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RESUME

Introduction : Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) joue un réle fondamental dans
la physiopathologie du carcinome rénal a cellules claires. Une cinquantaine de
polymorphismes de nucléotide simple (SNP) ont été décrits pour le géne de VEGF. Le but de
ce travail était d’étudier l'influence de certains SNPs du VEGF, ayant démontré une
implication en pathologie tumorale, sur le pronostic du cancer du rein et la réponse aux
différentes thérapeutiques anti-angiogéniques tels que le sunitinib, bevacizumab,
temsirolimus, everolimus, sorafénib, axitinib et pazopanib.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’'une étude rétrospective, unicentrique portant sur 59

patients atteints d’un carcinome a cellules claires métastatique traité par anti-
angiogéniques. Cinqg SNPs du VEGF (-2549 D/I, -460 C/T, -1154 G/A, +405 G/C, +936 C/T)
étaient analysés par deux techniques de PCR (Restriction Fragment Lenght Polymorphism et
PCR multiplex).

Résultats : La survie globale depuis le diagnostic était significativement meilleure chez les
patients porteurs du SNP +936 C/C par rapport au SNP+936 C/T (médiane 77 mois vs 26 mois
p= 0,021). Cette augmentation de la survie globale était indépendante de la durée de la
survie sans métastase mais était liée a une augmentation de la survie globale en phase
métastatique et notamment la survie sans progression en 1% ligne de traitement. Les
patients porteurs du SNP 936 C/C avait une survie globale métastatique de 67 mois vs 22
mois pour le SNP 936 C/T (p=0,006). Les autres SNPs n’avaient pas de valeur pronostique. Le
polymorphisme +936 conservait une valeur pronostique indépendante du score de Heng en
analyse multivariée tant sur la survie globale en phase métastatique que sur la survie sans
progression. Par contre la survie globale depuis le diagnostic n’était pas corrélée au SNP 936.
Discussion et conclusion: Le polymorphisme +936 C/T semble avoir un réle pronostique sur

la survie dans le cancer du rein en phase métastatique. Il ne modifie pas la durée de la phase
pré-métastatique mais semble influencer la durée de la période métastatique. Ce SNP
pourrait modifier I’évolutivité de la maladie par une variabilité inter-individuelle de
I'intensité de I'angiogénése et la sensibilité aux traitements anti-angiogéniques.

Une étude confirmatoire sur un plus grand échantillon serait nécessaire pour confirmer ces
résultats.

Mots clés : Carcinome rénal a cellules claires, métastases, VEGF, polymorphisme de
nucléotide simple, facteur pronostique



ABSTRACT

Introduction: Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) plays an important role in the
pathophysiology of clear-cell renal cell carcinoma. Fifty single nucleotide polymorphisms
(SNPs) have been described for the VEGF gene. The aim of this work was to study the
influence of certain VEGF gene polymorphism, which has demonstrated involvement in
tumor pathology, in the prognosis of kidney cancer and response to various anti-angiogenic
therapies such as sunitinib, bevacizumab, temsirolimus, everolimus, sorafenib, axitinib and
pazopanib.

Materials and Methods: This is a retrospective single center study, on 59 patients with

metastatic clear-cell renal cell carcinoma treated with anti -angiogenic. Five SNPs of VEGF
(-2549 D/I, -460 C/T, -1154 G/A, +405 G/C, +936 C/T) were analyzed by two PCR techniques
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism and multiplex PCR)

Results: Overall survival from diagnosis was significantly better for patients carrying SNP
+936 C/C compared to patient with SNP +936 C/T (median 77 months vs 26 months p =
0.021) . This increase in overall survival was independent of the duration of the metastasis-
free survival but was associated with an increase in metastatic overall survival including
progression-free survival in first-line treatment. Patients carrying SNP +936 C/C had a
metastatic overall survival of 67 months vs 22 months for patients with SNP +936 C/T (p =
0.006). Other SNPs had no prognostic value. In multivariate analysis, SNP 936 remained an
independent prognostic factor after adjustment for Heng score both on metastatic overall
survival and progression-free survival. Overall survival from diagnosis was not correlated to
the SNP +936.

Discussion _and Conclusion: Polymorphism + 936 C/T seems to be a prognostic factor on

survival in metastatic clear-cell renal cell carcinoma. It does not change the duration of the
pre-metastatic phase but appears to influence the duration of metastatic period. This SNP
could alter the progression of the disease by inter-individual variability in the intensity of
angiogenesis and sensitivity to anti-angiogenic therapies. A confirmatory study on a larger
sample would be needed to confirm these results.

Key words: clear-cell renal cell carcinoma, metastaticc, VEGF, single nucleotide
polymorphism, prognostic factor
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. INTRODUCTION

A. Epidémiologie

Le cancer du rein représente 2 a 3% des tumeurs malignes de I'adulte. Il s’agit du troisieme
cancer urologique le plus fréquent aprés le cancer de la prostate et le cancer de la vessie.
Avec 11 573 nouveaux cas estimés en France, le cancer du rein se situe au 7°me rang des
tumeurs solides. Le taux d’incidence standardisé est de 14,5/100 000 chez 'lhomme et de
5,8/100 000 chez la femme en 2012. Ce taux est en constante augmentation depuis 30 ans
dans tous les pays industrialisés. Le cancer du rein est responsable de 3 900 déces par an en
France. L’age moyen de survenue est de 62 ans et plus de 80% des patients ont plus de 50
ans au diagnostic. Le sexe ratio est de 2,1/1 (1). Dans 70 a 80 % des cas, il s’agit de tumeurs a
cellules claires hypervascularisées en lien avec une inactivation du géne suppresseur de

tumeur le Von Hippel Lindau (VHL) induisant une activation du systeme du VEGF.

B. Diagnostic

En dehors de syndromes familiaux tels que la maladie de Von Hippel Lindau, les principaux
facteurs de risques reconnus du carcinome a cellules claires sont le tabac, I'obésité et
I’hypertension artérielle. Les autres facteurs connus sont I’exposition aux dérivés du pétrole,
des métaux lourds et le diabete. (2)

Les cancers du rein sont le plus souvent de découverte fortuite (45%) sur une imagerie
rénale. D'autres diagnostics sont portés sur des signes loco-régionaux (hématurie, douleur
ou masse lombaire) (45 %) ou généraux (fievre) (10 %). La triade classique associant
hématurie, douleur lombaire et masse lombaire n'est retrouvée que dans 10 % des cas.(3)
L'imagerie en complément de I'histoire clinique du patient permet de faire le diagnostic
probabiliste de la majorité des tumeurs rénales. Le TDM abdominal est I'examen de
référence. Dans le cadre du carcinome a cellules claires, typiquement, il retrouve une
nécrose excentrique associée a des remaniements hémorragiques avec un rehaussement
précoce et intense de la portion solide. Il permet également d’évaluer I'envahissement
locorégionale et veineux. Une biopsie percutanée n’est utile que si elle permet d’optimiser la
prise en charge thérapeutique d’une tumeur rénale. Elle est indiquée dans le cadre d’un

cancer du rein non extirpable (4) (maladie métastatique ou localement avancée), d’'une
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maladie ou il est envisagé un traitement ablatif (5), chez un patient présentant des

comorbidités notables (6) et dans un contexte de cancer extra rénal connu (7).

C. Histologie

L’Organisation Mondiale de la Santé a proposé en 2004 une classification des tumeurs
rénales basées sur des critéres histologiques et cytogénétiques (8), sont alors décrits 49
sous-types de tumeurs rénales. Une conférence de consensus a eu lieu en mars 2012, elle a
permis de mettre en évidence cing nouvelles entités ainsi que des entités émergentes (9).
Les principales tumeurs du rein de I'adulte sont représentées par les tumeurs malignes a
cellules rénales et parmi lesquelles les tumeurs a cellules claires hypervascularisées. Plus
rarement il s’agit de tumeur papillaire (10 a 20%) ou de tumeur chromophobe (5%).

Le carcinome a cellules claires est typiguement, en macroscopie, une tumeur bien limitée
(pseudo capsule), de couleur jaunatre avec des territoires blanchatres (haut grade). Il existe
de nombreux remaniements kystiques, hémorragiques et nécrotiques avec présence de
calcifications ou d’ossifications. Selon sa taille et son siege, la tumeur peut atteindre la
capsule rénale, voire envahir la graisse péri rénale. La tumeur peut s’étendre dans la veine
rénale, plus rarement dans la veine cave inférieure. Histologiquement, il s’agit d’un
adénocarcinome constitué d’une prolifération acineuse de cellules au cytoplasme clair. La
cellule claire qui constitue la prolifération est de grande taille, de forme polygonale, avec un
noyau central et un cytoplasme chargé de glycogéne et de lipides (figure 1). La plupart des
carcinomes a cellules claires sont composés de plusieurs types cellulaires : cellules claires,
éosinophiles voire fusiformes. Les carcinomes a cellules claires sont désignés par le
contingent le plus représenté.

Un tiers des patients est diagnostiqué d’emblée au stade métastatique, et, parmi les patients

présentant une forme localisée, environ 30% vont développer des métastases.(10)
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Figure 1 : Examen macroscopique et microscopique d’un carcinome a cellules claires (G. Fromont, CHU
Bretonneau, service d’anatomopathologie)

D.  Facteurs pronostiques

1. Au stade localisé

o,

< Le modeéle UISS (UCLA Integretad Staging System) décrit a partir de I'analyse de 661
patients, présentant un cancer du rein tout type histologique confondu, ayant subit un
traitement radical en 2001, classe les patients en 3 groupes selon 3 variables (11):

- StadeT

- Grade de Fuhrman

- ECOG ou Karnofsky

STADET I 2 3 4
GRADE de
FUHRMAN 1-2 3-4 1 ] S | 1
ECOG 0 2] 0 | =1 0o | =1 0 >1
RISQUE BAS INTERMEDIAIRE HAUT

Tableau 1 : Systéme UISS détermine 3 groupes dans le cancer du rein localisé (Zisman et al, 2001)

o,

< Le modeéle SSIGN (Stage, Size, Grade and Necrosis) a été mis au point uniquement
pour les variétés histologiques a cellules claires (12). Il s’agit également d’'un modéle post-
opératoire qui inclut des variables anatomiques et histologiques. Les variables prises en

compte sont : stade TNM, le grade du Fuhramn, la nécrose tumorale et la taille tumorale.
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2. Au stade métastatique

X En 2002 Motzer et al. appliquent un modele pronostique a 463 patients candidats a
une premiere ligne de traitement systémique (13). Ces traitements sont tous a base
d’interféron a. Les patients sont classés en fonction de cinq variables :

- Indice de Karnofsky (péjoratif si <80%)

- Valeur de LDH (péjoratif si >1,5 fois la normale)

- Taux d’hémoglobine (péjoratif si <13g/dl homme / <11,5g/dl femme)

- Calcémie corrigée (péjoratif si >10mg/dl)

- Durée de l'intervalle entre le diagnostic de cancer du rein et celui du début de

traitement systémique (péjoratif si <lan)

Le pronostic des patients était distingué en bon, intermédiaire ou mauvais selon qu’ils

n’aient aucun, un ou plus d’un facteur péjoratif. (Tableau 2)

Bon pronostic Pronostic intermédiaire | Mauvais pronostic
Nombre de facteurs 0 facteur 1-2 facteurs >2 facteurs
Survie médiane (mois) 30 14 5

Tableau 2 : Survie médiane selon le score pronostique de Motzer (Motzer el al, 2002)

X Une étude du groupe francais d’immunothérapie en 2002 (14), établit également un
score pronostique a partir de I'analyse de 782 patients présentant un cancer du rein
métastatique traité par des cytokines.
Trois groupes sont alors identifiés a partir de I'analyse de cing variables :

- L'état général

- Intervalle entre la découverte du cancer primitif et celle des métastases (péjoratif

si <lan)
- Nombre de sites métastatiques (péjoratif si >1)
- Présence de métastases hépatiques

- Signes biologiques d’inflammation (neutrophiles élevés et Hb <10g/dl)
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Overall survival

Time from treatment start (months)

Median survival, 1P = 0- 1: 42 months [30 — 53]
IP=2-3 15 months [13 - 18]
IP=4-5. & manths [5=7]

Figure 2 : Survie globale estimée en fonction de la présence de un, deux ou trois, quatre ou cing facteurs
pronostiques (Négrier et al, 2002)

< Récemment, d’aprées I'analyse de 645 patients, Heng et al. (15) a établit un nouveau
score pronostique chez les patients présentant un cancer du rein métastatique traités par
anti-angiogéniques. Ainsi les patients sont classés en 3 groupes selon 6 variables.

- Taux d’hémoglobine < N

- Calcémie >N

- Indice de Karnofsky < 80%

- Polynucléaires neutrophiles > N

- Plaquettes >N

- Durée entre diagnostic et début des traitements < 1lan
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Figure 3 : Survie globale estimée a partir des 3 groupes de risque (Heng et al, 2013).
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E. Prise en charge des tumeurs rénales a cellules claires

1. Stade localisé

Le traitement chirurgical reste la référence avec deux possibilités (16) : néphrectomie totale
élargie ou néphrectomie partielle, le choix dépendant de la taille de la tumeur.
Habituellement les tumeurs de moins de 4 cm peuvent étre traitées par chirurgie partielle
(tumorectomie, wedge, polaire). A l'inverse une néphrectomie élargie est réalisée pour les
tumeurs de plus de 7 cm. La chirurgie ouverte est la technique de référence de la
néphrectomie partielle. L’abord laparoscopique est une alternative a la chirurgie ouverte qui
peut étre réalisée par des équipes entrainées et chez des patients sélectionnés. Le taux de
complications péri-opératoires est supérieur en chirurgie laparoscopique par rapport a la
chirurgie ouverte. Ce taux diminue avec I'expérience de I'opérateur, le caractére exophitique
de la tumeur et sa taille limitée.

Concernant le traitement adjuvant et néo-adjuvant, aucun n’a fait preuve d’efficacité. De
nombreux essais cliniques sont en cours, l'inclusion des patients dans ces essais doit étre

encouragée.

2. Formes métastatiques

Le cancer du rein métastatique est chimiorésistant. Jusqu’a 2005, le traitement standard est
I'immunothérapie avec l'utilisation de deux cytokines I'interleukine 2 (IL 2) et I'interféron a
(IFN a). La survie globale médiane est alors de 8 a 10 mois et le taux de survie a 5 ans est
inférieur a 10%.

Depuis 2006, l'intérét des thérapies moléculaires ciblées a été démontré, modifiant les

stratégies thérapeutiques. Le bevacizumab (Avastin®) est un anticorps monoclonal humanisé

dirigé contre le VEGF-A. Deux études de phase Ill, comparant |'association bevacizumab et
interféron a a l'interféron a et placebo, ont confirmé I'efficacité du bevacizumab. Dans
I’étude européenne (17), la survie sans progression est de 10,2 versus 5,4 mois dans le bras
bevacizumab et interféron a et le taux de réponse passe de 13 a 31%. Les inhibiteurs de
tyrosine kinase agissent essentiellement sur le récepteur du VEGF. Un essai de phase Il
évaluant le sorafenib contre placebo (18) a été réalisé chez 905 patients, trouvant un

avantage en survie sans progression de 12 semaines en deuxiéme ligne métastatique. Le
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sunitinib est administré par voie orale a la dose de 50 mg/jour 4 semaines sur 6. Une étude
de phase Il comparant chez 750 patients l'interféron o au sunitinib en 1 ere ligne
métastatique a montré un avantage en survie sans progression de 23 semaines et 6 fois plus
de réponse partielle (19). Un autre inhibiteur de tyrosine kinase, le pazopanib a la posologie
de 800 mg/jour en 1% ligne métastatique a montré un bénéfice en survie sans progression
de 9,2 mois versus 4,2 mois dans le groupe placebo (20). Récemment 'axitinib a été testé en
deuxiéme ligne de traitement a la posologie initiale de 5mg 2 fois par jour, contre le
sorafenib chez 723 patients. La survie sans progression était augmentée de 2 mois dans le
bras axitinib avec une toxicité moindre (21). Depuis janvier 2013, I'axitinib a une AMM en
2°™ |igne aprés traitement par sunitib ou cytokines.

Les inhibiteurs de mTOR ont un effet anti angiogénique, anti prolifératif et pro apoptotique
en inhibant la voie PI3kinase/AKT (22). Le temsirolimus administré en IV 25mg/semaine a été
étudié dans un essai de phase Ill chez 626 patients de mauvais pronostic en 1 ere ligne
métastatique. Il a été montré un doublement de la survie sans progression a 3,8 mois versus
1,9 mois chez les patients traités par interféron a seul (23). L’everolimus administré par voie
orale a la dose de 10 mg par jour a été évalué chez des patients en échec de sorafenib et/ou
de sunitinib. Dans une étude de phase Ill contre placebo, la survie sans progression est

supérieure a 4 mois (24).

20



TUMOR CELL

ENDOTHELIAL
CELL

Figure 4 : voies de signalisation et mécanismes d’action des différentes thérapeutiques(A.R.Tu.R.Rein.org)

Le choix entre ces différentes molécules se fait selon le groupe pronostique initialement

établi par Motzer.

histologie et ligne | groupe pronostique standard option
cellules claires pronostic bon ou sunitinib, cytokines
lere ligne intermédaire bevacizumab + INF
pazopanib
mauvais pronostic temsirolimus sunitinib
sorafenib
cellules claires post cytokines sorafenib, pazopanib sunitinib
2éme ligne sorafenib
axitinib

post TKls everolimus, axitinib sorafenib

non a cellules temsirolimus
claires sunitinib
sorafenib

Tableau 3 : Recommandations de I’'ESMO pour le traitement médical du cancer du rein métastatique
(Escudier et al. 2012)
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F. Importance de I'angiogénése dans le cancer du rein a cellules
claires

1. Voie VHL-HIFa

La physiopathologie du carcinome rénal est bien connue grace a I'analyse de la maladie de
Von Hippel Lindau. Le cancer du rein a cellules claires est une tumeur hypervascularisée
avec une angiogénese importante (25). Une des mutations précoces identifiées dans son
développement concerne le gene suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (VHL). Ce géne
est doublement inactivé dans la maladie de Von Hippel Lindau. Cette double mutation est
également retrouvée dans 60 a 80% des formes sporadiques de cancer du rein (26). Le
complexe VHL a pour principale fonction la régulation de facteurs de transcription appelés
HIF a (Hypoxia inducible factor). La régulation de la sous-unité a de HIF par le complexe VHL
est médiée par un complexe multienzymatique protéique. Ce complexe, en présence
d’oxygene qui est nécessaire a une hydroxylation préalable de HIF, induit la poly-
ubiquitinylation de HIF a qui est alors dégradé par le protéasome. En situation d’hypoxie ou
lorsqu’il existe une inactivation du gene VHL (double mutation inactivatrice), HIF a non
hydroxylé, n’est pas détruit par le protéasome, il s’"hétérodimérise dans le noyau avec la
sous-unité B de HIF présente en exces, agissant alors comme facteur de transcription. Ce
complexe HIF a et B induit une séquence de transcription de plusieurs dizaines de genes
impliqués dans I'angiogéneése et la prolifération cellulaire comme en situation d’hypoxie (27).
(Figure 5) Parmi ces genes, il existe le vascular endothelial growth factor (VEGF), le platelet
derived growth factor (PDGF) ou encore le transforming growth factor (TGF a). Ont une
importance particuliere pour la physiopathologie de la maladie, le VEGF A qui se lie a un des
différents isoméres du récepteur au VEGF est I'élément clé de I’'angiogénése en induisant la
migration des cellules endothéliales, leur prolifération et leur survie. Le PDGF favorise
I'angiogénése par son action sur les péricytes. Le TGF a se lie au récepteur de I'epidermal
growth factor (EGF-R) et favorise la prolifération, la survie, la différenciation et la migration
cellulaire. Les voies de transduction du signal liées a ces récepteurs sont la voie
PI3kinase/AKT/mTOR et la voie Ras/Raf/MAPkinase qui jouent un réle dans la régulation de

la prolifération cellulaire, de I'apoptose ou de I'angiogénése.
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Figure 5: Schéma du systéme VHL/HIFa. En cas de mutation inactivatrice de VHL, HIF o
s’accumule et stimule I'angiogénese, la tumorigénése de maniére permanente.

2. La famille des VEGF

Les protéines de la famille des VEGF sont au nombre de six : VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E et le Placenta Growth Factor (PIGF). La réponse au VEGF se fait principalement
par 'activation de ses récepteurs, le VEGF-R1, VEGF-R2 et VEGF-R3 (25). L’activation de ces
récepteurs présents sur les cellules endothéliales sanguines permet I'angiogénése, par
prolifération et migration cellulaire. Le VEGF-R1 et VEGF-R2 sont exprimés sur la plupart des
cellules sanguines. Le VEGF-R2 est le récepteur principal du VEGF-A qui a un réle important
dans l'angiogénése sanguine. Le VEGF-R3 est principalement présent sur les cellules
lymphatiques et interagit avec le VEGF-C qui intervient essentiellement dans la
lymphangiogénese et donc la prolifération tumorale ganglionnaire. Le VEGF-B joue un réle
dans la vascularisation de la musculature striée et dans le développement de la moelle mais

ne semble pas indispensable a I'angiogenése chez I'adulte.
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Figure 6: Réle des récepteurs au VEGF sur les différents types cellulaires (Ferrara, 2003).

Chez 'lhomme, le geéne VEGF-A est localisé sur le chromosome 6p21.3. Il est constitué de 8
exons et 7 introns (28).

L’expression de ce gene conduit a la synthese de plusieurs isoformes dont la taille varie entre
121 et 206 acides aminés. llIs sont issus d’un épissage alternatif des exons 6, 7 et 8 et
possedent des propriétés physiologiques différentes. Les sites de dimérisation et les sites de
liaison aux récepteurs VEGFR1 (encodé par I'exon 3) et VEGFR2 (encodé par exon 4), sont
des séquences présentes dans tous les isoformes. Les sites de liaison a I’héparine (encodé
par exon 6 et 7) et les derniers acides aminés de I'extrémité C-terminale peuvent varier en

fonction de I'isoforme. (Figure 7)
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Figure 7: Représentation schématique des domaines fonctionnels de la protéine VEG (Harper SJ, 2008).
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Le VEGF-165 est l'isoforme majoritaire. Il a récemment été découvert que |'épissage
alternatif de I'ARNm du VEGFA était a l'origine de deux familles de protéines, se
différenciant par leur extrémité C-terminale, qui se nomment VEGF-Axxx (ayant un réle pro-
angiogénique) et VEGF-Axxxb (ayant un réle anti-angiogénique) (xxx signifiant le nombre
d’acides aminés de la protéine mature) (28)

En situation physiologique, les isoformes Axxxb sont les formes prédominantes, alors qu’en
situation de cancer du rein les isoformes Axxx prédominent. Il existe un « switch » de la
balance anti- vers pro-angiogénique, avec augmentation de I'expression des formes Axxx aux
dépens des formes Axxxb. (29)

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.(30)

X Le polymorphisme de nucléotide simple (SNP) résulte de la modification d’un seul
nucléotide dans un géne sans conséquence clinique ou pathologique. Parfois, ce SNP peut
étre responsable d’une insertion ou d’une délétion de nucléotide. Il est responsable de
différentes variantes de ce gene. Une cinquantaine de SNPs ont été décrit pour le géne du
VEGF. Parmi ces SNPs certains ont une fréquence élevée dans la population générale et ont
été analysé dans diverses pathologies tumorales (31-33). Cing SNPs sont particulierement
décrits -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 C/T dans la région non transcrite 3’. (Figure 8)
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Figure 8 : Localisation des différents polymorphismes sur le géne du VEGF.
NB : La numérotation n’est pas standardisée et varie selon les publications
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Certains de ces SNPs ont été décrits comme des facteurs de risques de survenue de
pathologie tumorale ou non en influant sur I'angiogénese. Certaines études ont établit un
lien entre les polymorphismes du VEGF et les complications microvasculaires du diabete
notamment la néphropathie et rétinopathie diabétique.(34, 35)

Récemment de nombreuses études ont suggéré un possible lien entre des variations
génétiques de la voie de I'angiogéneése et I'évolution globale de certains cancers. Ainsi, en
2010 Hansen et al. (32) ont analysé I’évolution de 72 cancers colo rectaux métastatiques
traités par Xelox en premiére ligne. Certains génotypes du VEGF notamment le -2578 A/A et
C/C;-460 C/Cet T/T; -405 G/G et C/C sont associés a un taux de réponse augmenté.

En 2008, Schneider et al. (33) ont examiné la relation entre différents SNPs du VEGF et
I'efficacité du traitement par paclitaxel + bevacizumab chez 363 patientes atteintes d’un
cancer du sein métastatique. Les résultats ont montré un lien entre le génotype -2578 A/A
du VEGFA, la présence de I'alléle A au niveau -1154 et une survie globale améliorée chez les
patientes recevant la bithérapie.

Des facteurs de risque de survenue du cancer du rein ont été récemment mis en évidence,
notamment au niveau génétique. Ainsi Bruyere et al. en 2010 ont analysé 5 polymorphismes
du VEGF chez 202 individus controles et 51 patients présentant un cancer du rein (36). Il
était alors mis en évidence que la présence du polymorphisme -460 C/T semblait étre
associé a un risque élevé de survenue du cancer du rein. De méme en 2007 Kawai et al. (37)
retrouvaient une association entre le polymorphisme -1154G/A et une tumeur de plus petite
taille avec un stade tumorale moins important. Le polymorphisme -2578C/A semblait
également associé a une invasion lymphatique moindre et une survie spécifique augmentée.
Kim et al. (38) en 2012 ont montré une association significative entre le SNP -634 G/G et le
développement d’une hypertension artérielle sous traitement par sunitinib.

X Nous avons repris la population étudiée dans I'étude du CHU de Tours de F. Bruyére
analysant cing polymorphismes du VEGF chez 253 patients en tant que facteur de risque de
survenue de carcinome rénal. Etaient inclus 202 individus controles et 51 patients
présentant un carcinome rénal. Nous avons actualisé notre population en sélectionnant les
patients qui ont développé une maladie métastatique et pour laquelle un traitement anti
angiogénique a été instauré. Une étude préliminaire a été effectuée chez ces 37 patients

sélectionnés. Le polymorphisme +936C/T semblait avoir un rdole pronostique et influencer
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essentiellement la phase métastatique de la maladie. La survie globale métastatique était
augmentée de maniere significative chez les patients porteurs du SNP +936 C/C (médiane 46
mois vs 22 mois p =0,006). Le polymorphisme +936 conservait une valeur pronostique
indépendante en analyse multivariée. On retrouvait une tendance d’augmentation de la
survie sans progression en 1% ligne métastatique chez les patients porteurs du SNP +936

C/C vs +936 C/T (médiane 17 mois vs 8 mois p =0,12) mais non statistiquement significative.

Il. OBIJECTIFS DE L'’ETUDE

On manque actuellement de biomarqueurs pronostiques ou prédictifs. La survenue d’une
hypertension artérielle, d’'une protéinurie ou d’une toxicité cutanée joue un role prédictif
dans le carcinome a cellules claires traité par anti-angiogéniques (39, 40). Notre travail
consiste donc a déterminer sur une cohorte confirmatoire si certains polymorphismes du
VEGF sont des facteurs pronostiques dans le cancer du rein a cellules claires métastatique et

s’ils influent sur la réponse aux différents traitements anti-angiogéniques.
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lll. MATERIELS ET METHODES

A. Schéma de I’'étude

Ce travail a été mené au CHU de Tours. Les échantillons d’ADN étaient obtenus a partir de
prélévement sanguin veineux apres recueil du consentement éclairé du patient. A I'occasion
d’un bilan sanguin en consultation ou en hospitalisation, était prélevé un tube
supplémentaire (tube EDTA) pour I'analyse des polymorphismes du VEGF. Le consentement
de la personne était recueilli par écrit préalablement a la réalisation de |'examen, apres
qu'elle ait été diment informée de sa nature et de sa finalité. Le consentement mentionnait
la finalité de l'examen. Le patient pouvait bénéficier d’'un délai de réflexion de trois
semaines. Le protocole a recu un avis favorable du Comité de Protection des Personnes de la

région Centre.

Consultation ou hospitalisation dans le
service d’'oncologie médicale

Remise de la lettre d’information

Délai de réflexion: 3 semaines

Signature du consentement
1
1
1

Prélévement sanguin par une infirmiére
Ll

Acheminement au laboratoire d’immunologie du CHU
de Tours
T
1

Analyse des polymorphismes par technique de PCR

v

Transmissions des résultats au Professeur Linassier par
courrier

Figure 9 : Synthese des différentes étapes de I’étude.
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B. Criteres d’inclusion

Les critéres d’inclusion étaient :

histologie de carcinome a cellules claires (confirmée par néphrectomie ou biopsie
de rein ou métastase)

- maladie métastatique

traitée par anti-angiogénique de type bevacizumab, sunitinib, everolimus,
temsirolimus, sorafénib, axitinib, ou pazopanib

- homme ou femme >18 ans
N’étaient pas inclus, les patients traités par immunothérapie seule, les histologies papillaire

ou composante sarcomateuse et les patients mineurs.

C. Analyse des polymorphismes

L'analyse biologique était réalisée au sein du laboratoire d’immunologie du CHU de
Bretonneau, par Valérie Gouilleux.

Cinq polymorphismes du VEGF ont été étudiés -2549 D/I (rs35569394), -460C/T (rs833061), -
1154G/A (rs1570360), +405G/C —rs2010963) et +936C/T (rs3025039). Ces polymorphismes
sont fréquents dans la population générale, ils ont démontré un intérét dans diverses
pathologies tumorales et ont un lien avec la production de VEGF (31-33, 41). Ces différents
polymorphismes ont été analysés par deux techniques de PCR. La PCR-RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism) suppose que le polymorphisme modifie les sites de
restrictions et génere des fragments d’ADN différents en nombre et en taille. L'autre
technique est la PCR multiplex qui est I'amplification simultanée de plusieurs séquences
cibles dans un méme tube d’amplification, il existe alors une compétition d’affinité pour les
amorces qui varie selon le polymorphisme

Le SNP 4936 était analysé par technique de RFLP. Il s’agissait d’'une PCR suivie d’une
digestion enzymatique et d’'une électrophorése permettant en présence de témoins, de
définir la présence ou l'absence du site de restriction affecté par la substitution
nucléotidique. L'amplicon constitué de 192pb était digéré par Nla Ill en 2 fragments de 112
et 76 paires de bases pour I'alléele T et non digéré pour I'alléle C.

Il s’agissait de la méme méthode d’analyse pour les polymorphismes +405 et -460.
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La méthode de détermination du polymorphisme -2549 était une PCR suivie directement

d’une électrophorése permettant de définir la présence ou |'absence de linsertion.

L'amplicon était constitué de 230 pb pour 'allele | ou 212 pb pour I'alléle D.

Le SNP -1154 était analysé en utilisant une PCR en duplex. L'amplicon était ainsi constitué de

130 pb pour l'alléle A et de 152 pb pour 'alléle G.

Position SNP Fréquence Taille Enzyme de alleles Taille
allele dans la amplicon restriction fragments
pop (pb) ADN (pb)
-2549 D->I 0,55 0,45 212/230 / D 212
rs 35569394 I 230
-1154 G—>A 0,67 0,37 152/130 / G 152
rs 1570360 A 130
-460 C->T 0,47 0,53 174 Bst Ul C 153/21
rs 833061 T 174
+405 G->C 0,71 0,29 306 Bsm FI G 204/98
rs 2010963 C 306
+936 C->T 0,84 0,16 192 Nla C 192
rs 3025039 T 112/76

Tableau 4: Caractéristiques des techniques de PCR, des conditions de réactions et des fréquences alléliques

D.

Analyse statistique

(31, 35, 42, 43)

L’analyse a été réalisée grace au logiciel IBM SPSS statistics version 20. La date de point est le

5 décembre 2013.

o,

< Une premiére analyse descriptive a été conduite permettant d’évaluer les

caractéristiques de la population étudiée (age, sexe ratio, ECOG, score pronostique, nombre

de sites métastatiques...). La répartition de la population a été calculée selon les effectifs et

pourcentages.
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Nous avons vérifié le postulat d’Hardy-Weinberg qui soutient que les fréquences
génotypiques a un locus donné demeurent constantes de génération en génération si les
cing conditions suivantes sont respectées :

- la population est de grande taille

- il n’y a pas de sélection naturelle

- il n'y a pas de mutation

- il n’y a pas de migration, c’est-a-dire qu’aucune copie allélique n’est apportée de

I'extérieur
- les unions sont aléatoires, le choix d’un partenaire ne dépend pas de son
génotype.

L’écart par rapport a la loi de Hardy-Weinberg était estimé par le test khi 2 de Pearson, en
comparant la structure des fréquences génotypiques obtenues a partir des données
observées, aux fréquences calculées selon la loi de Hardy-Weinberg. Le test de khi 2 était un
test a un degré de liberté (ddl). Le seuil de signification a 5% du khi 2, pour 1 ddl était a 3,84.
<> Une analyse de survie a été réalisée par la méthode de Kaplan et Meier (44). La
comparaison des courbes de survie a été faite grace au test du Log Rank (45). La survie
globale est définie par le délai entre la date du diagnostic de carcinome rénal et la date de
déceés. La survie globale métastatique est définie par le délai entre la date d’apparition des
métastases et la date de déces. La survie sans métastase est définie par délai entre la date
de diagnostic du carcinome rénal et I'apparition des premieres métastases. La survie sans
progression est caractérisée par le délai entre la date de début d’une ligne thérapeutique et
la date de progression radiologique selon les criteres RECIST 1.1 (46). Une analyse
multivariée a également été faite utilisant le modele de Cox (47) en ajustant selon les
variables pronostiques déja connues dans le carcinome rénal tel que le score de Heng et ses
différentes composantes. Cette analyse a intéressé les covariables qui présentaient un p< 0,2

en analyse univariée.
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Figure 10 : Schéma explicatif des survies analysées dans I'étude
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IV. RESULTATS

A. Caractéristiques de la population

Cinquante neuf patients ont été inclus. L’age médian était de 62 ans avec des extrémes de
35 ans a 82 ans. Le sexe ratio était de 2/1 pour les hommes. L’état général des patients était
plutdt bon au diagnostic avec un ECOG a 1 pour 52% des patients.

Trente quatre patients présentaient un pronostic intermédiaire selon le score de Heng,
quinze un bon pronostic et neuf un mauvais.

Quarante quatre (75%) patients ont eu une néphrectomie.

Trente quatre patients étaient d’emblée métastatiques au moment du diagnostic. Chez les
patients non métastatiques au diagnostic, le délai médian d’apparition de localisations
métachrones était de 19,4 mois. Quarante trois patients avaient au moins deux sites
métastatiques (28 patients= 2sites, 10= 3 sites, 4= 4 sites, 1= 6 sites). Quarante cinqg patients
présentaient des métastases pulmonaires et 19 patients des métastases osseuses.

Quarante trois patients ont recu du sunitinib en 1% ligne de traitement métastatique, 11

patients du sorafenib, 4 patients de I'everolimus et un patient du temsirolimus. (Tableau 5)

B. Répartition des polymorphismes

Cing polymorphismes ont été étudiés. Concernant le polymorphisme +936, on pouvait noter
I’absence de génotype T/T et une majorité de C/C.

La répartition des différents polymorphismes était identique a celle d’'une population
témoins de 200 patients donneurs volontaires de I'EFS de Tours. Concernant le postulat
d’Hardy Weinberg, les différentes valeurs du khi 2 obtenues étant inférieures a 3,84, notre

population suivait la loi de Hardy-Weinberg. (Tableau 6)
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Effectifs (N) Pourcentage

Age médian 62 (35-82)
Sexe (total) 59

Masculin 43 73%
Féminin 16 27%
ECOG

0 23 39%
1 31 52%
2 3 5%
3 2 4%
Score de Firhmann

2 17 29%
3 23 39%
4 9 15%
Données manquantes 10 17%
Métastatique au diagnostic 34 57,6%
Néphrectomie 44 74,6%
Nbr de sites métastatiques

1 16 27%
2 28 47%
3 10 17%
4 4 7%
6 1 2%
Sites métastastatiques

Hépatiques 12 20%
osseuses 19 32%
pulmonaires 45 76%
Score pronostique Heng

bon 15 25%
intermédiaire 25 58%
mauvais 9 15%
Données manquantes 1 2%
1% ligne de traitement

sunitinib 43 73%
sorafenib 11 18%
everolimus 4 7%
temsirolimus 1 2%

Tableau 5 : Caractéristiques de la population étudiée. Les variables quantitatives sont exprimées en effectifs et
pourcentage. Les variables qualitatives sont calculées en médiane avec leur intervalle de confiance a 95%.
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SNP Patients (n=59) Khi 2
+405 1,38
C/G 26 (44,1%)

G/G 28 (47,5%)

c/C 5 (8,5%)

-460 T/C 0,19
T/T 18 (30,5%)

T/C 28 (47,5%)

c/C 13 (22%)

-2549 3,42
I/D 24 (40,7%)

D/D 17 (28,8%)

I/ 18 (30,5%)

-1154 2,14
A/G 22 (37,3%)

G/G 29 (49,2%)

A/A 8 (13,6%)

+936 2,84
c/T 17 (28,8%)

c/C 42 (71,2%)

T/T 0 (0%)

Tableau 6 : Répartition des polymorphismes du VEGF dans la population étudiée.

C.  Analyse de survie univariée

Le recul médian par rapport au début du traitement était de 22,4 mois (intervalle de 1,28 a
97,4 mois).
1. Survie globale

La survie globale était évaluée a 76,7 mois (IC95% : 45,7 - 107,7) pour les patients ayant le
polymorphisme +936 C/C et 26,5 mois (IC95% : 16,7 - 36,3) pour les patients porteurs du SNP
+936 C/T (p=0,021).
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Figure 11 : Courbe de survie globale en fonction du SNP +936C/T.

La survie globale ne variait pas de maniere significative en fonction des 4 autres SNPs
analysés. Le score de Heng et I'état général influencaient de maniere significative la survie
globale. Le taux d’hémoglobine, de plaguettes et de neutrophiles semblaient influer sur la
survie globale mais de maniéere non significative. Ces différents taux sont des marqueurs de

I'inflammation et sont inclus dans le score de Heng (Tableau 7).
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covariables Survie globale p

(mois)
SNP +936 0,021
c/C 77
c/T 26
SNP +405 0,61
C/G 51
G/G 72
c/c 19
SNP -460 0,24
T/T 50
T/C 48
c/C 95
SNP -1154 0,81
A/G 71
G/G 51
A/A 29
SNP -2549 0,21
I/D 40
D/D 51
1/1 95
Score de Heng 0,001
Bon 101
Intermédiaire 46
Mauvais 22
ECOG 0,059
<1 72
>1 22
Taux Hb 0,136
H>13;F>12 77
H<13;F<12 36
Calcémie
<2,6 71 0,227
>2,6 19
Neutrophilie 0,163
< 7500 72
>7500 26
Plaquettes 0,072
<450 000 72
>450 000 22
Firhmann 0,58
<2 50
>2 71

Tableau 7 : Survie globale (médiane) selon les autres variables
P calculé selon la méthode le log rank




2. Survie globale métastatique

La survie globale métastatique était de 22 mois (IC95% : 11,4 — 32,6) pour les patients ayant
le polymorphisme +936 C/T et 67,1 mois (IC95% : 34,5 — 99,6) pour ceux ayant uniquement
I'allele C (p=0,006).
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Figure 12: Courbe de survie globale métastatique selon le SNP +936C/T.

Les quatre autres polymorphismes du VEGF n’influengaient pas de maniere significative la
survie globale métastatique. Le score de Heng ainsi que le taux de polynucléaires
neutrophiles influencaient la survie globale métastatique (Tableau 8). Les autres variables du
score de Heng (ECOG, calcémie, taux d’hémoglobine et plaquettes) n’influaient pas sur la

survie globale métastatique.
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covariables Survie globale p
m éta (mois)

SNP +936 0,006

c/C 67

c/T 22

SNP +405 0,26

C/G 46

G/G 67

c/c 17

SNP -460 0,19

T/T 29

T/C 46

c/C 72

SNP -1154 0,56

A/G 46

G/G 46

A/A 29

SNP -2549 0,26

I/D 40

D/D 31

1/1 72

Score de Heng 0,04

Bon 75

Intermédiaire 46

Mauvais 22

ECOG 0,15

<1 47

>1 22

Taux Hb 0,45

H>13;F>12 72

H<13;F<12 29

Calcémie 0,35

<2,6 46

>2,6 15

Neutrophilie 0,04

< 7500 61

>7500 21

Plaquettes 0,19

<450 000 46

>450 000 22

Firhmann 0,63

<2 47

>2 46

Tableau 8 : Survie globale métastatique (médiane) selon les autres variables
P calculé selon la méthode du log rank



3. Survie sans métastase

La médiane de la survie sans métastase était de 0 car 34 patients (59%) étaient d’emblée
métastatiques au diagnostic. Nous avons donc calculé une moyenne.

Il n’y avait pas de différence en terme de survie sans métastase selon le polymorphisme
+936 C/T (p=0,69). La moyenne de survie sans métastase était de 14,7 mois pour les patients
ayant le génotype +936 C/T vs 16,4 mois pour ceux porteurs du SNP +936 C/C.

Chez les patients non métastatiques au diagnostic, le polymorphisme +936 n’influencait pas
de maniére significative la survie sans métastase. La médiane de SSM était de 20,1 mois pour

les patients ayant le SNP +936 C/C vs 6,1 mois pour les patients ayant le SNP +936 C/T

(p=0,95).
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Figure 13 : Courbe de survie sans métastase en fonction du SNP + 936 C/T (a) chez les patients non
métastatiques au diagnostiques, (b) chez tous les patients de I’étude.

L’analyse des autres polymorphismes ne montrait aucune différence significative concernant

la survie sans métastase.
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4. Survie sans progression 1° ligne métastatique

Le polymorphisme +936 influencait également de maniére significative la survie sans
progression en 1% ligne de traitement. Ainsi, les patients porteurs du SNP +936 C/C avaient
une SSP1L de 18,4 mois (IC95: 8,7 - 28,1) et les patients présentant le SNP +936 C/T de 7,9
mois (IC 95: 5,1 - 10,9). p= 0,005

p=0,005

0,58

+H36CIC

0,47 +936 CT

Survie sans progression

oo 1 T T T T
i} 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

Mois

Figure 14 : Courbe de survie sans progression en 1% ligne métastatique en fonction du SNP +936C/T.

Concernant les autres polymorphismes, il n’a pas été montré de différence significative. Le
score de Heng n’influencait pas de maniere significative la survie sans progression.
Cependant, certaines variables du score de Heng, notamment le taux d’hémoglobine et de
neutrophiles semblent influer sur la survie sans progression. De méme, la survie sans
progression variait selon le score de Firhmann mais de maniére non statistiquement

significative. (Tableau 9)
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covariables Survie sans p
progression 1%
ligne méta (mois)
SNP +936 0,005
c/C 22
C/T 8
SNP +405 0,69
C/G 23
G/G 17
c/C 7
SNP -460 0,81
T/T 14
T/C 17
c/C 19
SNP -1154 0,51
A/G 18
G/G 21
A/A 10
SNP -2549 0,99
I/D 12
D/D 23
1/I 18
Score de Heng 0,42
Bon 22
Intermédiaire 13
Mauvais 12
ECOG 0,68
<1 19
>1 17
Taux Hb 0,19
H>13;F>12 19
H<13;F<12 12
Calcémie 0,92
<2,6 17
>2,6 7
Neutrophilie 0,05
<7500 19
>7500 8
Plaguettes 0,84
<450 000 17
>450 000 21
Flirhmann 0,29
<2 22
>2 12

Tableau 9: Survie sans progression (médiane) en premiére ligne métastatique selon les autres variables
P calculé selon la méthode log rank



D. Analyse de survie multivariée
1. Survie globale

En analyse univariée, la survie globale était deux fois plus importante chez les patients
présentant le polymorphisme +936C/C comparé a ceux qui avaient le SNP +936C/T. De
méme, le score de Heng influengait de maniere significative la survie globale. Cependant,
aprés ajustement selon le score de Heng, les patients présentant le SNP +936C/C
conservaient un bénéfice en survie globale, mais qui n’était plus statistiquement significatif.

Hazard ratio 1,9 (IC 95%: 0,92 - 3,96). (Tableau 10)

Facteur de Nombre de Survie globale Hazard ratio Hazard ratio
risque déces (%) (1C95) (1C95) ajusté selon
Heng (1C95)
Score de Heng Bon 6 (18%) 101,9 (4,7 -107) 3,08 (1,6-5,9)
Intermédiaire 22 (67%) 46,1 (21-70,9)
Mauvais 5 (15%) 22 (14,2-29,7)
+936 c/C 21 (63%) 76,7 (4,7-199) 2,28(1,6-5,9) 1,9 (0,92 - 3,96)
C/T 12 (36%) 26,5 (16,7 - 36)

Tableau 10: Hazard ratio et survie globale selon le polymorphisme +936C/T en analyse multivariée.

2. Survie globale métastatique

Le score de Heng et le polymorphisme +936C/T influencaient de maniére significative la
survie globale métastatique en analyse univariée. Elle était évaluée respectivement a 22
mois, 46 mois et 75 mois pour les groupes de mauvais, intermédiaire er bon pronostique.
Ces deux facteurs étaient des facteurs pronostiques indépendants en analyse multivariée. Le

hazard ratio ajusté selon le score de Heng était de 2,25 (IC 95% : 1,08 - 4,7). (Tableau 11)
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Facteur de Nombre de Survie globale Hazard ratio Hazard ratio
risque déces (%) métastatique (1C95) ajusté selon
(1C95) Heng (1C95)
Score de Heng Bon 6 (18%) 75,4 (20 - 130) 2,11(1,11-4,0)
Intermédiaire 22 (67%) 46,1 (24 - 68)
Mauvais 5 (15%) 22,1(13-31)
+936 c/C 21 (63%) 67,1 (34 - 99) 2,66 (1,29 -5,5) 2,25(1,08-4,7)
C/T 12 (37%) 22,1 (11 -33)

Tableau 11 : Hazard ratio et survie globale métastatique selon le polymorphisme +936C/T en analyse
multivariée.

3. Survie sans progression 1% ligne de traitement

En analyse univariée le score de Heng n’était pas statistiquement significatif. Nous avons

donc intégré dans I'analyse multivariée des composantes de ce score (taux d’hémoglobine et

polynucléaires neutrophiles) qui semblent influencer la survie sans progression. Nous

n’avons pas intégré le score de Fuhrmann car il existait trop de données manquantes.

Le polymorphisme +936 C/C conservait une valeur pronostique indépendante en analyse

multivariée en tenant compte du taux d’hémoglobine et de polynucléaires neutrophiles avec

un hazard ratio ajusté selon ces données biologiques a 2,9 (IC95% : 1,4 - 6,1). (Tableau 12)

Facteur de Nombre de Survie sans \ Hazard ratio Hazard ratio
risque d’événements (%) progression 1°¢  (1C95) ajusté selon Hb et
ligne (1C95) PNN (1C95)
Taux d’Hb H>13;F>12 19 (51%) 19,4 (6 - 32) 1,5(0,8-2,9)
H<13;F< 12 18 (49%) 12 (2 -22)
Neutrophiles PNN< 7500 28 (76%) 19,4 (13 - 26) 2,1(0,97 - 4,6)
PNN> 7500 9 (24%) 8,5 (4 -13)
+936 c/C 25 (66%) 22,1 (13-31) 2,63 (1,3-5,3) 29(1,4-6,1)
Cc/T 13 (34%) 7,9 (3-13)

Tableau 12: Hazard ratio et survie sans progression en 1% ligne de traitement selon le polymorphisme +936C/T

en analyse multivariée.
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V. DISCUSSION

Dans cette analyse rétrospective, notre objectif était d’étudier 'impact des polymorphismes
du VEGF ayant démontré un intérét en pathologie tumorale, en tant que facteur
pronostique du cancer du rein métastatique a cellules claires. Nous avons observé une
association significative entre le polymorphisme +936 et la durée de la phase métastatique
du carcinome rénal a cellules claires.

Les patients porteurs du SNP +936 C/C avaient une médiane de survie globale
significativement supérieure a celle des patients porteurs du SNP +936 C/T (77 mois vs 26
mois p=0,021). Cette augmentation de la survie globale était indépendante de la durée de la
survie sans métastase mais était liée a une augmentation de la survie globale en phase
métastatique et notamment de la survie sans progression en 1 lighe de traitement. Les
patients porteurs du SNP +936 C/C avait une survie globale métastatique de 67 mois vs 22
mois pour les patients porteurs du SNP +936 C/T (p=0,006). Les autres SNPs n’avaient pas de
valeur pronostique. Parmi les autres facteurs pronostiques analysés, le score de Heng
influencait la survie globale métastatique et non la survie sans progression. En analyse
multivariée le polymorphisme +936 conservait une valeur pronostique indépendante tant
sur la survie globale métastatique que sur la survie sans progression mais pas sur la survie
globale.

Dans notre analyse, on confirme l'intérét du score de Heng comme facteur pronostique sur
la survie dans le carcinome rénal métastatique a cellules claires. Ce score n’a pas été
développé pour prédire la survie sans progression mais en tant que facteur pronostique sur
la survie globale en phase métastatique (15). Dans notre étude, le SNP +936 C/C influencait
la survie globale en phase métastatique indépendamment du score de Heng, mais
également la survie sans progression. Il augmentait la durée de survie et notamment la
durée de vie en phase métastatique. Le SNP +936 C/T semble donc étre un marqueur associé

a I'agressivité de la tumeur lors de la phase métastatique et donc un facteur pronostique.
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A. Role pronostique des polymorphismes du VEGF

Notre travail est la premiére étude a montrer un probable lien entre le SNP +936 C/T et la
survie globale métastatique du cancer du rein. Ce polymorphisme pourrait étre un marqueur
pronostique. L'allele T du SNP +936 semble étre associé a une tumeur plus agressive ce qui
pourrait s’expliquer par une possible interaction avec I'angiogénese et le type de VEGF
circulant.

Le SNP +936 C/T semble étre également impliqué dans d’autres pathologies cancéreuses.
Ainsi Kim et al. en 2008 (48), ont analysé l'influence des SNPs du VEGF sur la survie globale
de 445 patients présentant un cancer colo rectal opéré non métastatique et n’ayant pas recu
de traitement complémentaire. Ills ont démontré que les patients porteurs du SNP +936C/C
avaient une survie globale améliorée par rapport aux patients qui ont l'allele T. De méme,
Bradbury et al. (49) en 2009 ont analysé I’évolution de 361 patients présentant un cancer de
I’cesophage tout stade confondu. Les patients porteurs du SNP +936 C/T avaient une survie
globale améliorée (38 mois vs 25 mois, p =0,04), ces résultats restaient statistiqguement
significatif en analyse aprés ajustement selon I'age, le sexe, I'état général et le stade
tumoral.

D’autres SNPs du VEGF et du VEGFR semblent également intéressants en tant que facteurs
pronostiques de pathologies tumorales.

En 2013, Scartozzi et al.(50) ont montré que les patients porteurs des polymorphismes -460
T/T, +405 C/C et -2578 C/C, avaient une survie globale diminuées lorsqu’ils recevaient du
sunitinib en premiére ligne métastatique. Seul le SNP -460 T/T restait significatif en survie
globale lors de I'analyse multivariée. De méme, Van der Veldt en 2011 a établi un lien entre
les SNPs 1718 A/A, A/T du VEGFR2 et une survie globale augmentée chez des patients
également traités par sunitinib en premiére ligne métastatique (51). En 2008, Schneider et
al. (33) ont examiné la relation entre différents SNPs du VEGF et |'efficacité du traitement
par paclitaxel + bevacizumab chez 363 patientes atteintes d’un cancer du sein métastatique.
Les résultats ont montré un lien entre le génotype -2578 A/A du VEGFA, la présence de
I'allele A au niveau -1154 et une survie globale améliorée chez les patientes recevant la

bithérapie.
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B. Role prédictif de réponse des polymorphismes du VEGF

Dans notre étude, il existait également une augmentation de la survie sans progression chez
les patients ayant I'alléle T du SNP +936. On pourrait discuter un réle prédictif de réponse
aux traitements anti-angiogéniques car ces SNPs semblent influer sur le taux de VEGF
circulant et sur les différents isoformes (pro et anti angiogéniques). (28, 42)

Xu et al. en 2011 (52), en analysant la population de trois essais cliniques différents, ont mis
en évidence un lien entre les SNP -2578 A/C, -1498 C/T, -634 G/C et le taux de réponse au
pazopanib. Il n’est pas établi de relation avec le SNP +936 C/T.

En termes de toxicité, Garcia-Donas et al.(53) ont établi un lien entre le SNP +405 et la
survenue d’'une hypertension artérielle chez les patients traités par sunitinib. Or, il existe un
lien entre la survenue d’'une HTA sous sunitinib et I’évolution de la maladie. Les SNPs du
VEGF pourraient donc étre des biomarqueurs intéressants de réponse aux traitements anti-
angiogéniques.

Les SNPs du VEGF en tant que facteurs prédictifs semblent également étre intéressants dans
d’autres pathologies tumorales. En 2011, Grimaldi et al. (54) ont analysé I'évolution de 137
patientes présentant un carcinome mammaire métastatique en 1% ligne de chimiothérapie
associée a du bévacizumab. Ils ont montré un lien entre le SNP +936 C/C et une durée
jusqu’a la progression diminuée. L’analyse d’autres SNPs (-2578 C/A, -1498 T/C, -1154 G/A et
-634 G/C) n’étaient pas contributive. Hansen et al. en 2011, (32) ont analysé I"évolution
tumorale de 72 patients présentant un cancer colorectal métastatique traités en 1% ligne
par capécitabine et oxaliplatine. Il existait un lien entre les SNPs -2578 C/T et -405 C/G et la

survie sans progression.
Les données de la littérature ne sont pas toujours concordantes et il est difficile d’identifier

avec certitude des polymorphismes précis, comme facteur pronostique ou prédictif dans le

carcinome rénale métastatique.
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C. Mécanismes possibles impliquant les SNPs dans la réponse aux
traitements et dans le pronostique tumoral

Les différents SNPs du gene du VEGF peuvent influencer I'expression du VEGF a différents
niveaux: type d’épissage alternatif, taux de sécrétion du VEGF, formes de VEGF sécrétées
(VEGF-Axxxb anti-angiogénique ou VEGF-Axx pro-angiogénique)

L’allele T du SNP +936C/T est associé a une baisse de la production de VEGF (42). A I'inverse
I’alléele G du SNP -1154G/A est quant a lui associé a une augmentation de la production du
VEGF (55). De méme l'allele T du SNP -460C/T est associé in vitro a l'activation du
promoteur du géne (56). Concernant les deux autres polymorphismes -2578C/A et +405G/C
une augmentation et une baisse du taux de VEGF peuvent y étre associées.

Cependant, ces études sont a moduler en fonction de la régulation complexe du VEGF. Tout
d’abord, a partir de I'épissage alternatif de 'ARNm du VEGFA, il existe deux familles de
protéines qui se nomment VEGF-Axxx (ayant un rble pro-angiogénique) et VEGF-Axxxb
(ayant un role anti-angiogénique) (28). De plus, une partie importante du VEGF est liée a la
matrice extra cellulaire, la fraction circulante dosable refléte les isoformes de bas poids
moléculaires et les fractions digérées par les protéases lors de la dégradation de la matrice
extra cellulaire. Il existe probablement un réle important autocrine et paracrine non reflétée

par la fraction circulante du VEGF (57).

D. Points forts de notre étude

Les patients porteurs du SNP +936C/C avaient une survie globale métastatique et une survie
sans progression améliorées de maniere significative par rapport aux patients qui ont le SNP
+936C/T. Ce SNP conservait une valeur pronostique indépendante en analyse multivariée. Le
score de Heng influe sur la survie dans le cadre du carcinome a cellules claires métastatique,
ce qui est confirmé dans notre travail. Ce score, a I'inverse du SNP +936, n’influencait pas la
survie sans progression. Le SNP +936 semble donc étre un facteur pronostique de la maladie
métastatique. Dans notre analyse statistique nous avons sélectionné le score de Heng car il a
été établit chez des patients traités par anti-angiogéniques qui restent la base de la prise en

charge du carcinome rénal métastatique. En effet, le score de Motzer a été établit pour les
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malades traités par INFa, et le score francais du groupe d’immunothérapie concerne
uniguement les traitements pas cytokines.

Notre étude s’est portée sur I'analyse de patients européens d’origine caucasienne. Les
polymorphismes génétiques sont différents selon les origines ethniques des patients. Notre
population était homogéne. De méme, nous n’avons inclus que des carcinomes a cellules
claires, qui est I'histologie la plus fréquente du cancer du rein et la mieux connue.

Les polymorphismes sélectionnés dans notre étude ont été analysés dans d’autres
pathologies tumorales et parfois avec une influence importante sur I'histoire de la maladie
(32, 33, 48). Leurs analyses dans la pathologie rénale semblent donc pertinentes.

A notre connaissance, il s’agit de la premiére étude qui a mis en évidence le SNP +936C/T en
tant que facteur pronostique du carcinome rénal métastatique.

Le mode d’analyse des différents SNPs du VEGF est une technique aisée. En effet, un
préléevement sanguin aprés accord du patient permet d’avoir I'échantillon. Les deux
techniques de PCR (RFLP et multiplex) sont bien connues, reproductibles et valides. Elles
sont effectuées au sein d’un laboratoire de recherche clinique, sont utilisées en pratique

courante et sont peu colteuses.

E. Points faibles de notre travail

Notre échantillon est de petite taille (n=59). Il s’agit également d’une étude rétrospective
unicentrique et donc soumise a de possibles biais liés a la multiplication des tests. De plus les
différences de séquences des traitements anti-angiogéniques peuvent influer sur la survie
globale.

Les études citées précédemment soulignent I'intérét de I'analyse d’autres polymorphismes
et notamment du VEGF-R2. Le récepteur au VEGF est au cceur du processus de
néoangiogénése du carcinome rénal a cellules claires. Analyser ses différents SNPs

pourraient peut étre permettre d’isoler de nouveaux facteurs pronostiques.
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VI. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Les polymorphismes du VEGF et du VEGFR sont au coeur de nombreux travaux de recherche.
L’étude de cinq polymorphismes du VEGF chez 59 patients présentant un cancer du rein
métastatique, a permis d’identifier le SNP +936C/C comme probable facteur de bon
pronostique. La présence de ce SNP semble améliorer la durée de la période métastatique.
Ces résultats sont a confirmer sur un échantillon plus important ou dans le cadre d’une
étude prospective.

Les SNPs du VEGF pourraient contribuer a I’élaboration d’un nouveau score pronostique
dans le cadre des carcinomes rénaux a cellules claires métastatiques traités par anti-
angiogéniques. Le score de Heng, actuellement disponible dans le carcinome rénal
métastatique a cellules claires, est développé sur des données cliniques et biologiques.
Intégrer des facteurs génétiques dans un score pronostique pourrait améliorer la prise en
charge thérapeutique.

Les perspectives d’un tel travail sont particulierement importantes car elles permettraient a
I'avenir de dépister les patients de bon pronostic et peut étre d’envisager un traitement
adapté moins lourd et donc moins toxique. Identifier des marqueurs génétiques pour une

médecine personnalisée.
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Coordonateur
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Investigateurs
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Num eudraCT
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Justification
Contexte

Le géne du VEGF-A (réle dans I'angiogénéese sanguine) est localisé sur le
chromosome 6p21.3. |l est constitué de 8 exons et 7 introns. Le
polymorphisme de nucléotide simple (SNP), résulte de la modification d’un
seul nucléotide dans un gene sans conséquence clinique ou pathologique.
Une cinquantaine de SNPs ont été décrit pour le gene du VEGF. Cing SNPs
sont particulierement décrits -2549 1/D, -1154 G/A, -460 T/C dans la région
promotrice, +405 G/C dans la région non transcrite 5’ et +936 C/T dans la
région non transcrite 3’. Bruyere et al. en 2010 ont analysé ces 5
polymorphismes du VEGF chez 202 individus contrbles et 51 patients
présentant un cancer du rein et ont montré que le polymorphisme -460 C/T
influencait le risque de survenue du cancer du rein.

Nous avons repris la population étudiée dans I'étude du CHU de Tours
dirigée par F. Bruyere. Nous avons actualisé notre population en
sélectionnant les patients qui ont développé une maladie métastatique et
pour laquelle un traitement anti-angiogénique a été instauré. Nous n’avons
pas refait d’analyse biologique.

Une étude préliminaire a été effectuée chez ces 37 patients sélectionnés.
La survie globale était significativement meilleure chez les patients
porteurs du SNP +936 C/C par rapport au SNP+936 C/T (médiane 71 mois vs
26 mois p= 0,023). La survie globale métastatique était également
augmentée de maniere significative chez les patients porteurs du SNP +936
C/C (médiane 46 mois vs 22 mois p=0,006). Le polymorphisme +936
conservait une valeur pronostique indépendante en analyse multivariée
tant sur la survie globale que sur la survie globale métastatique.

Objectif
principal

Déterminer sur une cohorte confirmatoire si certains polymorphismes du
VEGF sont des facteurs pronostiques sur la survie globale dans le cancer du
rein a cellules claires métastatique.

Objectifs
secondaires

Déterminer si certains polymorphismes du VEGF influent la phase
métastatique et donc la survie globale métastatique et la survie sans
progression en premiéere ligne de traitement anti-angiogénique. Evaluer
I'influence des polymorphismes sur la maladie non métastatique.
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Critere de

Survie globale

jugement
principal
Méthode Analyse rétrospective et prospective confirmatoire
Bi-centrique : CHU Bretonneau, Hopital Européen Georges Pompidou
Critéres Histologie : carcinome rénal a cellules claires confirmé sur piece de
d’inclusion néphrectomie ou biopsie de rein ou métastase
Maladie métastatique
Traitements par des agents anti-angiogéniques (sunitib, bevacizumab,
everolimus, axitinb, temsirolimus et sorafenib)
Criteres de Autres histologies: papillaire, composante sarcomateuse

non inclusion

Traitement par immunothérapie seule

Procédure

Les patients sont identifiés lors d’une consultation ou hospitalisation dans
le service d’oncologie médicale. Sont inclus tous les patients suivis pour un
carcinome rénal a cellules claires métastatique, traités par anti-
angiogéniques.

Les échantillons d’ADN sont obtenus a partir de préléevement sanguin
veineux apres recueil du consentement éclairé du patient. A I'occasion d’un
bilan sanguin en consultation ou en hospitalisation, est prélevé un tube
supplémentaire pour [|'analyse des polymorphismes du VEGF. Le
consentement de la personne est recueilli par écrit préalablement a la
réalisation de I'examen, aprés qu'elle ait été didment informée de sa nature
et de sa finalité. Le patient peut bénéficier d’un délai de réflexion de
plusieurs jours a trois semaines.

L'analyse biologique est réalisée au sein du laboratoire d'immunologie du
CHU de Bretonneau. Cing polymorphismes du VEGF sont étudiés : -2549 D/I
(rs35569394), -460C/T (rs833061), -1154G/A (rs1570360), +405G/C -
rs2010963) et +936C/T (rs3025039). Il s’agit de la méme analyse biologique
que I'étude de 2010.

L'analyse statistique est réalisée grace au logiciel IBM SPSS statistics version
20. Une premiere analyse descriptive est conduite permettant d’évaluer les
caractéristiques de la population étudiée. Une analyse de survie est ensuite
réalisée par la méthode de Kaplan et Meier. La comparaison des courbes de
survie est faite grace au test du Log Rank. Une analyse multivariée est
également faite utilisant le modéle de Cox en tenant compte du score de
Heng. Cette analyse intéresse les variables statistiqguement significatives en
analyse univariée.

Nombre de
patients

Dans la cohorte de patients de I'étude de Bruyére et al., la probabilité de
survie a 26 mois, estimée selon la méthode de Kaplan-Meier, était de 32%
dans le groupe de patients porteurs de I'haplotype CC et de 73% dans le
groupe avec haplotype GC. La fréquence des haplotypes CC et GC dans
I'ensemble de la cohorte étaient de 30% et 70% respectivement. Le calcul
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des effectifs a été réalisé selon la méthode proposée par Freedman, en
utilisant la méthode stpower du logiciel Stata version 12. Les conditions de
calcul étaient les suivantes : test bilatéral,

S$1=0.60 S2= 0.35, risque alpha=0.05, risque beta=0.8, hazard ratio = 2.05.
Le nombre total de patients a inclure est de 123 (86 dans le groupe GC et
37 dans le groupe CC). L'analyse sera réalisée aprés survenue de 59
événements.

Durée de la Début d’inclusion : 1/4/2014

recherche Fin d’inclusion : 1/4/2016
Retombées Les SNPs sont susceptibles de représenter un bio marqueur important
attendues pouvant expliquer dans une certaine mesure des variations de réponses

inter individuelles. Ils constituent une approche intéressante dans la
recherche de médecine personnalisée.

Les SNPs pourraient étre intégrés dans un nouveau score pronostique du
carcinome rénal métastatique prenant en compte des données génétiques.
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. INTRODUCTION

A. Généralités

Le cancer du rein représente 2 a 3% des tumeurs malignes de I'adulte ce qui correspond en
France a pres de 8000 nouveaux cas chaque année. |l est responsable de 2500 déces par an
en France. Dans 70 a 80% des cas, il s’agit de tumeurs a cellules claires hypervascularisées
en lien avec une inactivation du géne suppresseur de tumeur le Von Hippel Lindau induisant
une activation du systéme du VEGF. Plus rarement il s’agit de tumeur papillaire (10 a 20%)
ou de tumeur chromophobe (5%). Un tiers des patients est diagnostiqué d’emblée au stade
métastatique, et, parmi les patients présentant une forme localisée, environ 30% vont
développer des métastases.
Au stade métastatique il existe plusieurs scores pronostiques. Le score de Motzer et le score
frangais d'immunothérapie ont été développés chez des patients traités par cytokines :
interleukine 2 et interféron alpha. Récemment, d’aprées I'analyse de 645 patients, Heng et al.
établissent un nouveau score pronostique chez les patients présentant un cancer du rein
métastatique traités par anti-angiogéniques.
Ainsi les patients sont classés en 3 groupes selon 6 variables :

- Taux d’hémoglobine < N

- Calcémie >N

- Indice de Karnofsky < 80%

- Polynucléaires neutrophiles > N

- Plaquettes >N

- Durée entre diagnostic et début des traitements < 1lan
Le cancer du rein métastatique est chimiorésistant. Jusqu’a 2005, le traitement standard est
I'immunothérapie avec l'utilisation de deux cytokines l'interleukine 2 et l'interféron a.
Depuis 2006, le traitement du carcinome rénal métastatique repose sur les thérapies ciblées
a visée anti-angiogénique : inhibiteurs de tyrosine kinase actifs sur le VEGF et VEGFR et des
inhibiteurs de mTOR. Ces différents traitements ont pour cible principale le VEGF et son

récepteur, ils ont une efficacité et un taux de toxicité tres variables en fonction des patients.
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B. Importance de I'angiogénése dans le cancer du rein a cellules

claires

Le cancer du rein a cellules claires est une tumeur hypervascularisée avec une angiogénese
importante. Une des mutations précoces identifiées dans son développement concerne le
géne suppresseur de tumeur Von Hippel-Lindau (VHL). L’inactivation du géne VHL (double
mutation inactivatrice) induit une séquence de transcription de plusieurs géenes impliqués
dans l'angiogénése et la prolifération cellulaire. Ces génes sont le vascular endothelial
growth factor (VEGF), le platelet derived growth factor (PDGF) ou encore le transforming
growth factor (TGF a). Le VEGF qui se lie a un des différents isomeres du récepteur au VEGF
est I'élément clé de I'angiogénése en induisant la migration des cellules endothéliales, leur
prolifération et leur survie.

Le géne du VEGF-A est localisé sur le chromosome 6p21.3. Il est constitué de 8 exons et 7
introns. Le polymorphisme de nucléotide simple (SNP), résulte de la modification d’un seul
nucléotide dans un géne sans conséquence clinique ou pathologique. Une cinquantaine de
SNPs ont été décrit pour le gene du VEGF. Cing SNPs sont particulierement décrits -2549
I/D, -1154 G/A, -460 T/C dans la région promotrice, +405 G/C dans la région non transcrite 5’

et +936 C/T dans la région non transcrite 3'.

ATG TGA
sue | e
Y
EXONS 1 L 2 3 4 -t & 78
-25490= -460C-T -;I:J:EQQ-G}A +405G>C {alias -634) 1;'_:!35[:391
rESESEIS  rsE330EL ralTog50 raIOIOBEE JFranrsoas

.,

Promuoter 5UTR FUTR

START  STOP

Figure 1 : gene du VEGF
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Bruyeére et al. en 2010 ont analysé 5 polymorphismes du VEGF chez 202 individus contréles
et 51 patients présentant un cancer du rein et ont montré que le polymorphisme -460 C/T
influencait le risque de survenue du cancer du rein. De méme en 2007 Kawai et al.
retrouvaient une association entre le polymorphisme -1154G/A et des tumeurs de plus
petite taille et de stade tumorale moins important. Le polymorphisme -2578C/A semblait
également associé a une invasion lymphatique moindre et une survie spécifique augmentée.
Kim et al. en 2010 ont montré une association significative entre le SNP -634 G/G et le

développement d’une hypertension artérielle sous traitement par sunitinib.

C. Polymorphisme du VEGF et autres cancers

De nombreuses études suggerent un possible lien entre des variations génétiques de la voie
de I'angiogénese et I’évolution globale de certains cancers. Ainsi, en 2010 Hansen et al. ont
analysé I'évolution de 72 cancers colo rectaux métastatiques traités par Xelox en premiere
ligne. Certains génotypes du VEGF notamment le -2578 A/A et C/C; -460 C/C et T/T; -405
G/G et C/C sont associés a un taux de réponse augmenté.

En 2008, Schneider et al. ont examiné la relation entre différents SNPs du VEGF et |'efficacité
du traitement par paclitaxel + bevacizumab chez 363 patientes atteintes d’un cancer du sein
métastatique. Les résultats ont montré un lien entre le génotype -2578 A/A du VEGFA, la
présence de l'allele A au niveau -1154 et une survie globale améliorée chez les patientes
recevant la bithérapie.

De méme, Kim et al. en 2008, en analysant 445 patients présentant un cancer colo rectal,
ont démontré que les patients porteurs du SNP +936C/C ont une survie globale améliorée

par rapport aux patients qui ont I'alléle T.
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Il. Objectifs de I'étude :

Le VEGF est au centre de la problématique du carcinome a cellules claires. Il existe une
importante variabilité inter individuelle au niveau du gene du VEGF (polymorphisme
nucléotidique simple). De plus, les thérapies actuelles ont pour cible le VEGF et son
récepteur. On fait également le constat de grandes variations de réponses aux différents
traitements avec des degrés de toxicité trés variables. Notre travail consiste a déterminer sur
une cohorte confirmatoire si certains polymorphismes du VEGF sont des facteurs
pronostiques dans le cancer du rein a cellules claires métastatique et s’ils influent sur la

réponse aux différents traitements anti angiogéniques.

lll. Conception et déroulement de la recherche :

A. Schéma de lI’'étude :

Nous avons repris la population étudiée dans I'étude du CHU de Tours dirigée par F. Bruyére
analysant ces cinq polymorphismes du VEGF chez 253 patients en tant que facteur de risque
de survenue de carcinome rénal. Sont inclus 202 individus controles et 51 patients
présentant un carcinome rénal. Nous avons actualisé notre population en sélectionnant les
patients qui ont développé une maladie métastatique et pour laquelle un traitement anti
angiogénique a été instauré. Nous n’avons pas refait d’analyse biologique.

Une étude préliminaire a été effectuée chez ces 37 patients sélectionnés. La survie globale
était significativement meilleure chez les patients porteurs du SNP +936 C/C par rapport au
SNP+936 C/T (médiane 71 mois vs 26 mois p= 0,023). La survie globale métastatique était
également augmentée de maniere significative chez les patients porteurs du SNP +936 C/C
(médiane 46 mois vs 22 mois p=0,006). Par contre il n’existait pas de différence significative
de la survie sans métastase en fonction du polymorphisme +936. On retrouvait une
tendance d’augmentation de la survie sans progression en 1% ligne métastatique chez les

patients porteurs du SNP +936 C/C versus +936 C/T (médiane 17 mois vs 8 mois p=0,12). Le
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polymorphisme +936 C/C conservait une valeur pronostique indépendante en analyse

multivariée tant sur la survie globale que sur la survie globale métastatique.
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Figure 2: survie globale et survie globale métastatique en fonction du SNP 936.

Ces résultats sont a confirmer sur une étude avec un plus grand nombre de patients. Il s’agit
donc d’une analyse confirmatoire prospective et rétrospective. Ce travail est mené au CHU
de Tours et a I'h6pital européen Georges Pompidou. Les échantillons d’ADN sont obtenus a
partir de prélévement sanguin veineux aprés recueil du consentement éclairé du patient. A
I'occasion d’un bilan sanguin en consultation ou en hospitalisation, est prélevé un tube
supplémentaire (tube EDTA) pour I'analyse des polymorphismes du VEGF. Le consentement
de la personne est recueilli par écrit préalablement a la réalisation de I'examen, apres qu'elle
ait été diment informée de sa nature et de sa finalité. Le consentement mentionne la

finalité de I'examen. Le patient peut bénéficier d’un délai de réflexion de trois semaines.
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Consultation ou hospitalisation dans le
service d’'oncologie médicale

Remise de la lettre d’information

i
1
Délai de réflexion: 3 semaines

Signature du consentement

Prélevement sanguin par une infirmiere

Acheminement au laboratoire d'immunologie du CHU
de Tours

Analyse des polymorphismes par technique de PCR

1
1
A4

Transmissions des résultats au Professeur Linassier par
courrier

Figure 3 : synthese des différentes étapes de |'étude.

B. Criteres d’inclusion :

Les criteres d’inclusion sont :

histologie : carcinome a cellules claires (confirmée par néphrectomie ou biopsie
de rein ou métastase)

- maladie métastatique

traitement recu : anti-angiogénique

- homme ou femme ; > 18 ans
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C. Criteres de non-inclusion :

Ne sont pas inclus :
- Histologie : papillaire, composante sarcomateuse
- Traitement par immunothérapie seule

- <18ans

D. Analyses biologiques :

L'analyse biologique est réalisée au sein du laboratoire d'immunologie du CHU de
Bretonneau, par Valérie Gouilleux. Cing polymorphismes du VEGF sont étudiés

-2549 D/I (rs35569394), -460C/T (rs833061), -1154G/A (rs1570360), +405G/C —rs2010963) et
+936C/T (rs3025039). Ces polymorphismes sont fréquents dans la population générale, ils
ont démontré un intérét dans diverses pathologies tumorales et ont un lien avec la
production de VEGF. Ces différents polymorphismes ont été analysés par deux techniques de
PCR. La PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) suppose que le
polymorphisme modifie les sites de restrictions et génere des fragments d’ADN différents en
nombre et en taille. L'autre technique est la PCR multiplex qui est I'amplification simultanée
de plusieurs séquences cibles dans un méme tube d’amplification, il existe alors une

compétition d’affinité pour les amorces qui varie selon le polymorphisme.

E. Analyses statistiques :

L’analyse statistique est réalisée grace au logiciel IBM SPSS statistics version 20.

Une premiére analyse descriptive est conduite permettant d’évaluer les caractéristiques de
la population étudiée (age, sexe ratio, ECOG, score pronostigue, nombre de sites
métastatique) et de vérifier le postulat d’Hardy-Weinberg. Ce postulat vérifie que les
fréquences génotypiques a un locus donné demeurent constantes de génération en

génération.
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Une analyse de survie est ensuite réalisée par la méthode de Kaplan et Meier. La
comparaison des courbes de survie est faite grace au test du Log Rank.

Le critere d’évaluation principal est la survie globale. La survie globale est définie par le délai
entre la date du diagnostic de carcinome rénale et la date de décés.

Les critéres d’évaluation secondaires sont : la survie globale métastatique, la survie sans
métastase et la survie sans progression en 1% ligne métastatique. La survie globale
métastatique est définie par le délai entre la date d’apparition des métastases et la date de
déces. La survie sans métastase est définie par délai entre la date de diagnostic du
carcinome rénal et I'apparition des premiéres métastases. La survie sans progression est
caractérisée par le délai entre la date de début d’une ligne thérapeutique et la date de
progression radiologique selon les critéres RECIST 1.1 .

Une analyse multivariée est également faite utilisant le modele de Cox en tenant compte du
score de Heng. Cette analyse intéresse les variables statistiquement significatives en analyse

univariée.

F. Plan d’échantillonnage :

Dans la cohorte de patients de I'étude de Bruyére et al., la probabilité de survie a 26 mois,
estimée selon la méthode de Kaplan-Meier, était de 32% dans le groupe de patients porteurs
de I'haplotype CC et de 73% dans le groupe avec haplotype GC. La fréquence des haplotypes
CC et GC dans I'ensemble de la cohorte étaient de 30% et 70% respectivement. Le calcul des
effectifs a été réalisé selon la méthode proposée par Freedman, en utilisant la méthode
stpower du logiciel Stata version 12.

Les conditions de calcul étaient les suivantes : test bilatéral, S1= 0.60 S2= 0.35, risque
alpha=0.05, risque beta=0.8, hazard ratio = 2.05. Le nombre total de patients a inclure est de
123 (86 dans le groupe GC et 37 dans le groupe CC). L'analyse sera réalisée apres survenue

de 59 évenements.
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G. Durée de I’étude :

La durée de I'étude est de deux ans avec une date de début le 1% avril 2014. La date de fin

d’inclusion correspond a la date de fin de recherche.

H. Nombre de centres :

Etude bi-centrique : (annexe 1)
- Service d’oncologie médicale, CHU de Tours

- Service d’'oncologie médicale, Hopital Européen Georges Pompidou

IV. Aspects administratifs et éthiques

A. Controle et assurance de la qualité

Un attaché de recherche clinigue mandaté par le promoteur s’assurera de la bonne
réalisation de I'étude, du recueil des données générées par écrit, de leur documentation,
enregistrement et rapport. D’autre part, les investigateurs s’engagent a accepter les audits
d’assurance qualité effectués par le promoteur ainsi que les inspections effectuées par les
Autorités Compétentes. Toutes les données, tous les documents et rapports peuvent faire
I'objet d’audits et d’inspections réglementaires sans que puisse étre opposé le secret

médical.

B. Indemnisation des sujets

Aucune indemnisation n’est prévue
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C. Comité de Protection des Personnes

Le protocole, le formulaire d’information et I'attestation de consentement de I'étude seront
soumis pour avis au CPP de Tours. La notification de I'avis favorable du CPP sera transmise
au promoteur de I'étude et a l'autorité compétente. Une demande d’autorisation sera

adressée par le promoteur a I’ANSM avant le début de I'étude.

D. Consentement éclairé et information du patient

Tous les patients inclus dans I’étude se verront remettre une lettre d’information (annexe 5)
et devront signer un consentement éclairé (annexe 6), apres une explication loyale et claire
des objectifs de I’étude, de son design, des méthodes, des bénéfices potentiels ainsi que des
risques. Les patients seront informés du caractére volontaire de leur participation et de leur
liberté de retirer leur consentement a tout moment et sans avoir a en justifier la raison. Une
copie du formulaire d’information et de consentement signé par les deux parties sera remise

au patient, I'investigateur en conservera |'original.

V. Confidentialité des données de I’étude

Conformément aux dispositions concernant la confidentialité des données auxquelles ont
acces les personnes chargées du controle de qualité d’'une recherche biomédicale (article
L.1121-3 du code de la santé publique), conformément aux dispositions relatives a la
confidentialité des informations concernant les études, les personnes qui s’y prétent et les
résultats obtenus (article R. 5121-13 du code de la santé publique) ; les personnes ayant un
acces direct prendront toutes les précautions nécessaires en vue d’assurer la confidentialité
des informations relatives aux études, aux personnes qui s’y prétent et notamment leur
identité et les résultats obtenus.

Les investigateurs s’assureront que I'anonymat des patients est garanti et que leur identité
n’est pas révélée a des personnes non autorisées.

Seules les trois premiéres lettres du nom et prénom du sujet seront enregistrées.
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A. Archivage des données

Les documents seront archivés par le nom de I'étude dans les locaux du CHU de Tours
jusqu’a la fin de la période d’utilité pratique.

Ces documents sont :

Protocole et annexes

Formulaires d’information et consentements originaux signés

Données individuelles (copies authentifiées de données brutes)

Analyses statistiques
- Rapport final de I'étude

A l'issue de la période d’utilité pratique, 'ensemble des documents a archiver sera transféré
sur le site d’archivage (Service Central des Archives — CHU de Tours) et sera placé sous la
responsabilité du Promoteur pendant 15 ans apreés la fin de I'étude conformément aux
pratiques institutionnelles. Aucun déplacement ou destruction ne pourra étre effectué sans
I'accord du Promoteur. Au terme des 15 ans, le promoteur sera consulté pour destruction.
Toutes les données, tous les documents et rapports pourront faire I'objet d’audit ou

d’inspection.

B. Devenir des échantillons au décours de la recherche

A la fin de I’étude, les échantillons biologiques résultant de la prise en charge seront
conservés dans une bio collection. Cette bio collection a pour but de réaliser des
recherches supplémentaires en oncologie médicale. Elle sera déclarée au Ministére de
I'enseignement et de la recherche. Le patient est informé de la création de cette bio
collection dans la lettre d’information (annexe 4), avec possibilité d’annuler son

consentement a l'utilisation de ces échantillons.
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VI. Bénéfices attendus, contraintes liées a la participation

A. Effets indésirables

S’agissant d’une étude biologique, aucun évenement grave n’est possible directement en
lien avec notre travail. Pour la plupart des gens, les piqures provoquées par l'aiguille lors de
la prise de sang n’ont aucune conséquence. Néanmoins, elles peuvent entrainer chez
certaines personnes un saignement, un hématome, une douleur ou une gene.

L’inclusion dans notre protocole ne requiert pas la mise en place d’un comité de surveillance

particulier. Les modalités de surveillance ne sont pas modifiées.

B. Bénéfices attendus

Les polymorphismes du VEGF et du VEGFR sont au coeur de nombreux travaux de recherche.
L’étude de cing polymorphismes du VEGF chez 37 patients présentant un cancer du rein
métastatique, a permis d’identifier le SNP +936C/C comme probable facteur de bon
pronostique. La présence de ce SNP semble améliorer la survie globale. Ces résultats sont a
confirmer sur un échantillon plus important.

Les SNPs du VEGF pourraient contribuer a I’élaboration d’un nouveau score pronostique
dans le cadre des carcinomes rénaux a cellules claires métastatiques traités par anti-
angiogéniques. Seul existe le score de Heng qui est développé uniquement sur des données
cliniques et biologiques. Intégrer des facteurs pronostiques génétiques dans un score
pronostique pourrait améliorer la prise en charge thérapeutique.

Les SNPs sont susceptibles également de représenter un bio marqueur important pouvant
expliquer dans une certaine mesure des variations de réponses inter individuelles. lls
constituent une approche intéressante dans la recherche de médecine personnalisée. La
médecine personnalisée est une des voies les plus prometteuses en cancérologie. Elle
consiste a traiter chaque patient de facon individualisée en fonction des spécificités

génétiques et biologiques de sa tumeur.
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Vil. Publication des résultats

Les résultats seront publiés aprés revue compléte des données cliniques et biologiques. Le
premier auteur sera le rédacteur du texte de I'article. Le dernier auteur sera l'investigateur
coordonnateur. Les personnes qui auront fait preuve d’une implication significative dans
I'exécution et I'analyse des évaluations biologiques figureront dans la liste des auteurs.
L'auteur considérera comme éligibles pour figurer comme co-auteur tout investigateur qui

aura inclus 10% des patients évaluables.
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IX. Annexes

Annexe 1: Liste des investigateurs

Professeur Claude Linassier Service d’oncologie médicale
Hopital Bretonneau

Tel : 02.47.47.99.19

Fax : 02-47-47-99-20
claude.linassier@univ-tours.fr

Professeur Franck Bruyere Service d’urologie
Hopital Bretonneau

Tel : 02-34-38-95-42

Fax : 02-47-47-69-91
F-BRUYERE@chu-tours.fr

Professeur Stéphane OUDARD Service d’oncologie médicale

Hopital Européen Georges Pompidou
Tel : 01-56-09-34-47

Fax : 01-56-09-20-39
stephane.oudard@egp.aphp.fr
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Annexe 2: Score ECOG (index de performance)

Grade Score

0 Actif, pas de restriction dans les activités

1 Restreint dans ses activités mais ambulatoire

2 Ambulatoire et capable de s’occuper de lui-méme mais incapable de travailler.

Au lit ou au fauteuil moins de la moitié du temps de veille

3 Difficilement capable de s’occuper de lui-méme, au lit ou au fauteuil plus de la
moitié du temps de veille

4 Grabataire
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Annexe 3: Stratégie thérapeutique du carcinome rénale métastatique

histologie et ligne | groupe pronostique standard option
cellules claires pronostic bon ou sunitinib, cytokines
lére ligne intermédaire bevacizumab + INF
pazopanib
mauvais pronostic temsirolimus sunitinib
sorafenib
cellules claires post cytokines sorafenib, pazopanib sunitinib
2éme ligne sorafenib
axitinib

post TKls everolimus, axitinib sorafenib

non a cellules temsirolimus
claires sunitinib
sorafenib

Tableau 1 : Recommandations de 'ESMO pour le traitement médical du cancer du rein métastatique

(Escudier et al. 2012)

Bevacizumab (Avastin*) : anticorps monoclonal humanisé dirigé contre le VEGF. Sa fixation

sur le ligand circulant empéche I'activation du VEGF-R. Administré en intra veineux, 15mg/kg
toutes les 3 semaines.

Sorafenib (Nexavar*) : inhibiteur de tyrosine kinase, administré par voie orale, 400mg 2 fois

par jour. Il agit essentiellement sur le VEGF-R2 et R3.

Sunitinib_(Sutent*) : inhibiteur de tyrosine kinase, administré par voie orale 50mg/j 4

semaines sur 6. Il agit sur le VEGR-R1 et R2.

Temsirolimus (Torisel*) : inhibiteur de mTor, agissant sur la voir PI3kinase-AKT. Administré

en intra-veineux, 25mg/semaine.

Everolimus (Afinitor*) : inhibiteur de mTor, administré par voie orale, 10mg/jour en continu.

Pazopanib (Votrient*) : inhibiteur de tyrosine kinase actif sur le VEGF-R1, R2 et R3,

administré par voie orale en continu 800mg/jour.

Axitinib (Inlyta*) : inhibiteur de tyrosine kinase actif sur le VEGF-R1, R2 et R3. Administré par

voie orale a la posologie initiale de 5mg 2 fois par jour.
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Annexe 4 : Liste des données recueillies

3 premieres lettres du nom :
3 premiéres lettres du prénom :
Sexe :
Date de naissance :
Histologie:
Score Fuhrmann:
ECOG au diagnostic:
Date de diagnostic :
Date d’apparition des 1leres métastases:
Néphrectomie: oui non
Nombre de sites métastatiques :
Présence de métastases pulmonaires:
Présence de métastases osseuses:
Présence de métastases hépatiques :
Score de Heng :
1% ligne :
- Date début :
- Produit:
- Meilleur réponse :
- Cause changement :
- Progression: oui non
- Date progression :
- Toxicité :

- Date début :

- Produit :

- Meilleur réponse :

- Cause changement :

- Progression: oui non
- Date progression :

- Toxicité :

- Toxicité:

Décés: oui non
Date de déces :
Etat a la date de point :
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Annexe 5 : lettre d’information destinée aux patients

LETTRE D'INFORMATION

DESTINEE AUX PATIENTS

POUR PARTICIPATION A UNE RECHERCHE BIOMEDICALE

Titre de la recherche : Etude du role pronostique des polymorphismes du VEGF dans le carcinome
rénal métastatique a cellules claires

Madame, Monsieur,

Nous vous sollicitons pour participer a une recherche biomédicale.

Nous vous présentons ci-dessous pour information, I'étude pour laquelle nous souhaitons votre
participation volontaire. Nous vous laissons trois semaines pour réfléchir a cette proposition et
restons a votre disposition pour répondre a toutes vos questions.

Responsable de I'étude :

Professeur Claude Linsassier, Oncologie médicale CHU Tours

Obijectif de I’étude :

Le cancer du rein représente 2 a 3 % des tumeurs malignes de I’adulte. Dans 70 a 80% des cas il s’agit
de tumeurs a cellules claires hypervascularisées en lien avec le systéme du VEGF. Le traitement du
carcinome rénale métastatique repose sur les thérapies ciblées a visée anti-angiogénique, ces
différents traitements ont pour cible principale le VEGF et son récepteur.

Chaque individu possede des caractéristiques génétiques qui lui sont propres. On parle de génes et
d’ADN. L’ADN est le support de I'information génétique, c’est a dire qu’il porte des milliers de genes
sous forme de succession de nucléotides.

Le géne du VEGF-A (r6le dans la vascularisation) est localisé sur le chromosome 6p21.3. Le
polymorphisme de nucléotide simple, résulte de la modification d’un seul nucléotide dans un gene
sans conséquence clinique ou pathologique. Des études ont montré que certains polymorphismes
semblent influer le risque de survenue de cancer du rein.
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Notre travail consiste a déterminer si ces polymorphismes du VEGF sont des facteurs pronostiques
dans le cancer du rein a cellules claires métastatique et s’ils influent sur la réponse aux différents
traitements anti angiogéniques.

Déroulement de I'étude :

Vous étes pris en charge dans le cadre de votre maladie soit au CHU de Tours soit a I"hopital
européen Georges Pompidou a Paris. Depuis quelques années, il a été démontré que dans le
cancer du rein métastatique a cellules claires, de nombreux vaisseaux se développaient de fagon
anormale : c’est I'angiogénése. Bien que ce processus de croissance de nouveaux vaisseaux sanguins
existe chez toute personne, ce processus est augmenté dans le cancer du rein et est responsable du
développement des métastases. Cette néo-vascularisation est contrélée par un régulateur qui est le
VEGF.

Pour ralentir votre maladie, votre médecin vous a prescrit un médicament anti-angiogénique :
Sutent*, Avastin*, Afinitor*, Torisel*, Inlyta*, Nexavar* ou Votrient*. Ces médicaments ont pour
objectif de détruire les néovaisseaux qui permettent d’assurer la vascularisation des cellules
tumorales, empéchant ainsi la survie et le développement des tumeurs. lls ont pour cible le VEGF et
son récepteur.

Afin d’analyser les polymorphismes du VEGF nous effectuons une prise de sang pour obtenir un
échantillon de votre ADN. Aprés recueil de votre consentement, a I'occasion d’un bilan sanguin en
consultation ou en hospitalisation, une infirmiére préléve un tube supplémentaire. L’analyse
biologique est réalisée au sein du laboratoire d’immunologie du CHU de Bretonneau a Tours, par
Valérie Gouilleux.

Durée de I'étude :

L’étude débute le 1° avril 2014 et la durée d’inclusion est de 2 ans. La participation a ce travail ne
modifie pas votre prise en charge ni les modalités de surveillance tout au long du traitement.

Bénéfices attendus :

Une étude préliminaire a été effectuée chez 37 patients du CHU de Tours. Un des polymorphismes
du gene du VEGF semble influer le pronostique du carcinome rénal métastatique.

L'analyse des facteurs pronostiques et des facteurs prédictifs de réponse aux traitements anti
angiogéniques est un enjeu important dans la prise en charge de cancer du rein métastatique.

Les polymorphismes sont susceptibles de représenter un bio marqueur important pouvant expliquer
dans une certaine mesure des variations de réponses inter individuelles. lls constituent une
approche intéressante dans la recherche de médecine personnalisée. lls pourraient également étre
intégrés dans un score pronostique prenant en compte des facteurs génétiques.
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Risques potentiels :

Il n’existe aucune contrainte a participer a cette étude. Le prélévement sanguin est réalisé lors d’une
consultation ou d’'une hospitalisation dans le service d’oncologie médicale par une infirmiére
diplomé d’état. Pour la plupart des gens, les piqures provoquées par l'aiguille lors de la prise de sang
n‘ont aucune conséquence. Néanmoins, elles peuvent entrainer chez certaines personnes un
saignement, un hématome, une douleur ou une géne.

Frais médicaux :

Votre collaboration a ce protocole de recherche biomédicale n’entrainera pas de participation
financiere de votre part. Conformément a la loi, tous les frais liés a I’étude seront pris en charge
par le promoteur de I'étude : Tours autogreffe.

Législation:

Conformément aux articles L. 1121-1 et suivants du Code de la Santé Publique, le Comité de
Protection des Personnes de la région Centre a étudié ce projet et a émis un avis favorable a sa
réalisationle ../../....

Un contrat d’assurance « numéro de police : 145750» a été souscrit par le promoteur de |'essai,
« Tours autogreffe, 2 bis bvd Tonnellé 37000 Tours» auprés de la compagnie : sham,18 rue Edouard
Rochet, 69372 Lyon pour couvrir les risques liés a cette recherche. Toute information vous
concernant recueillie pendant cet essai sera traitée de facon confidentielle.

Seuls les responsables de I'étude et éventuellement les autorités de Santé pourront avoir acces a
ces données. A |'exception de ces personnes -qui traiteront les informations dans le plus strict
respect du secret médical-, votre anonymat sera préservé. La publication des résultats de I'étude ne
comportera aucun résultat individuel.

Confidentialité :

Pour s’assurer que vos données de santé demeurent confidentielles, les formulaires, dossiers et
échantillons qui sont conservés seront étiquetés avec les trois premieres lettres de votre nom et
prénom. lls ne seront pas étiquetés avec votre nom, votre photographie ou tout autre élément
d’information permettant de vous identifier personnellement.

Conformément aux articles L.1121-3 et R.5121-13 du code de la santé publique, les personnes
ayant un acces direct prendront toutes les précautions nécessaires en vue d’assurer la
confidentialité des informations relatives a I'étude, votre identité et les différents résultats. Ces
personnes sont soumises au secret professionnel.
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Vous pourrez, en fin d’étude, si vous le désirez, prendre connaissance des résultats définitifs de
notre travail.

Devenir des échantillons au décours de la recherche :

A la fin de I’étude, les échantillons biologiques résultant de votre prise en charge seront conservés
dans une bio collection si vous en étes d’accord. Cette bio collection a pour but de réaliser des
recherches en oncologie médicale. Cette bio collection sera déclarée au Ministere de
I’enseignement et de la recherche.

Vous pourrez changer d’avis a tout moment. Si, au cours de I'étude, vous souhaitez annuler votre
consentement a l'utilisation de vos échantillons, vous devrez informer le médecin de I'étude que
vous ne souhaitez plus que vos échantillons soient conservés ou utilisés pour la recherche. Tout
échantillon encore disponible sera alors détruit. En cas de déces ou de perte de vos capacités, vos
échantillons et les données vous concernant seront utilisées dans le cadre de la bio collection.

Si vous avez des questions pendant votre participation a cette étude, vous pourrez contacter le
médecin responsable de I'étude, le Professeur Linassier, tél : 02-47-47-99-19.

Vous étes libre d’accepter ou de refuser de participer a cette étude. Cela n’influencera pas la
qualité des soins qui vous seront prodigués.

Nous vous remercions d’avoir pris le temps de lire cette lettre d’information. Si vous étes d’accord
pour participer a cette recherche, nous vous invitons a signer le consentement ci-joint.
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Annexe 6 : Consentement

CONSENTEMENT POUR L’ANALYSE DES CARACTERISTIQUES GENETIQUES
- Immunogénétique —

(A remplir en triple exemplaire : pour le patient, pour son dossier et pour le laboratoire)

Grace aux progrées réalisés dans la connaissance du génome humain, il est désormais plus
facile d’analyser 'ADN contenu dans les cellules. Cet ADN des chromosomes constitue le
génome et détermine le patrimoine génétique d’un individu. Une analyse de I’ADN fournit
donc des informations sur les caractéristiques génétiques.

Certaines de celles-ci peuvent prédisposer a la survenue d’'une maladie, expliquer son
évolution, ses caractéristiques, ou encore prédire la réponse a des traitements. Une
meilleure connaissance de ces facteurs génétiques peut permettre une prise en charge de la
maladie mieux adaptée au patient (traitement personnalisé).

Conformément aux arrétés n°94-654 de la loi du 29 juillet 1994, toute analyse des
caractéristiques génétiques nécessite de recueillir le consentement du patient.

Le laboratoire d’immunologie du CHRU de Tours (2 Bd Tonnellé, 37044 Tours Cedex 9)
pratique des analyses génétiques en vue de mieux comprendre la variabilité des réponses
immunitaires. Ces analyses portent sur des génes dont les variations peuvent influencer
I'activation ou le trafic des globules blancs, ou la réactivité des cellules des parois des
vaisseaux.

Je soussigné(e), M., MMeE, MIIE : ...ttt et et
NE(R) 1€ & ottt b et e b srr e s ereens
AEMEUIANT & oottt e er e r e eae s

- certifie avoir vu [ Dr. ..o qui m’a informé sur la nature des études
qui seront effectuées

- donne mon accord pour que ces analyses génétiques soient effectuées sur un échantillon
de mon sang.

- j’autorise également le recueil, |a saisie et le traitement des données contenus dans mon
dossier médical, dans le plus strict respect du secret médical.
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- certifie avoir été informé que mon ADN sera stocké au laboratoire d'Immunologie du CHRU
de Tours.

- certifie avoir pris connaissance que je peux a tout moment demander des informations
complémentaires, rectifier ma position vis-a-vis de ces analyses ou demander que mon ADN
soit détruit, simplement en contactant le laboratoire (2 Boulevard Tonnellé, 02-47-47-87-
36),

Fait en triple exemplaire o SRR , le

Signature du Patient Signature du médecin prescripteur
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SERMENT D’'HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette Faculte,

de mes chers condisciples
et selon la tradition d’"Hippocrate,
je promets et je jure d’etre fidele aux lois de ’honneur
et de la probité dans I'exercice de la Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a I'indigent,
et n’exigerai jamais un salaire au-dessus de mon travail.

Admis dans l'intérieur des maisons, mes yeux
ne verront pas ce qui s’y passe, ma langue taira

les secrets qui me seront confiés et mon état ne servira pas
a corrompre les moeurs ni a favoriser le crime.

Respectueux et reconnaissant envers mes Maitres,
je rendrai a leurs enfants
I'instruction que j'ai recue de leurs peres.

Que les hommes m’accordent leur estime
si je suis fidele a mes promesses.
Que je sois couvert d’opprobre
et méprisé de mes confreres
si 'y manque.
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Etude du role pronostique des polymorphismes du VEGF dans le carcinome rénal métastatique
a cellules claires

Résumé

Introduction : Le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) joue un réle fondamental dans la
physiopathologie du carcinome rénal a cellules claires. Une cinquantaine de polymorphismes de
nucléotide simple (SNP) ont été décrits pour le géne de VEGF. Le but de ce travail était d’étudier
I’influence de certains SNPs du VEGF, ayant démontré une implication en pathologie tumorale, sur le
pronostic du cancer du rein et la réponse aux différentes thérapeutiques anti-angiogéniques tels que le
sunitinib, bevacizumab, temsirolimus, everolimus, sorafénib, axitinib et pazopanib.

Matériels et méthodes : Il s’agit d’une étude rétrospective, unicentrique portant sur 59 patients atteints
d’un carcinome a cellules claires métastatique traité par anti-angiogéniques. Cinq SNPs du VEGF (-
2549 D/1, -460 C/T, -1154 G/A, +405 G/C, +936 C/T) étaient analysés par deux techniques de PCR
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism et PCR multiplex).

Résultats : La survie globale depuis le diagnostic était significativement meilleure chez les patients
porteurs du SNP +936 C/C par rapport au SNP+936 C/T (médiane 77 mois vs 26 mois p= 0,021).
Cette augmentation de la survie globale était indépendante de la durée de la survie sans métastase mais
¢tait liée a une augmentation de la survie globale en phase métastatique et notamment la survie sans
progression en 1°° ligne de traitement. Les patients porteurs du SNP +936 C/C avait une survie
globale métastatique de 67 mois vs 22 mois pour le SNP +936 C/T (p=0,006). Les autres SNPs
n’avaient pas de valeur pronostique. Le polymorphisme +936 conservait une valeur pronostique
indépendante du score de Heng en analyse multivariée tant sur la survie globale en phase métastatique
que sur la survie sans progression. Par contre la survie globale depuis le diagnostic n’était pas corrélée
au SNP +936.

Discussion et conclusion: Le polymorphisme +936 C/T semble avoir un réle pronostique sur la survie
dans le cancer du rein en phase métastatique. Il ne modifie pas la durée de la phase pré-métastatique
mais semble influencer la durée de la période métastatique. Ce SNP pourrait modifier I’évolutivité de
la maladie par une variabilité inter-individuelle de I’intensité de I’angiogénése et la sensibilité aux
traitements anti-angiogéniques.

Une étude confirmatoire sur un plus grand échantillon serait nécessaire pour confirmer ces résultats.

Mots clés : Carcinome rénal a cellules claires, métastases, VEGF, polymorphisme de nucléotide
simple, facteur pronostique
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