

Les membres de cette famille se retrouvent autour d’une structure commune, caractérisée par
huit résidus cysteines espaces par un domaine VEGF homologue. Ils se distinguent par leurs
propriétés biologiques et physiologiques, ainsi que leurs affinités aux récepteurs VEGFRL,
VEGFR2 et VEGFR3. Le VEGF-A (VEGF) est un facteur de croissance majeur intervenant
dans les processus de la vasculogenése et de ’angiogenése. Chez I’homme, le géne VEGF-A
est localisé sur le chromosome 6 (6p21.3) et il est constitué¢ de 8 exons. L’expression de ce
gene conduit a la synthése de neuf isoformes dont la taille varie entre 121 et 206 acides
aminés (AA). Cependant, la plupart des cellules expriment préférentiellement les isoformes
de 121, 165 et 189 AA ; le VEGF-165 en est I’isoforme majoritaire. Le VEGF-B joue un réle
dans la vascularisation de la musculature striée et dans le développement de la moelle
cependant il ne semble pas indispensable a I’angiogenése chez Iadulte’’. Le VEGF-C
intervient essentiellement dans la lymphangiogenése®™®. Le VEGF-D, le VEGF-E et le PIGF
ont été découvert plus récemment et sont moins connus.

Les récepteurs au VEGF ont initialement été découverts a la surface des cellules endothéliales
vasculaires. Le VEGF se lie a deux récepteurs tyrosine kinase, VEGFR1 et VEGFR2.

Ces récepteurs possedent sept domaines immunoglobulines like extracellulaires, une région

transmembranaire et une séquence tyrosine kinase *.
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Le VEGFR3 est un membre de la famille de ces récepteurs, il ne lie pas le VEGF, mais fixe le
VEGF-C et D. A c6té de ces récepteurs, le VEGF interagit avec une autre famille de
récepteurs, les neuropilines. Le VEGFRL1 est exprimé a la surface des cellules endothéliales et
son expression est activée au cours de 1’angiogenése, ainsi qu’en réponse a I’hypoxie sous le
controle du facteur de transcription HIF-1 *°.

Le VEGFR2 est considéré comme le médiateur principal des effets mitogénes et
angiogéniques du VEGF. Son importance est illustrée par le Knock-out (KO) de son gene
chez la souris, qui conduit a une létalit¢ embryonnaire précoce, associée a un défaut de
vasculogenése, et une incapacité tant a developper des ilots sanguins qu’a organiser un réseau
vasculaire %,

Chez I’individu adulte, le VEGF est impliqué dans de nombreux processus tels que la
cicatrisation, la grossesse, la croissance squelettique et dans 1’angiogengse ovarienne.
L’angiogenése est impliquée dans la croissance folliculaire et le développement du corps
jaune sous le contrdle de facteurs hormonaux.

Dans les tumeurs rénales a cellules claires, 1’augmentation du VEGF est expliquée par la
dysrégulation de I’Hypoxia-Induced Factor-1a (HIF-1a) suite a la perte de la protéine Von
Hippel-Lindau (VHL) dans un contexte d’environnement hypoxique (Figure 1). Les grosses
tumeurs ont une suppléance sanguine inadéquate et exacerbent I’hypoxie provoquant
I’augmentation de ’expression du VEGF. Des concentrations élevées de VEGF sont corrélées
avec une inactivation du géne VHL 2!, Une augmentation de la production de VEGF a été
observée chez des patients porteurs de tumeurs rénales avec des altérations du gene VHL et
pour des grades tumoraux avancés 2. La liaison du VEGF sur son récepteur provoque
I’activation de multiples voies en aval et au final résulte en la survie des cellules
endothéliales, la mitogenése, la migration, la différenciation, la perméabilité vasculaire et la

mobilisation des progéniteurs endothéliaux dans la moelle osseuse %*.
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Figure 1. Marqueurs et voies de signalisation dans le cancer rénal d’aprés Sun M

AKT/PKB = akt/protein kinase B (gene); CAIX = carbonic anhydrase 1X; EGF = endothelial growth factor;
ERK = extracellular signal-regulated kinase; GF = growth factor; GFR = growth factor receptor; HIF = hypoxia-
induced factor; MEK = methyl ethyl ketone; MMP =matrix metalloproteinase; mTOR =mammalian target of
rapamycin; PDGF = platelet-derived growth factor; PDGFR = platelet-derived growth factor receptor; PTEN =
phosphatase and tensin homolog; VEGF = vascular endothelial growth factor; VEGFR = vascular endothelial
growth factor receptor; VHL = Von Hippel-Lindau.
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L’angiogenese nécessite un équilibre rigoureux entre signaux pro- et anti-angiogéniques. Une
dérégulation de cette balance peut entrainer un excés ou, au contraire, un défaut de
vascularisation et ainsi favoriser le développement de nombreuses pathologies. Dans les cas
d’exces d’angiogenese, le VEGF est impliqué dans de nombreuses maladies inflammatoires,
dans les rétinopathies, et dans le cancer du fait de sa capacité a stimuler la néovascularisation
des tumeurs. Comme le VEGF-A cible spécifiquement les cellules endothéliales, I’inhibition

de ce facteur constitue un traitement anticancéreux en pleine expansion. Plusieurs stratégies
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anti-angiogéniques ont été développées parmi lesquelles, 1'utilisation d’anticorps dirigés
contre le VEGF. Le bevacizumab est un anticorps monoclonal humanisé et recombinant qui
cible spécifiquement le VEGF. Il se lie avec une haute affinité a toutes les isoformes du
VEGF et neutralise ’action de celui-ci en bloquant de fagon stérique sa liaison a ses
récepteurs FLT1 (VEGFR1) et KDR (VEGFR2) %. De nombreuses autres molécules ont été
développées et ciblent soit en amont des facteurs tels que HIF-1a (temsirolimus, everolimus),

soit en aval les récepteurs du VEGF (sunitinib, sorafenib, pazopanib) (Figure 2).

Figure 2. Le chemin de transduction du signal du VEGF et ses inhibiteurs d’aprés Waalkes S. %
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d. Les polymorphismes du VEGF

Une mutation correspond a une modification soudaine et transmissible de la séquence
d’ADN. Par exemple, le changement d’une base par une autre ou encore l’ajout ou la
suppression d’une base. Des mutations seraient responsables de I’apparition de certaines
maladies. En génétique, on étudie des marqueurs qui sont des polymorphismes dont la
fonction n’est pas nécessairement connue, mais dont on connait la position exacte sur le
génome. Un type de marqueurs couramment utilisé est le polymorphisme de nucléotide
simple (SNP) qui résulte de la modification d’un seul nucléotide.

Le gene du VEGF est situé sur le chromosome 6p21.3 et contiens 8 exons, separés par 7
introns. Une trentaine de SNP ont été décrits pour ce géne ; plusieurs d’entre eux peuvent
affecter I’expression de celui-ci. Parmi ces SNP, il y a 5 SNP (-2549 1/D, -1154 G/A, -460
T/C dans la région promotrice du VEGF, +405 G/C dans la région non transcrite 5’ et +936
CIT dans la région non transcrite 3°) qui sont liés & la synthése de la protéine du VEGF "% et
qui sont particulierement impliqués dans 1’angiogenése tumorale. En outre, ces SNP ont été
décrits comme des facteurs de risque ou des facteurs pronostiques de plusieurs types de
cancers, incluant le cancer du sein, du poumon, de la prostate, de I’cesophage, du mélanome,

o - : : : \en31-34
ainsi que d’autres pathologies, sur une base présumée d’angiogenese™ .

Ainsi en 2010 Bruyeére et al. *

ont comparé 51 patients porteurs d’une tumeur rénale a 202
patients témoins et a montré que ces polymorphismes du VEGF constituaient un facteur de
risque de cancer du rein.

L’équilibre de Hardy—Weinberg est un principe fondamental en génétique des populations qui

soutient que les fréguences génotypiques a un locus donné demeurent constantes de

génération en génération si les cing conditions suivantes sont respectées :

22



o la population est de grande taille
e iln’yapas de sélection naturelle
e iln’y a pas de mutation
e il n’y a pas de migration, c’est-a-dire qu’aucune copie allélique n’est apportée de
I’extérieur
e les unions sont aléatoires, le choix d’un partenaire ne dépend pas de son génotype.
Avant toute chose, il est nécessaire de vérifier du postulat d’équilibre de Hardy-Weinberg lors

d’une étude de polymorphisme.

Le deséquilibre de liaison (DL) référe a I’association non aléatoire entre les alleles de deux ou
plusieurs loci. Plus deux loci sont situés proches 1'un de 1’autre, moins leurs all¢les ont de
chances d’étre transmis de fagon indépendante. On dit alors qu’ils sont en DL. Des loci trés
prés I’'un de I’autre seront en plus fort DL que des loci plus éloignes. Ce concept est tres utile
pour la recherche en génétique. En effet, une association entre un marqueur et une maladie
suggere la présence d’un DL entre les deux. On présume alors que le marqueur est a
proximité du locus de la maladie, ce qui peut faciliter I’identification du géne. Par
conséquent, en plus de I’analyse des alléles et des génotypes, il est particulierement

intéressant d’étudier les haplotypes dans ce genre d’étude des polymorphismes.

e. Objectif de I’étude

Notre travail a consisté a déterminer si le polymorphisme du VEGF pouvait étre un facteur

pronostique de survenue de cancer des reins natifs dans la population des transplantés rénaux.
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1. PATIENTS ET METHODE

a. Population et appariement

Entre 1985 et 2011, 1619 transplantations rénales ont été effectuées au CHU de Tours. Nous
avons recenseé grace aux données du dossier médical informatisé les cas de tumeurs rénales
sur reins natifs en recoupant les mots-clés « porteur d’un greffon rénal » et « tumeur rénale »,
en excluant les tumeurs du greffon. Chaque cas a été apparié¢ a 4 témoins afin d’obtenir la
meilleure légitimité pour les résultats statistiques, sur les critéres suivants :

- Sexe

- Age +/- bans

- Année de transplantation +/- 3 ans

- Traitement immunosuppresseur

- Durée de suivi : identique ou supérieure pour les témoins

Les témoins étaient exclus en cas d’antécédents de tumeurs solides ou d’hémopathies
malignes.

Tous les patients ont donné leur consentement par écrit pour une étude génétique sur serum
aprés une information spécifique. Aprés consultation du Comité de Protection des Personnes
(CPP) se prétant a la recherche clinique, il s’est avéré que cette étude ne nécessitait pas leur

autorisation. Les informations recueillies ont été anonymisées.

b. Transplantation rénale et suivi

La technique chirurgicale de transplantation rénale est bien standardisée. Il s’agit d’une
transplantation en fosse iliaque (préférentiellement a droite, mais parfois a gauche en cas de
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seconde transplantation ou de pathologie des vaisseaux iliaques) avec des anastomoses
artérielles et veineuses termino-latérales sur les vaisseaux iliaques externes. L’anastomose
urinaire est faite selon la technique de Lich-Gregoir *°, protégée par une sonde double J. Un
drainage externe au contact des anastomoses vasculaires et urinaires est assuré par 2 drains de
Redons. Ceux-ci sont retirés lorsqu’ils ne sont plus productifs. Une sonde vésicale est laissée
en place pendant 5 jours. Une consultation post-opératoire de controle est effectuée a J21, au

cours de laquelle la sonde double J est retirée.

c. Classification des tumeurs

Le stade tumoral a été déterminé selon la classification Tumor Node Metastasis (TNM) de
2009 *'. Les sous-types histologiques ont été déterminés selon la classification de 2004 de la
World Health Organisation (WHO) . Enfin les tumeurs ont été gradées selon le grade de
Fuhrman, par les anatomopathologistes de notre centre, permettant de classer la tumeur en 4

grades, ayant des valeurs pronostiques différentes *.

d. Evaluation du terrain

La décision thérapeutique en cancérologie repose sur une évaluation rigoureuse du patient et
de ses différentes comorbidités. Plusieurs scores ont été décrits a cet effet. Nous avons utilisé
pour ce travail le score publié par 1’Eastern Cooperative Oncology Group en 1982 “. I est
encore également appelé performance status OMS et décrit la restriction des activités

physiques du patient, pouvant conduire a son alitement.
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e. Biologie moléculaire

1. Extraction ADN

Cette premiére partie s’est effectuée au sein du laboratoire de recherche EA 4245 « Cellules
dendritiques, immunomodulation et greffes » du Pr Lebranchu, dans lequel les échantillons
sont conservés, avec l’aide d’une doctorante, Catherine Forconi. Tous les patients
transplantés ont été prélevés apres leur consentement écrit, avant la transplantation et les
tubes de sérum ont été conservés au congélateur a -20°C. L’extraction d’ADN a été effectuée
et les échantillons ont tous éte étalonnés a 20 ng/pL grace au calcul de la concentration et de

la pureté de chaque échantillon au Nanodrop (Nanodrop 2000c, Thermoscientific).

2. Principes et présentation

La méthode de détermination du polymorphisme -2549 était une PCR suivie directement
d’une ¢lectrophorése permettant de définir la présence ou I’absence de [I’insertion.
L’amplicon était constitué de 230 (alléle 1) ou 212 (allele D) paires de bases (pb).

Concernant le polymorphisme +936, les amorces publiées préalablement %’ ont été réduites.
Une PCR a ensuite été effectuée, suivie d’une digestion enzymatique et d’une électrophorése
permettant en présence de témoins, de définir la présence ou I’absence du site de restriction,
affecté par la substitution nucléotidique.

Le polymorphisme -1154 a été testé en utilisant dans une PCR en duplex les amorces alléle
spécifique publiées ** a I’exception d’une qui a été artificiellement rallongée. L’amplicon était

ainsi constitué¢ de 130pb pour I’alléle A et de 152pb pour Iallele G.
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Pour les polymorphismes -460 et +405, une PCR a été faite, suivie d’une digestion

enzymatique et d’une électrophorése permettant en présence de témoins, de définir la

présence ou I’absence du site de restriction affecté par la substitution nucléotidique.

L’ensemble des données concernant la séquence du polymorphisme, la fréquence des alléles,

les amorces utilisées, la température d’hybridation, les enzymes de restriction utilisées et la

taille des fragments d’ADN est résumée dans le tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiques des paires d’amorces, des conditions de réaction utilisées pour la technique de

RFLP ainsi que les fréquences alléliques pour chacun des 5 polymorphismes

Fréq allele Taille Enzyme Taille
Position S;alq dans la Amorces arr;pr)lllc h g—rigaﬁ de Alleles  fragments
poly populat® (pb) ¥ restrict® ADN (pb)
-2549 D—I 055 0,45 S5-GCTGAGAGTGGGGCT GACTAGGTA-3’ 212/ 65°C / D 212
rs35569394 230
AS5’-GTTTCTGACCTGGCT ATTTCCAGG-3’ | 230
-1154 G—A 0,67 0,37 S5SACTGAGCGTCCGCAGAGCTCGTGCCCG 152/ 64°C / G 152
rs1570360 AGCCGCGTATGGTG-3’ 130
AS5’-CCCCGCTACCAGCCGACCT-3’ A 130
-460 C—»T 053 047 S5’-TGTGCGTGTGGGGTTGAGCG-3’ 175 64°C BstUI C 153
rs833061
AS5’-TACGTGCGGACAGGGCCTGA-3’ T 21
+405 G—-C 0,71 0,29 S5’-ATTTATTTTTGCTTGCCATT-3’ 304 58°C BsmFlI G 204
rs2010963
AS5’-GTCTGTCTGTCTGTCCGTCA-3’ C 98
+936 C—->T 084 0,16 S5’-GAGGAGACTCTGCGCAGAGC-3 192 62°C Nlalll C 192
rs3025039
AS5’-TATGTGGGTGGGTGTGTCTACAGG -3’ T 112 : 76
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3. Etape de Polymerase Chain Reaction (PCR)

Cette deuxieme étape a été effectuée au sein du laboratoire d’immunologie clinique du Pr

Hervé Watier du CHU de Tours, avec 1’aide de Marie-Noélle Marson et Marc Ohresser, qui

ont validé cette technique en 2006.

Nous avons préparé dans un microtube de 0,5mL, maintenu dans la glace, la quantité

suffisante de mélange réactionnel pour n échantillons a analyser ainsi que le controle négatif,

sur le mode suivant (Tableau 2). Nous avons rajouté 1 pL d’ADN pour chaque échantillon.

Les tubes ont ensuite été placés dans le thermocycleur « Mycycler » BIO-RAD, selon une

procédure de démarrage a chaud. Le démarrage a chaud évite une hybridation précoce et

spécifique susceptible de générer un bruit de fond au signal spécifique d’amplification.

Tableau 2. Caractéristiques du mélange réactionnel de PCR

Volume
REACTIFS Concentrations ou (uL)
INVITROGEN guantités finales par
échantillon
H,O ultra pure 12,04
Tampon (10X) 1X 2
MgCI2 (50mM) 2mM 0,8
dNTP (5mM chaque) 0,25mM 1
AmorceVEGEF-S (5uM) 0,5uM 2
Amorce VEGF-AS (5uM) 0,5uM 2
Taq polymérase (5U/uL) 0,5U 0,16
VOLUME TOTAL (uL) 20

La réaction d’amplification comporte le schéma suivant qui est pré-enregistré dans le

thermocycleur (Tableau 3).
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Tableau 3. Températures de PCR

Temps 5 min 1 min 1 min 20 sec 5 min 00
T°C 94°C 94°C T°c 72°C 72°C 4°C
hybridation
x 35 CYCLES

4. Digestion enzymatique des produits amplifies

L’ADN amplifié a été ensuite ajouté a de 1’eau ultrapure, du NE Buffer 4 10X, du BSA 10X
et a ’enzyme de restriction, différente selon le polymorphisme. Le témoin a été ajouté au

méme mélange sauf I’enzyme de restriction. L’ensemble a été mis a incuber a 1’étuve (Jouan)

a 37°C pendant 12 heures.

5. Migration électrophorétique

Celle-ci a commencé par la fabrication d’un gel de polyacrylamide a 8%.

Le dépbt du mélange de 10uL d’échantillons + 3uL de Bleu de Bromophénol 6X et le dépdt
d’un marqueur de taille (0,5uL de pBR322/Haelll a 250pg/mL + de 1’eau pour qu’au moins
la moitié du volume maximum du puits soit atteint) ont été effectués dans les puits du gel.

La cuve a été branchée sur le générateur et programmée pour que la migration dure 45 min a

120V (Figure 3).
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Figure 3. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Sens de migrationde 'ADN
dansungel de
polyacrylamide a 8%

Migrationa 120 V 45 minutes

Le gel a été ensuite placé sur un plateau de coloration, recouvert d’environ 100 ml de
solution de bromure d’éthidium (1pg/mL) et agité sur ’agitateur a plateau pendant 10 min
environ.

L’ADN du gel a été visualisé sur une plaque a UV et des photos ont été prises pour I’analyse

(Figure 4).
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Figure 4. Comparaison entre la cuve d’électrophoréese apres migration et la révélation photographique sous UV

Migration

1 1

1fragment  3fragments Témoins -

Marqueurde taille

f. Statistiques

Les caractéristiques de chaque groupe ont été comparées grace aux tests du Chi 2 ou de
Student, et le test exact de Fisher et de Wilcoxon pour les données non paramétrigues.

Les fréquences attendues des génotypes selon 1’équilibre de Hardy-Weinberg ont été établies
grace au logiciel GENEPOP (Genepop 4.1.3) *. L’estimation des haplotypes a été effectuée
grace au logiciel PHASE (version 2.1) %.

Pour comparer la distribution des polymorphismes du VEGF dans les groupes cancer et
témoin, nous avons estimé les paramétres d’un modeéle de régression logistique conditionnelle
avec comme variable a expliquer le cancer, comme variable explicative le génotype du VEGF
et comme strate le cluster (appariement des témoins a chaque cas). Le logiciel RStudio

0.95.265 a été utilisé (logiciel libre distribué selon les termes de la licence GNU GPL).
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1. RESULTATS

a. Groupes étudiés

1619 transplantations rénales ont été effectuées au CHU de Tours entre 1985 et 2011. Nous
avons recensé dans cette population 16 cas de tumeur rénale sur les reins natifs (groupe
cancer). Ces patients ont été appariés a 2 a 4 témoins en fonction des possibilités
d’appariement (groupe témoin). En effet, le faible nombre de transplantations effectué a la fin
des années 80 ne nous a pas permis d’apparier chaque cas avec 4 témoins.

Les caractéristiques de chaque groupe sont données dans le tableau 4.

Tableau 4. Caractéristiques des patients

Groupe cancer  Groupe témoin p
N =16 N =55
Hommes/femmes (%) 87,5/12,5 87,3/12,7 0,98
Age moyen a la greffe (année + Déviation standard 50,3+ 14 48,3+ 12,6 0,58
DS
(Durzé)e moy dialyse avant transplantation (mois + DS) 21,9+18,2 25,5+ 28,7 0,63
Age moyen donneur (année + DS) 51,5+12,6 47,7 +£12,6 0,29
Durée moy de suivi depuis transplantation (année * 15,35+5,8 155+5,5 0,92
DS)
Traitement par immunosuppresseurs (Nombre/%)
- Ciclosporine 10 (62,5) 47 (85,4) 0,004
- Sérum Anti-Lymphocytaire 11 (68,7) 44 (80) 0,34
- Inhibiteurs mTOR 1(6,2) 2 (3,6) 0,64
Maladie initiale (Nombre/%)
- Néphropathie sauf polykystose 9 (56,3) 10 (18,2) 0,002
- Uropathie (reflux vésico-urétéral, valves 0 (0) 8 (14,5) 0,105
urétre postérieur...) 5(31,2) 17 (30,9) 0,979
- Polykystose rénale 2 (12,5) 20 (36,4) 0,069

- Autres (diabete, vascularite...)

La majorité des transplantations a été effectuée a partir de donneurs en état de mort
encéphalique (98,6%) tandis qu’un seul patient a été transplanté a partir d’un donneur vivant

apparenté.
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Le traitement immunosuppresseur d’entretien comprenait un corticoide associ¢ a de la
ciclosporine et de 1’azathioprine. Vers 1995-1996, I’azathioprine a été remplacée par du
mycophénolate mofétil.

Concernant le reprise de la fonction rénale, 14 patients (19,7%) ont nécessité une dialyse
avant le 7°™ jour aprés la transplantation (DGF : delayed graft function) et le SGF ((slow
graft function (créatininémie > 250 umol/L a J7)) était de 39,4%.

La durée moyenne entre la transplantation et le diagnostic de cancer était de 10,3 ans + 4,8

ans. Les caractéristiques des tumeurs sont exposées dans le tableau 5.

Tableau 5. Caractéristiques des tumeurs du groupe cancer

Taille tumeur en cm (x DS) 4,13 + 3,35
Stade tumoral (%)

Tl 13 (81,25)

T2 2 (12,5)

T3 1 (6,25)
Grade de Fuhrman

1 0

2 5

3 3
Type histologique

Carcinome a cellules claires 7 (43,75)

Tubulo-papillaire 9 (56,25)
Nombre de patients avec des métastases initiales 1 (6,25)
ECOG-PS

0 14 (87,5)

>1 2 (12,5)

Tous les patients ont été opérés hormis le patient métastatique d’emblé, qui présentait une
maladie tres avancée et qui est décédé 3 mois apres le diagnostic. La survie sans récidive était

de 5,2 ans en moyenne + 2,9.
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b. Données de biologie moléculaire

Le tableau 6 expose pour chaque échantillon la concentration et la pureté de I’acide

nucléique, ainsi que les génotypes concernant les 5 polymorphismes.

Tableau 6. Résultats des PCR et RFLP

Acide Pureté
Identifiant nucléique ADN
échantillon | Conc.(ng/ul) 260/280 VEGF+405 VEGF-460 VEGF+936 VEGF-1154 | VEGF-2549
86001 78,6 1,81 C/G T/C c/C A/G 1/D
87002 38,1 1,94 C/G T/C T/C A/G 1/D
87014 184,5 1,41 C/G T/C c/C A/G 1/D
87028 373 1,85 c/C T/T c/C G/G D/D
87030 108,4 1,86 G/G c/C T/C A/G 7
88003 72,6 1,9 c/C T/T c/C G/G D/D
88006 31,1 1,93 G/G T/C c/C A/G 1/D
88014 58 1,87 C/G T/C T/C A/G 1/D
88018 76,5 1,9 G/G T/C c/C G/G I/D
88025 62,8 1,9 C/G T/C c/C A/G I/D
89001 35,9 1,89 c/C T/T c/C G/G D/D
89003 39,6 1,93 G/G c/C T/C A/G 1/l
89007 86,7 1,93 G/G T/C c/C A/G I/D
89009 97,2 1,87 G/G c/C c/C G/G I/D
89018 61 1,89 C/G T/C c/C A/G I/D
89035 41,2 1,94 G/G c/C T/C A/G 1/l
90002 68,5 1,9 G/G c/C T/C A/A 1/l
90025 81,2 1,86 G/G T/T c/C G/G D/D
90038 62,4 1,89 G/G T/C c/C A/G I/D
91008 63,5 1,89 G/G c/C T/C G/G 1/1
91016 18,3 1,75 c/C T/T c/C G/G D/D
91017 73,6 1,9 G/G c/C c/C A/G I/D
91023 63,1 1,89 C/G T/T c/C G/G D/D
91030 37,3 1,93 C/G T/C c/C G/G I/D
92015 195,2 1,86 G/G T/C c/C A/G I/D
92025 21,6 1,85 C/G T/C c/C G/G I/D
92029 59,5 1,87 G/G c/C c/C A/G 1/1
93007 61,5 1,87 c/C T/T T/C G/G D/D
93008 57,3 1,91 C/G T/C T/C G/G I/D
93014 37,3 1,87 C/G T/C c/C A/G I/D
93015 83,2 1,91 C/G T/C c/C A/G I/D
93022 46,8 1,91 G/G c/C c/C A/G 1/l
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93031 86,1 1,87 C/G T/C T/C G/G I/D
93037 49,9 1,93 G/G c/C c/C A/A I/l
94007 58,9 1,92 C/G T/C T/C A/G I/D
94014 88,8 1,91 G/G C/C c/C A/A 7
94022 58,2 1,89 C/G T/C c/C A/G I/D
94031 378,6 1,85 C/G T/C c/C G/G I/D
94035 487,1 1,84 G/G T/C c/C A/G I/D
95001 156,9 1,87 C/G T/T T/C G/G D/D
95007 129,9 1,85 G/G C/C c/C A/G 7
95024 160,4 1,86 G/G T/T c/C G/G D/D
95033 5,2 1,77 C/G T/C T/T A/G I/D
95034 377,7 1,85 C/G T/C c/C A/G I/D
96044 121,3 1,89 C/G T/C c/C A/G I/D
97009 45,2 1,83 C/G T/C T/C A/G I/D
97014 118 1,86 G/G T/T c/C G/G D/D
97015 23,8 1,76 C/G T/T T/C G/G D/D
97020 22,5 1,97 G/G T/T c/C G/G D/D
97021 26,9 1,93 C/G T/T c/C G/G D/D
97034 44 1,91 G/G T/C c/C A/G I/D
98004 70,7 1,91 C/G T/C c/C A/G I/D
99003 52,5 1,82 G/G c/C c/C A/G I/l

35 129,3 1,88 C/G T/T c/C G/G D/D
1004 44 1,94 G/G c/C c/C A/A I/l
1049 64,4 1,97 G/G T/C c/C A/G I/D
1054 59,8 1,95 C/G T/C c/C A/G 1/D
2008 55,5 1,96 C/G T/C c/C G/G D/D
2029 321 1,83 c/C T/T c/C G/G D/D
2050 494,3 1,83 G/G T/C c/C G/G I/D
3007 610,4 1,79 G/G T/C c/C G/G I/D
3014 303,6 1,86 G/G T/C c/C A/G I/D
4001 74,3 1,87 G/G C/C c/C A/G I/l
4046 500,5 1,84 C/G T/C T/C G/G I/D
4051 417,6 1,85 C/G T/C c/C A/G I/D
5034 247,7 1,85 G/G C/C c/C A/G I/l
5059 195,6 1,85 C/G T/C c/C A/G I/D
5081 83,5 1,91 C/G T/C T/C G/G I/D
6075 92 1,92 C/G T/C c/C A/G I/D
6078 82,2 1,92 C/G T/T T/C G/G D/D
11086 48 1,7 G/G T/C c/C A/G I/D
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c. Génotypes

Le tableau 7 montre pour chaque polymorphisme la comparaison des génotypes entre le

groupe cancer et le groupe témoin. On ne retrouve aucune différence significative entre les

deux groupes.

Tableau 7. Comparaison des génotypes par un modele de régression logistique conditionnelle

Cas Témoins OR (IC 95%) p? p°
(n=16) (n=55)
N (%) N (%)
VEGF+405 0,597
CG 6 (37,5) 27 (49,1) 1
cc 1 (6,25) 5 (9,1) 1,07 [0,1 — 12,05] 0,96
GG 9 (56,25) 23 (41,8) 1,8 [0,57 - 5,7] 0,32
VEGF-460 1
CT 9 (56,25) 30 (54,5) 1
cc 4 (25) 12 (21,8) 1,01 [0,27 — 4,45] 0,9
TT 3 (18,75) 13 (23,6) 0,85 [0,19 — 3,88] 0,84
VEGF+936 0,19
cC 10 (62,5) 43 (78,2) 1
TC+TT 6 (37,5) 12 (21,8) 2,27 [0,67 — 7,69] 0,19
VEGF-1154 0,52
GG 8 (50) 21 (38,2 1
AG+AA 8 (50) 34 (61,8) 0,7 [0,23 - 2,08] 0,52
VEGF-2549 0,92
ID 10 (62,5) 30 (54,5) 1
DD 3 (18,8) 14 (25,5) 0,73[0,13 - 3,27] 0,68
I 3 (18,8) 11 (20) 0,89 [0,18 — 4,49] 0,89

OR [IC 95%] : Odds Ratio avec Intervalle de Confiance a 95% ;  : degré de signification associé au test de
Wald; ° : degré de signification associé au test du rapport des vraisemblances maximales ; Remarques : pour le
VEGF+936, I’effectif étant de 0 pour le polymorphisme TT dans le groupe Cancer, nous avons di regrouper les
effectifs des polymorphismes TT et TC ; pour le VEGF-1154, ’effectif étant de 0 pour le polymorphisme AA
dans le groupe Cancer, nous avons di regrouper les effectifs des polymorphismes AA et AG.

d. Haplotypes
Les polymorphismes du VEGF étaient génétiquement liés, c’est pourquoi une analyse des
haplotypes était nécessaire. Les divergences entre les fréquences des haplotypes ont été
déduites et ont été représentées lorsqu’elles étaient supérieures a 1%. Aucune différence

significative n’a été observée.
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Figure 5. Fréquences estimées des haplotypes des 5 polymorphismes du VEGF étudiés. Les lettres sur 1’axe des
abscisses désignent les différentes combinaisons des -2549, -460, -1154, +405, +936 haplotypes.

IV.  DISCUSSION

Notre étude a cherché a montrer le polymorphisme du VEGF comme un facteur de risque de
développer une tumeur du rein natif dans la population des transplantés rénaux, en comparant
un groupe de patients ayant développé un cancer du rein apres la transplantation et un groupe
témoin. Le polymorphisme du VEGF ne semble pas étre un facteur de risque de cancer sur le

rein natif des malades greffés.
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a. Forces de notre travail

Comme nous I’avons vu dans I’introduction, la population des transplantés rénaux est une
population intéressante car particuliérement a risque de développer des tumeurs. I1 s’agit donc
d’une population sensible a la cancérogenése, pour laquelle des mécanismes
physiopathologiques restent a explorer.

Une grande force de ce travail est la méthodologie utilisant une comparaison cas-témoin
appari¢e. Nous avons utilisé jusqu’a 4 témoins par cas afin d’obtenir la plus grande validité
statistique. Les critéres d’appariement sont particulieérement stricts et nombreux et reposent
sur les facteurs de biais et de confusion, susceptibles d’intervenir dans le développement de
tumeurs : age, sexe, traitement immunosuppresseur, durée de suivi. Tous les cas n’ont pas pu
étre appariés a 4 témoins, car au début de la période de transplantation a la fin des années 80,
le nombre de transplantés était réduit. De la méme fagon, nous n’avons pas pu utiliser comme
critere d’appariement la durée de dialyse et la polykystose rénale, ce qui aurait exclus trop de
patients. Malgré cela, les deux groupes sont comparables pour ces deux criteres.

La méthodologie de la RFLP est bien connue, reproductible et valide. Celle-ci s’est effectuée
au sein d’un laboratoire de recherche clinique, et elle est utilisée en pratique courante et est
peu colteuse. D’autres méthodes existent pour 1’étude des génotypages des polymorphismes,
telles que le séquencage. Cela nécessite d’avoir accés a un séquenceur, ce qui est loin d’étre
le cas de tous les laboratoires d’immunologie. Une autre technique a été développée par
lannone en 2000 et est basée sur la ligation avec des sondes pieges et rapportrices et la
cytométrie en flux®. L’avantage de cette technique est de pouvoir tester plusieurs
polymorphismes en méme temps mais elle colte plus cher et est moins sensible que la RFLP.

Un certain nombre d’études sur les polymorphismes génétiques étudient uniquement les

génotypes. Comme nous I’avons vu précédemment, 1’étude de plusieurs polymorphismes
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assez proche sur le méme geéne créent de forts déséquilibres de liaison. C’est pourquoi nous

avons également procédés a I’étude des haplotypes estimés entre les deux groupes.

b. Faiblesses de notre étude

Le projet initial de notre travail était d’en faire une étude multicentrique, afin d’éliminer le
biais du centre unique et afin de recruter un nombre plus important de cas. La lourdeur des
démarches administratives, la difficulté d’appariement des témoins nécessitant une base de
donnée réguliérement implémentée, la nécessité d’avoir du sérum avec le consentement des
patients, ne nous a pas permis de mener ce projet jusqu’au bout. C’est pourquoi, nous avons
da nous contenter d’une étude unicentrique avec un nombre de cas restreint.

Notre étude s’est portée sur 1’étude de patients européens d’origine caucasienne. Les
polymorphismes génétiques sont différents selon les origines ethniques des patients. 1l est
donc possible que certaines différences observées dans les populations asiatiques ne le soient

pas pour les populations caucasiennes* .

c. Comparaison par rapport a la littérature

Le VEGF a été étudié dans de nombreuses pathologies, comme le cancer du poumon, de
I’ovaire, de la prostate ou le diabéte, ou certains polymorphismes étaient augmentés chez les
malades par rapport aux témoins. En 2010, Bruyére a montré que le polymorphisme — 460C/T
du VEGF était un facteur de risque de cancer du rein aprés avoir comparé 51 patients atteints

de cancers du rein a 202 témoins. Il faut noter que I’ensemble des cas était des carcinomes a
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cellules claires®. En 2007, Kawai a retrouvé que le polymorphisme — 1154G/A était associé &
des tumeurs plus petites et & un stade moins important®®>. Bruyére n’a retrouvé aucune
différence concernant ce polymorphisme. En 2011, Donas dans The Lancet Oncology a
cherché a identifier des marqueurs génétiques prédisant I’efficacité et la toxicité du sunitinib
chez des patients, présentant des cancers du rein avancés®®. L’étude des polymorphismes —
1154 et + 405 du VEGF n’a pas ¢été probante, contrairement a certains polymorphismes du
récepteur 3 du VEGF, qui retrouvait une réduction de la survie sans progression. Enfin en
2011, Mittal a montré que certains variants alléliques concernant le polymorphisme — 1154 du
VEGF étaient différents entre un groupe de 200 patients transplantés rénaux et 200 patients
sains. Par ailleurs, le génotype hétérozygote - 1154A/G était moins fréquent chez les
patients ayant fait plusieurs rejets aigus par rapport aux patients n’ayant pas fait de rejets.
L’ensemble de ces données nous montre 1I’importance du réle du VEGF dans la pathologie
tumorale. Malgré cela les données de la littérature ne sont pas toujours concordantes et il est
difficile d’identifier avec certitude des polymorphismes précis, comme facteur de risque ou
facteur pronostique de cancer du rein.

La population des transplantés rénaux a tendance a avoir des tumeurs du rein de type
papillaire contrairement a la population générale, qui présente plutét des carcinomes a
cellules claires*’. Dans notre étude, il y a 44% de carcinomes a cellules claires et 56% de
tumeurs papillaires. Les mécanismes d’action des tumeurs a cellules claires passent
notamment par la dysrégulation de I’Hypoxia-Induced Factor-1a (HIF-1a) suite a la perte de
la protéine VVon Hippel-Lindau (VHL) dans un contexte d’environnement hypoxique. Puis la
liaison du VEGF sur son récepteur provoque ’activation de multiples voies en aval et au final
résulte en la survie des cellules endothéliales, la mitogenése, la migration, la différenciation,
la perméabilité vasculaire et la mobilisation des progéniteurs endothéliaux dans la moelle

osseuse?.
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Les carcinomes papillaires de type 1 utilisent quant & eux la voie des MAP Kkinases,
conduisant a la prolifération et a la progression du cycle cellulaire. A I’inverse, les
carcinomes papillaires de type 2 se rapprochent de la voie des carcinomes a cellules claires en
provoquant I’inactivation de la fumarate hydratase (FH) a I’origine de I’inhibition de I’'HIF
prolylhydroxylase (HPH), qui est un régulateur enzymatique des niveaux intra-cellulaire
d’HIF, a travers une inhibition compétitive. L’inactivation de HPH interfere avec
I’hydroxylation de HIF, provoquant son accumulation, a I’origine de la surexpression de
facteurs proangiogéniques, tel que le VEGF*®,

C’est ainsi qu’a ét¢ montré une €lévation de I’expression du VEGF chez 29% de patients
ayant un carcinome a cellules claires et chez 67% de patients ayant un carcinome papillaire (p
= 0,02) *°. Dans notre population de patients présentant des carcinomes de type tubulo-

papillaires, nous n’avons pas pu identifier les types 1 des types 2.

d. Perspectives

Notre étude n’a pas montré de lien entre le polymorphisme du VEGF et I’incidence du cancer
sur les reins natifs : est-ce di au fait que 1’étude manque de puissance par un nombre
insuffisant de cas ou est-ce dd au fait qu’il n’existe réellement aucune différence. Le meilleur
moyen de répondre a cette question serait de poursuivre ce travail en multicentrique afin
d’obtenir davantage de patients.

Les perspectives d’un tel travail sont particuliérement importantes car elles permettraient a
I’avenir de dépister les futurs transplantés rénaux et de leur proposer une binéphrectomie
prophylactique ou une surveillance radiologique accrue en fonction de leurs polymorphismes

du VEGF. D’autres populations a risque, comme les patients atteints de la maladie de Von-
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Hippel Lindau ou les patients porteurs de kystes suspects du rein, pourraient aussi en
bénéficier.

Par ailleurs étant donné le risque accru de cancers solides et d’hémopathies chez les
transplantés, la modulation du traitement immunosuppresseur est une question que nous
devons nous poser. En effet, depuis la publication de plusieurs études sur 1’impact
d’immunosuppresseurs plutot pro-cancérogénes et d’autres plutét protecteurs vis-a-vis du
cancer, il serait intéressant d’une part de switcher certains immunosuppresseurs vers la classe
des inhibiteurs de mTor, d’autres part de bien veiller a diminuer rapidement la posologie des

10-14

immunosuppresseurs pro-cancérogenes . La encore I’identification de polymorphismes du

VEGF pourrait nous orienter sur la prescription de certains immunosuppresseurs.

V. CONCLUSION

L’¢tude de 5 polymorphismes du VEGF chez des transplantés rénaux entre un groupe de
patients ayant développé une tumeur du rein natif aprés la transplantation et un groupe
apparié de témoins indemnes de tumeur n’a pas montré de différence entre les deux groupes.
Le faible nombre de cas de notre étude peut étre une explication a ce résultat malgré une
étude cas-témoins appareillés rigoureuse. Une poursuite de ce travail nous permettra peut-étre
d’infirmer notre hypothése et ainsi de pouvoir proposer aux patients transplantés un certain

nombre de mesures de prévention.
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Résumé :

INTRODUCTION : La population des greffés rénaux présente un risque accru de tumeurs solides et notamment
de tumeurs sur leurs reins propres par rapport a la population générale. Le VEGF est un facteur connu
intervenant dans 1’angiogeneése tumorale. L’objectif de I’étude était d’étudier le polymorphisme du VEGF
comme un facteur pronostic de survenue d’un cancer du rein aprés transplantation rénale.

MATERIEL ET METHODES : Entre 1985 et 2011, 1619 transplantations rénales ont été effectuées dans notre
centre. Parmi ces patients, 16 cas de tumeurs rénales sur reins propres ont été diagnostiqués. Ils ont été appariés
a 55 témoins sur I’age, le sexe, I’année de transplantation, le traitement immunosuppresseur et la durée de suivi.
Le polymorphisme du VEGF a été déterminé par une technique validée de biologie moléculaire sur du sérum
pour 5 polymorphismes du géne codant le VEGF : - 2549, - 1154, - 460, + 405 et + 936 et a été comparé entre
les deux groupes.

RESULTATS : Les deux groupes étaient comparables en ce qui concerne la durée de dialyse ou la présence
d’une polykystose rénale. Le groupe cancer était constitué de 44% de carcinomes a cellules claires et 56% de
tubulo-papillaires. L’analyse d’association allélique et génotypique n’a pas retrouvé de différence significative.
De méme, un modéle de régression logistique conditionnelle sur les génotypes n’a pas retrouvé de différence
significative entre un certain polymorphisme et le risque de survenue de cancer du rein. Une estimation des
haplotypes a été faite et il n’y avait pas de différences entre les cas et les témoins.

CONCLUSION : Dans cette étude, le polymorphisme du VEGF n’est pas associé a la survenue d’un cancer du
rein apres transplantation rénale. Une étude sur un échantillon plus important et de maniere multicentrique est

nécessaire afin de confirmer cette hypothése.
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