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Résume :

Introduction : Le cancer du rein représente 3% des cancers en Europe et constitue la sixieme
cause de tumeur solide en France. Dans 75 % des cas, il s’agit d’un carcinome rénal a cellules
claires (CRCC).

Le pronostic et la survie attendus sont trés différents d’un patient a 1’autre. Des biomarqueurs

potentiels sont actuellement étudiés mais aucun n’est encore validé dans la pratique courante.

La caseine kinase 2 (CK2), une sérine/thréonine kinase, est une enzyme multifonctionnelle. Il
s’agit d’un tétrameére constitué de deux sous-unités catalytiques a, o’ et de deux sous-unités
régulatrices B. CK2 phosphoryle de nombreux substrats intervenant dans 1’oncogenese, jouant

un role essentiel dans 1’expression genique et la croissance cellulaire.

La validation de CK2 comme biomarqueur dans différentes pathologies cancéreuses en fait une

cible pharmacologique attractive.

L'objectif principal de notre étude est de définir le niveau d'expression des sous-unités de CK2,
a et B, en immunohistochimie, a partir de cRCC humains issus de la base de données du Centre
Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes, de 2000 a 2011. Les objectifs secondaires sont
d’analyser la survie globale en fonction du niveau d’expression de CK2, du grade de Fiirhman

et de la classification pronostique selon le modéle du Groupe Frangais d’Immunothérapie.

Matériel et méthodes :

Il s’agit d’une étude ancillaire monocentrique rétrospective. Une analyse immunohistochimique
avec étude du marquage de CK2a et de CK2p a éte faite sur du tissu rénal tumoral. Le témoin
interne est du tissu rénal non tumoral. Le grade de Furhman a été vérifié sur chaque
préléevement. Une analyse de la survie globale en fonction de CK2, du grade et du groupe
pronostic selon le Groupe Frangais d'Immunothérapie a été faite.

Resultats : Quarante-trois prélevements rénaux et 6 cas de métastases ont été analysés. Le
niveau d’expression de CK2 est différent entre les cCRCC et les tissus rénaux non tumoraux.
L’expression des deux sous-unités de CK2 est nucléocytoplasmique au niveau du tissu rénal
non tumoral alors qu’il existe une perte de 1’expression de CK2a dans 80% des prélévements
de bas grade et dans 32% des prélevements de haut grade. Il existe une perte de I’expression de
CK2p dans 33% des prélévements de bas grade et dans 8% des échantillons de haut grade.

L’expression est principalement nucléocytoplasmique pour les sous-unités a (28%) et B (56%)
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au niveau des échantillons de haut grade. Pour les échantillons de bas grade, I’expression de

CK2B, en zone tumorale, est membranaire et cytoplasmique (24%).

Le suivi médian de I’ensemble de la population étudiée est de 44.7 mois (Intervalle de
Confiance 95 IC95 10.8; 109.9) avec une survie globale médiane de 30.2 mois (IC95
13.6 ; 51.2). La survie globale médiane est de 19.8 mois (IC95 12 ; 38.8) pour les prélevements
de haut grade et de 79.6 mois pour les préléevements de bas grade (IC95 11.6 ; 129.1) (p=0.011).

La survie globale médiane en I’absence de CK2a est de 51.2 mois (IC95 12 ; 88.4) contre 17.3
mois en cas d’expression de CK2a (1C95 10.8 ; 46.7) (p=0.176). La survie globale méediane en
I’absence de CK2p est de 31 mois (IC95 11.1 ; -) contre 23.2 mois en cas d’expression de CK2f3
(1C95 13.6; 51.2) (p = 0.164). Il existe un lien entre le niveau d’expression de CK2a dans le
tissu tumoral et le grade (p=0.008). II existe un tres probable lien entre le niveau d’expression
de CK2p dans le tissu tumoral et le grade de Firhman (p= 0.08) avec des résultats proches de
la significativité. Il n’existe pas de lien entre le grade et I’expression des 2 sous-unités de CK2
dans le tissu rénal sain. L’analyse de la survie globale en fonction du groupe pronostic n’est

pas significative.

Conclusion : Le grade reste un élément pronostic majeur. La survie globale des patients de bas
grade est meilleure que celle des patients de haut grade. Il existe un lien entre 1’absence
d’expression de CK2 et le bas grade. La survie globale est meilleure en I’absence d’expression
des sous-unités de CK2. Cependant, nous ne pouvons affirmer que CK2 soit un facteur

pronostic, sans pour autant 1’exclure.

12



1. Introduction :

Le cancer du rein représente 3% des cancers en Europe. En France, en 2011, il constitue la
sixieme cause de tumeur solide chez I’homme et la troisiéme en urologie aprés les cancers de
la prostate et de la vessie. L’incidence est en 2011 de 11 080 nouveaux cas, dont 7 400 chez les
hommes (66,8%) et 3 680 chez les femmes (33,2%). Le cancer du rein est a I’origine de 3 840
déces en France (1,2). Le pic de fréquence se situe autour de 70 ans. Ce cancer est rare chez les
moins de 40 ans. Le ratio mondial homme/femme est de 1,5 a 3 (3). Dans 75 % des cas, il s’agit

d’un carcinome rénal a cellules claires (CRCC) (4).

Pres de la moitié des tumeurs du rein sont découvertes fortuitement sur une imagerie
abdominale (5). Entre 10 et 40% de ces tumeurs sont métastatiques au diagnostic avec pour

principales localisations : le poumon, le foie et 1’os.

Les facteurs de risque sont le tabac, ’hypertension artérielle, 1’obésité, 1’exposition a des
toxiques environnementaux, I’atrophie rénale dans un contexte de dialyse. Il existe des formes
familiales telles que 1’association a la maladie de Von-Hippel-Lindau (VHL) dont la prévalence
est de 1/53 000 habitants. La transmission est autosomique dominante et 1’anomalie Située sur

le bras court du chromosome 3 (6).

Des anomalies sporadiques du gene VHL (mutations, délétions, inactivations par
hyperméthylation) sont présentes dans 70% des cRCC (7). La protéine pVVHL codée par ce géne
conduit a la dégradation de la protéine Hypoxia Inducible Factors (HIF) par le protéasome. HIF
est un facteur de transcription responsable de 1’expression de facteurs liés a I’hypoxie tels que
le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), le Platelet Derived Growth Factor (PDGF), le
Transforming Growth Factor-p (TGF-B) (8). En cas d’hypoxie ou d’inactivation de VHL, ces
génes sont surexprimés via la stabilisation de HIF. Le VEGF et le PDGF sont alors responsables

d’une néoangiogenese, favorisant la croissance tumorale et I’extension a distance (9).

L’implication du VEGF explique en partie le recours aux therapeutiques anti-angiogéniques

dans la prise en charge du cancer du rein métastatique.

Avant I’arrivée de ces thérapies ciblées, le traitement reposait sur I’immunothérapie, dont
I’interleukine IL-2 et ’interféron a. En France, ces derniers sont peu utilisés et uniquement

autorisé en association avec le bévacizumab.
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Ainsi, les anti-angiogéniques présentent un interét thérapeutique certain dans le traitement du
cancer du rein metastatique. Parmi eux, nous connaissons des anticorps anti-VEGF
(bévacizumab en association a I’interféron ou I’interleukine (10,11)), des molécules inhibant
les tyrosines kinases (sunitinib (12), pazopanib (13), sorafenib (14), axitinib (15), cabozantinib
(16)) ou le Mammalian Target of Rapamycin telles que le temsirolimus (17) et 1’évérolimus
(18). Récemment, les nouvelles immunothérapies, dont I'utilisation d’anti PD-1 (nivolumab)

présentent des résultats prometteurs (19,20).

Le pronostic et la survie attendus sont tres différents d’un patient a 1’autre. Trois sous-groupes
pronostiques ont été definis : mauvais, intermédiaire et bon. Selon le modele du Groupe
Francais d’Immunothérapie, basé sur une cohorte de 782 patients traités par interféron ou
interleukine, la survie médiane a été de 42 mois dans le groupe de bon pronostic, 15 mois dans
le groupe de pronostic intermédiaire et de 6 mois dans le groupe de mauvais pronostic
(tableaul)(21).

Tableau 1 : Classification pronostique du Groupe Frangais d’Immunothérapie

Bon pronostic  Pronostic Mauvais
intermédiaire  pronostic

Performans status > 0 0-1 facteur de 2-3 facteurs de  4-5 facteurs de
risque risque risque

Nombre de sites

métastatiques (si >1 site)

Intervalle entre le

diagnostic de cRCC

et le début traitement

systémique <1 an

Anémie
(<13 g/d L si homme, <
11.5 g /d L si femme)

VS (>100 mm/h) ou
CRP>50 mg/L

Cependant, a I’ére des thérapies ciblées, ce modele pronostique reste fiable (22).

Selon le modele de Heng (cf annexe 1) basé sur une cohorte de patients traités par des thérapies

ciblées, les survies sont respectivement de 8,8 mois, 27 mois et non atteinte au moment de
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I'analyse (23) en cas de mauvais, intermeédiaire et bon pronostic. Ce modele précise le pronostic

des patients atteints de cRCC et aide 1’oncologue médical a choisir les thérapeutiques a utiliser.

Des criteres anatomopathologiques tels que le grade de Firhman, le stade, les marges d’exérése,
la présence emboles vasculaires et lymphatiques, la présence d’un contingent sarcomatoide
constituent des éléments pronostics (24). De nombreux biomarqueurs potentiels sont a 1’étude

dans le cancer du rein mais aucun n’a encore été validé en pratique courante.

La caséine kinase (CK2), une serine/thréonine kinase, est une enzyme multifonctionnelle,
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire, la survie, la différenciation et dans les
mécanismes de réparation des cassures de 1’ Acide Désoxy-ribo-Nucléique (ADN) (21). CK2
phosphoryle de nombreux substrats jouant un role essentiel dans 1’expression génique et la
croissance cellulaire (25) (facteurs de transcription, protéines de signalisation, protéines

impliquées dans la traduction, protéines virales, protéines du cytosquelette (26), enzymes).

Sur le plan moléculaire, il s’agit d’un tétramére constitué de deux sous-unités catalytiques, o et
o’ et de deux sous unités régulatrices p. CK2B a une structure en doigt de zinc qui est
responsable de sa dimérisation (27). Seule la forme dimérique est capable de s’associer a CK2a,
et de réguler son activité catalytique. L’ensemble du tétramére a la forme d’un papillon, le
dimére CK2p servant de plateforme pour fixer les deux sous-unités catalytiques. Les deux sous
unités sont principalement présentes dans les noyaux cellulaires en phase proliférative (28).
Contrairement a CK2p, la sous-unité a est trés mobile et transite entre le cytoplasme et le noyau
(29). Les sous-unités o et B sont synthétisées dans le cytoplasme et, en cas d’assemblage, Yy
demeurent. Elles possédent des séquences de localisations nucléaires (Nuclear Localization

Signal) qui leur permettent d’étre importées.

La sous-unité o phosphoryle des protéines cibles en utilisant soit de 1’ Adénosine Tri-Phosphate
(ATP) soit de la Guanosine Tri-Phosphate (GTP). CK2a est spontanément active seule. Son
interaction avec CK2p modifie profondément ses substrats cibles. Au niveau biochimique, on
distingue trois familles de protéines substrats de CK2, classées en fonction de la présence ou de
I’absence de CK2p : les protéines phosphorylées par CK2a. seule, celles dont la phosphorylation

dépend de la présence de CK2p et celles phosphorylées quel que soit la forme de CK2 (28,30).
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2 sous-unités a catalytiques

2 sous-unités régulatrices

La perte de I’activité de CK2 par invalidation des génes codant pour Sa sous-unité catalytique
est létale (31). De méme, I’invalidation du géne CK2p chez la souris montre que cette sous-

unité est essentielle a la prolifération et a la survie cellulaire.

La surexpression de CK2 est associée a des facteurs de mauvais pronostics dans les cancers du
poumon (32), de la prostate (33) et dans les leucémies aigues myéloides (34), faisant de cette
enzyme une cible physiopathologique et pharmacologique. Dans les cancers du sein, il a été
montré que CK2a fait partie d’une signature comprenant onze marqueurs permettant de classer
les patientes sans envahissement ganglionnaire en deux groupes : haut et faible risque de
métastases (35). Les conséquences de la surexpression de CK2 observée dans différentes
tumeurs solides sont liées a la fois aux fonctions de CK2 dans la prolifération et dans la
suppression de 1’apoptose favorisant ainsi la résistance des tumeurs aux radiations et aux
chimiothérapies (36). Une dérégulation de la balance CK20/ CK2[ dans le cancer du sein est
associée a I’expression de marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), une
étape clé dans la formation de métastases (37,38).

Dans le cancer du rein, il a été montré que les cellules tumorales présentent une surexpression
de la sous-unité catalytique a associée a une augmentation de ’activité de cette kinase. De plus,
un fragment situé sur la partie C-terminale de la sous-unité régulatrice  est délétée dans les

carcinomes rénaux (39).
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L’implication de CK2 dans différents mécanismes oncogéniques tels que 1’apoptose,
I’angiogeneése, la prolifération, les réparations de I’ADN et sa validation comme biomarqueur
dans différentes pathologies cancéreuses en fait une cible pharmacologique attractive (40). Ce
d’autant plus qu’il existe déja un inhibiteur de CK2: Tl’acide 5-(3-
chlorophenylamino)benzo(c)(2,6)naphthyridine-8-carboxylic appelé plus communément le
CX-4945.

L'objectif principal de notre étude est de définir le niveau d'expression des sous-unités a et 3 de
CK2, en immunohistochimie, a partir de cRCC humains issus de la base de données du Centre
Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes (CHUGA) de 2000 a 2011. Les objectifs secondaires
sont d’analyser la survie globale en fonction du niveau d’expression de CK2, du grade de

Firhman et de la classification pronostic selon le Groupe Francgais d’ Immunothérapie.

2. Matériel et méthodes :

2.1 Population étudiée :

L’étude a porté sur des patients agés de plus de 18 ans porteurs d’un cRCC entre 2000-2011.

L’analyse de survie a été faite jusqu’au 1* janvier 2016.
2.2 Base de données des tumeurs rénales :

Tous les patients agés de plus de 18 ans porteurs d’un cancer du rein sont enregistrés sur la base
de données du CHUGA. Cette base a été rétrospectivement créée a partir du ler Janvier 2000
et prospectivement complétée jusqu’au 1% juin 2009. L’exhaustivité de la base de données a été
assurée par recoupement de trois sources d'information : le Service d'information médicale
(recherche a partir de la classification internationale des maladies v10), les dossiers des patients
(papier et numérique avec le logiciel Cristalnet v04) et la base de données
anatomopathologiques. Conformément a la Iégislation francaise de protection des données,
cette base a été déclarée a la Commission Nationale de I'Informatique et des Libertés et
identifiée sous le numéro : 1500484 v 0. Elle a été congue selon les principes éthiques de la
Déclaration d'Helsinki et a recu I'approbation d'un comité d'éthique indépendant, le comité
d'Ethique du Centre d'Investigation Clinique de Rhéne-Alpes le 26 septembre 2011. Les
caractéristiques des patients sont décrites dans le tableau 1. Le stade a été défini selon la
classification TNM de 2009.
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2.3 Immunohistochimie :

2.3.1 Préparation des blocs de paraffine.

Les échantillons issus de biopsie chirurgicale et/ou de piece de néphrectomie sont fixés en AFA
(75% d'alcool, 2% de formol, d'acide acétique a 5%, 18% d'eau pure) puis mis en cassette. Le
prélevement subit une déshydratation par immersion dans des bains successifs d’alcool de
degrés croissants, puis de methylcyclohexane sur des automates ASP 300S de la marque LEICA
Autostainer avant d’étre imprégné de paraffine. Les blocs sont ensuite enrobés manuellement

sur des stations d’enrobage Tissue-Tek de marque SAKURA.

Apreés refroidissement et démoulage du bloc, des coupes de 3um sont réalisées sur lames
superfrost. Apres déparaffinage a la chaleur, les sections sont réhydratées dans des bains alcools

de degrés décroissants sur I’automate Autostainer.
2.3.2 Immunohistochimie de CK2 :

Tous les immunomarguages ont été effectués sur 1’automate XT Ventana Autostainer (Medical
System Ventana, Tucson AZ), en utilisant un protocole en 3 étapes et le kit de détection Ventana
kit UltraView détection DAB Universal (référence 760-500).

Les lames de la paraffine sont déposées sur les platines chauffantes de I'automate et un cycle

est lancé :

e Déparaffinage des lames a 75°C.

e Démasquage des sites antigéniques a la chaleur en tampon Cell Conditioning 1 (CC1 =
Tris/Borate.EDTA pH8.4) pendant une heure.

e Inhibition des peroxydases endogenes avec la seringue du kit UV Inhibitor pendant 4
minutes.

e L’anticorps (AC) primaire CK2a monoclonal est déposé pendant 32 minutes a 37°C a
la dilution 1/250 (Commissariat a I'Energie Atomique et aux Energies Alternatives CEA
de Grenoble Institut de Recherche en Sciences et Technologies du Vivant, Biologie du
Cancer et de I’infection, INSERM 373 Etats-brevet CEA / INSERM n ° 07 290 032,7).
L’AC CK2B monoclonal est appliqué pendant une heure a 37°C a une dilution de 1/50.
La détection est faite avec le kit de détection de UltraView DAB Universal (référence
760-500).

e Dépobt de la seringue UV HRP UNIV MULT (multimer secondaire-HRP) pendant 8

minutes (AC secondaires anti lapin pour CK2a et anti souris pour CK2p).
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e Révélation avec la seringue UV DAB + UV DAB H202 pendant 8 minutes.
e Dépbt de la seringue UV Copper qui intensifie la révélation pendant 4 minutes.
e Contre-coloration des lames avec la seringue HEMATOXYLIN Il éosine (HE) pendant

16 minutes afin de marquer noyaux et cytoplasmes.

Les lames sont ensuite déshydratées dans des bains successifs d’alcools de degrés croissants,

puis de toluene. Elles sont enfin montées a I'aide d'une colleuse de lamelle MICROM CTMS6.

2.4 Evaluation du marquage :

Les tissus sont rangés par blocs présentant chacun une lame représentative. Ces lames sont
visionnées au préalable par 1’anatomo-pathologiste afin de sélectionner une lame contenant du
tissu rénal tumoral et non tumoral dans la mesure du possible. Toutes les lames (hématoxyline,
éosine et immunohistochimie) sont évaluees par un anatomo-pathologiste (M.K.) et une partie
par un M.K et L.S. La localisation du marquage (nucléaire et cytoplasmique) est également
veérifiée. Deux contrdles internes sont réalisés a 1’aide d’un témoin de tissu rénal non tumoral
s’il est présent et d’un témoin de tissu pulmonaire tumoral. En effet, un témoin fait de fragments
d'adénocarcinome pulmonaire d’architecture papillaire, prélevés sur un cas validé positif lors

de la mise au point des CK2a et CK2p, est apposé au bas de chaque lame.
L’intensité du marquage dans le cytoplasme et le noyau a été définie comme :

e Négatif en cas d’absence de marquage ou en cas de marquage de moins de 1% des
cellules

e Positif, en cas de marquage de plus de 1% des cellules

Dans le méme temps, le grade de Firhman a été vérifié en distinguant les hauts grades (grade

I11/1V de Firhman) des bas grades (grade I/11 de Flirhman).
2.5 Analyses statistiques :

Il s’agit d’une étude rétrospective ancillaire basée sur une cohorte initiale de 86 patients. Leurs
caractéristiques ont été comparées et analysées selon le test Chi2 ou le test de Fisher,

Mann,Whitney si nécessaire.

La méthode de Kaplan-Meier a été utilisée pour générer les courbes de survie. La durée de

survie est résumee par sa médiane et son intervalle de confiance a 95%(1C95).
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Des tests de Log-Rank ont été mis en ceuvre pour comparer les fonctions de survie associées a
la positivité/ négativité des paramétres CK2a. tumoral, CK2p tumoral et le grade de Furhman.
Chacun de ces parametres a été analysé par un modéle de Cox univarié puis par un modéle de
Cox multivarié pour ajuster 1’analyse sur le grade. Le seuil de significativité statistique retenu
est de 5%.

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Stata, version 13.1 ® (StataCorp,
College Station, TX) au sein du Centre d’Investigation Clinique Plurithématique du Centre

Hospitalier Universitaire de Grenoble.

3. Reésultats :
3.1 Caractéristiques de la population étudiée :

Sur les 86 prélévements initiaux, nous avons analyse 40 prélevements de tissus rénaux
possédant une zone tumorale et non tumorale. Trois d’entre eux possédaient également du tissu
métastatique. En plus de ces 40 prélévements, 3 contenant uniquement du tissu métastatique
ont été analysés. Les origines des tissus métastatiques sont ganglionnaires (N=3), hépatiques
(N=2) et osseuses (N=1).

Les motifs de d’exclusion de I’analyse des 43 autres cas sont donnés dans le tableau 2.

20



Tableau 2 : Motifs de non analyse dans 1’étude (N=43 patients) :

Motifs Effectifs
N=43

Quantité de tissu disponible insuffisante 18(42%)
Consentement non retrouvé 6(14%)
Non interpretable 4(9.2%)
Prélevements antérieurs a 2000 3(7%)
Prélevement adressé pour second avis 1(2.3%)
Erreur de date de naissance 1(2.3%)
Absence de numéro d’enregistrement sur logiciel d’anatomopathologie 3(7%)
Date de chirurgie et d’enregistrement non concordante 5(11.6%)
Nom mal orthographié 2(4.6%)

Les deux groupes, haut grade et bas grade sont comparables (tableau 3). Sur les 40 cas de
cRCC, on en compte 25 de haut grade (62.5%) de Firhman et 15 de bas grade (37.5%).
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Tableau 3 : Caractéristiques de la population étudiée (N=40)

Nombre de patients (N=40)

Grade Fiirhman

Caractéristiques Bas (N=15) Haut (N=25) Valeurs p
Sexe 1.000@
Masculin 10 (66.7%) 17 (68%)
Féminin 5 (33.3%) 8 (32%)
Age au diagnostic (années) 62 [49; 69] 68 [51; 75] 0.6758
Facteurs de risque
Hypertension artérielle 9 (60%) 13 (56.5%) 0.8320
VHL syndrome 0 0 -
Tabagisme 6 (54.6%) 11 (52.4%) 0.907W
Dialyse 1 (7.4%) 0 0.368?
Autres types histologiques
Sarcomatoide 0 6 (24%)
Rhabdomyoide 0 3 (12%)
Néphrectomie
Oui 15 (100%) 24 (96%) 1.000?
Métastases 0.452
Synchrones 7 (50%) 9 (37.5%)
Metachrones 7 (50%) 15 (62.5%)
Nombre de site atteint 0.8041)
1 site 6 (40%) 11 (44%)
>2 sites 9 (60%) 14 (56%)
Localisation du site métastatique
Os 6 (40%) 12 (48%) 0.622W
Poumon 10 (66.7%) 15 (60%) 0.673W
Foie 5 (33.3%) 6 (24%) 0.716?
Ganglion 2 (13.3%) 9 (36%) 0.158%
Autre 5 (33.3%) 5 (20%) 0.457?
Stade au diagnostic (TNM 2009)
pT1-T2 7 (46.6%) 5 (20%)
pT3-T4 8 (53.4%) 20 (80%)
NO 2 (13%) 3 (12%)
N+ 1 (6.5%) 4 (16%)
NX 12 (80.5%) 18 (72%)
Marges d’exéreése
RO 13(87%) 22 (88%)
R1 2 (13%) 2 (8%)
R2 0 1 (8%)
Groupe pronostic en fonction de la classification 0.3162
du Groupe Frangais d’lmmunothérapie
Mauvais 3 (20%) 8 (32%)
Intermédiaire 8 (53.3%) 13 (52%)
Bon 4 (26.7%) 2 (8%)
Inconnu 0 2 (8%)
Médiane de suivi (mois) [16.37;109.9] 18.8[10.8 ;39.1]

Pourcentage (Effectif) , Médiane [25¢me-75¢me percentiles]
Test du Chi-2\Y ; Test exact de Fisher'® ,Mann-Whitney®®

22



3.2 Localisation de I’expression de CK2 :

L’expression des deux sous-unités est globalement nucléo-cytoplasmique (N/C) dans le tissu

rénal non tumoral.

Parmi les 25 prélevements classés de haut grade (figure 1), nous remarquons 1’absence
d’expression de CK2a et CK2B en zone tumorale dans 8 cas (32%) et 2 cas (8%)
respectivement. Pour 7 cas (28 %), I’expression de CK2a en zone tumorale est N/C. En ce qui
concerne I’expression de CK2f en zone tumorale, elle est N/C dans 14 cas (56%). L'ensemble
de la répartition de 1’expression des deux sous-unités pour les prélévements de haut grade se

trouve dans le tableau 4.

Parmi les 15 prélévements de bas grade (figures 2 et 3), 12 (80%) n’expriment pas CK2a en
zone tumorale. Cing prélévements (33%) n’expriment pas CK2f3 en zone tumorale. En ce qui
concerne 1’expression de CK2f en zone tumorale, elle est membranaire et cytoplasmique pour
4 cas (24%). L'ensemble de la répartition de I’expression des deux sous-unités pour les

prélévements de bas grade se trouve dans le tableau 5.

Figure 1 : Photos d’immunohistochimie de rein tumoral de haut grade de Flirhman.

A: Coloration HE rein tumoral grade IV de Firhman
B: Immunohistochimie rein tumoral, expression nucléocytoplasmique de CK2f3
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Figure 2 : Photos d’immunohistochimie de rein non tumoral et tumoral de bas grade de

Flrhman.

A: Immunohistochimie rein non tumoral,

expression nucléocytoplasmique de CK2a

B : Immunohistochimie rein non tumoral,

expression nucléocytoplasmique de CK2a

C : Coloration HE rein tumoral, grade Il de

Firhman

D : Immunohistochimie rein tumoral,

expression nucléaire de CK2a

E : Immunohistochimie rein tumoral,
expression nucléaire de CK2p et focalement

cytoplasmique
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Figure 3 : Photos d’immunohistochimie de rein tumoral de bas grade de Fiirhman.

25

A: Coloration HE rein tumoral grade Il de
Furhman

B: Immunohistochimie rein tumoral, absence
d'expression CK2a

C:  Immunohistochimie  rein  tumoral,
expression focalement cytoplasmique de
CK2p




Tableau 4 : Expression et localisation des sous-unités de CK2 dans les tissus rénaux non

tumoraux et tumoraux de haut grade (N=25 soit 62.5% des prélevements analyseés) :

Type de tissu

Rein non tumoral

Rein tumoral

Sous-unités de CK2
Négative
Nucléocytoplasmique(N/C)
Cytoplasmique

Nucléaire

Membranaire et N/C

Membranaire et cytoplasmique
Membranaire et nucléaire

Inconnu

CK2a

4 (16%)

10 (40%)

7 (28%)
2 (8%)

1 (4%)

0
0

1 (4%)

CK2B
0
15 (60%)
8 (32%)
1 (4%)

0

0
0

1 (4%)

CK2a CK2B

8 (32%) 2 (8%)
7 (28%) 14 (56%)
5(20%) 4 (16%)
4 (16%) 3 (12%)
1 (4%) 0

0 1 (4%)
0 1 (4%)
0 0

Tableau 5 : Expression et localisation des sous-unités de CK2 dans les tissus rénaux non

tumoraux et tumoraux de bas grade (N=15 soit 37.5% des prélévements analysés) :

Type de tissu

Rein non tumoral

Rein tumoral

Sous-unités CK2

Négative
Nucléocytoplasmique(N/C)
Cytoplasmique

Nucléaire

Membranaire et cytoplasmique

Membranaire et nucléaire

CK2a

2(13%)

9(60%)

4(27%)

0

CK2B
1(7%)
13(86%)
1(7%)

0

CK2a CK2B
12(80%) 5(33%)
1(7%) 3(20%)
0 2(14%)
2(13%) 0
0 4(26%)
0 1(7%)
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Parmi les 6 cas métastatiques, nous retrouvons deux cas de bas grade (métastases ganglionnaire
et hépatique) et 4 de haut grade. L’expression des sous-unités de CK2 est représentée dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Expression et localisation des sous-unités de CK2 dans les tissus rénaux non

tumoraux et tumoraux de métastases (N=6) :

Type de tissu Rein non tumoral Métastase
Sous-unités CK2 CK2a CK2pB CK2a CK2pB
Négative 1(17%) 0 3(50%) 0
Nucléocytoplasmique(N/C) 0 0 2(33%) 5(83%)
Cytoplasmique 0 1(17%) 0 0
Nucléaire 0 0 1(17%) 0
Membranaire et cytoplasmique 0 0 0 1(17%)
Inconnu 5(83%) 5(83%) 0 0

3.3 Analyse de la survie :

Le suivi médian des patients est de 44.7 mois (IC95 10.8 mois-109 mois). Neuf patients sont
toujours vivants a la date d’analyse soit 22.5% des patients. La survie globale médiane de
I’ensemble de la population est de 30.2 mois (IC95 13.6 mois-51.2 mois) (Figure 4), de 19.8
mois (IC95 12mois-38.8 mois) pour les hauts grades et de 79.6 mois (IC95 11.6 mois-129.1
mois) pour les bas grades de Firhman (p=0.011) (Figure 5).
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Figure 4: Courbe de Kaplan-Meier, survie globale de I’ensemble de 1’ensemble de la

population étudiée.
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Figure 5 : Courbe de Kaplan-Meier, survie globale en fonction du grade de Firhman.
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La survie globale médiane en I’absence de CK2a est de 51.2 mois (IC95 12 ; 88.4) contre 17.3
mois (1C95 10.8 ; 46.7) en cas d’expression de CK2a (p= 0.176) (Figure 6). La survie globale
médiane en I’absence de CK2p est de 31 mois (IC95 11.1; -) contre 23.2 mois (IC95 13.6 ;
51.2) en cas d’expression de CK2p (p = 0.164) (Figure7).

La survie globale en fonction de la présence de CK2 retrouve une tendance a une survie moindre
en cas de présence de CK2. Cependant, nous ne pouvons conclure car les résultats ne sont pas

statistiquement significatifs.

Figure 6 : Courbe de Kaplan-Meier, analyse de la survie globale en fonction de 1’expression de

CK2a tumoral :
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Figure 7 : Courbe de Kaplan-Meier, analyse de la survie globale en fonction de 1’expression de
CK2p tumoral :
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L’analyse par un test de Chi-2 montre qu’il existe un lien entre le niveau d’expression des sous-
unités de CK2a dans le tissu tumoral et le grade (p=0.008). Il existe un tres probable lien entre
le niveau d’expression de CK2p dans le tissu tumoral et le grade (p= 0.08) avec des résultats
proches de la significativité. Il n’existe pas de lien entre le grade et I’expression des 2 sous-
unités de CK2 dans le tissu rénal non tumoral (p = 1.000 pour CKa et p=0.385 pour CK2f dans

tissu renal non tumoral).

Une analyse multivariée comprenant le grade et I'expression de CK2 a été réalisée afin de
s’assurer que le grade ne soit pas un facteur confondant. Dans cette analyse, il existe une
tendance a la significativité. En cas d’expression de CK2a, tumoral, il existe une augmentation
du risque de déces de 1.10 (1C95 0.51-2.39, p=0.803) et une augmentation du risque de déces
de 2.71 (1C95 1.09-6.73 ; p=0.031) en cas de haut grade.

De méme, en cas d’expression de CK2[3 tumoral, il existe une augmentation du risque de déceés
de 1.63 (1C95 0.46-5.76 ; p=0.448) et une augmentation du risque de déces en cas de haut grade
de 2.56 (1C95 1.08-6.06 ; p=0.032).

Les médianes de survies globales en fonction du pronostic selon la classification du Groupe

Frangais d’Immunothérapie sont de 13.3 mois (IC 956.36-4.6 mois) en cas de mauvais
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pronostic, de 38.8 mois (IC95 13.1-17.1) en cas de pronostic intermédiaire et de 79.6 mois
(IC95 2.5 -111.1) en cas de bon pronostic (p=0.195).

4. Discussion :

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique ancillaire basée sur une cohorte initiale de 98
patients. L’étude de cette cohorte a montré une amélioration de la survie globale des patients
atteints de cancer du rein métastatique, quel que soit le groupe pronostique, grace a I’apport des
thérapies ciblées. La médiane de survie globale est de 30 mois contre 13 mois (p <0.003)
(41,42). Dans notre étude, ’objectif principal est de vérifier le niveau et la répartition
d’expression nucléaire et cytoplasmique des sous-unités de CK2 en immunohistochimie a partir
de tissus humains des cRCC issus de cette cohorte. Les objectifs secondaires sont d’analyser la
survie globale en fonction du niveau d’expression des sous-unités de CK2, du grade de Flirhman

et du pronostique selon la classification du Groupe Frangais d’Immunothérapie.

Le niveau d’expression de CK2 est modifié au niveau des cRCC. Il existe une perte de
I’expression de CK2a dans 80% des prélévements de bas grade et 32% des prélevements de
haut grade. Il existe une perte de 1’expression de CK2[3 dans 33% des prélévements de bas grade
contre 8% au niveau des prélévements de haut grade. Nous remarquons 1’absence d’expression
des deux sous-unités de CK2 dans un petit nombre de tissus rénaux non tumoraux. Ceci pourrait
s’expliquer par un tissu certes non tumoral mais restant péri tumoral et dans lequel I’oncogenése
serait en cours. L’expression est globalement N/C pour les sous- unités a (28%) et B (56%) sur
les échantillons de haut grade. L’expression de CK2p est globalement nucléaire et membranaire
(27%) dans les prélevements de bas grade. L’expression des deux sous-unités de CK2 est

globalement nucléocytoplasmique dans le tissu rénal non tumoral.

La survie globale médiane est de 30.2 mois (IC95 13.6 mois-51.2 mois), de 19.8 mois (1C95 12
mois-38.8 mois) pour les hauts grades et de 79.6 mois (IC95 11.6 mois-129.1 mois) pour les
bas grades de Flirhman (p=0.011).

La survie globale est meilleure pour les bas grades par rapport aux hauts grades. Il existe un
lien entre le grade et I’expression de CK2 dans le tissu rénal tumoral. Cependant, 1’analyse
multivariée de la survie globale en fonction du niveau d’expression de CK2 et du grade ne
permet pas de conclure, méme s’il existe une tendance a la significativité, & savoir que la survie

globale est meilleure en I’absence d’expression des deux sous-unités de CK2.
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Il semblerait que la perte de 1’expression de la CK2a soit associée a des CRCC de bas grade et
donc a une survie globale meilleure. L’absence de significativité vient du manque d’effectif. Il
aurait fallu en moyenne 50 patients de haut grade et de 50 patients de bas grade avec un risque

a=0.05 et p=10% pour pouvoir conclure.

Actuellement, les critéres biologiques pronostiques du cRCC sont des critéres histologiques (le
grade de Firhman, le stade pTNM, le niveau de nécrose tumorale, des éléments reflétant
I’angiogeneése, ainsi que d’autres €éléments moins utilisés en pratique courante tels que I’analyse
de voies de signalisation favorisant I’émergence de cancer, le cycle cellulaire, la polarité apico-
basale, la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT)). Des criteres pronostiques de biologie

moléculaire peuvent également étre utilisés (étude de genes tels que VHL, BAP1, PRM1).

4.1 Criteres pronostiques étudiés dans le carcinome rénal a cellules claires :

4.1.1 Criteres immunohistochimiques.

Le grade de Fuhrman et le stade pTNM sont utilisés (24,43) mais controversés. La densité
vasculaire, le niveau d’expression du VEGF et de FIk-1 (Fetal liver kinase-1) ont été analysés
sur des piéces de néphrectomie partielle de patients non métastatiques. Un haut grade de
Firhman et un niveau d’expression de VEGF élevé (supérieur & 25%) sont des facteurs de
mauvais pronostic. Les autres criteres ne permettent pas de conclure (44). Une autre étude,
portant sur une cohorte de 50 patients non métastatiques ayant bénéficié d’une néphrectomie
totale, s’est intéressée a la survie globale et au risque de rechute en fonction du niveau de
nécrose tumorale, de la densité vasculaire, du niveau d’expression du VEGF et de HIF-1a, du
grade et du stade pTNM. L’ensemble de ces paramétres influe sur le risque de rechute et
impacte sur la survie (45). La Carbonic Anhydrase IX (CA 1X) appartient a une famille
d’enzymes qui catalysent l'interconversion rapide du dioxyde de carbone et de l'eau en
bicarbonate et en protons. C’est I'un des marqueurs les plus importants de I'nypoxie tumorale,
pouvant étre un marqueur pronostic, diagnostic mais également une cible thérapeutique.
L'expression de CA 1X a été déeterminée dans des echantillons de sang et de tissus provenant de
74 patients atteints de cRCC en utilisant une reverse transcriptase en chaine par polymérase
(RT-PCR), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), des analyses en Western Blot (WB)
et en immunohistochimie (IHC). Un niveau d’expression élevé du CA IX est associé a un stade
élevé de cRCC. Les taux sériques de CA 1X, déterminés par ELISA, étaient significativement
plus élevés chez les patients porteurs cRCC que chez les patients sains (46). Cependant, la
principale faiblesse de criteres anatomo-pathologique reste leur mauvaise reproductibilité.
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4.1.2 Lavoie Wnt/p-caténine.

La voie wingless integration site (Wnt)/pB-caténine implique des glycoprotéines, jouant un réle
important dans I'embryogenése et I'noméostasie cellulaire. Un déréglement de cette voie peut
conduire a I’émergence de cancers. Cette voie active une cascade de phosphorylation dont la -
caténine, facteur de transcription. Le niveau d’expression de la B-caténine a été analysé en
immunohistochimie sur une cohorte de tissu humain en comparant le tissu rénal non tumoral au
tissu tumoral. Un niveau d’expression ¢élevé de B-caténine membraneux est associeé a un stade
avancé, un envahissement vasculaire et une nécrose tumorale plus importants (p < 0,01). Chez
ces patients atteints d’un cRCC de haut grade, d’un stade avancé avec un envahissement
vasculaire et ganglionnaire et d’un double contingent sarcomatoide, il existe une augmentation

de I’expression de la B-caténine cytoplasmique associée a une survie globale moindre (47).
4.1.3 Le cycle cellulaire et Aurora.

La protéine Aurora-A appartient a une famille multigénique de sérine / thréonine kinases
mitotiques comprenant deux autres membres : Aurora-B et Aurora-C. Aurora-A se localise au
niveau des centrosomes en phase S. Des que les centrioles ont été dupliqués, la protéine est
dégradée. Cette kinase est impliquée dans la maturation, la duplication et la séparation des
centrosomes ainsi que dans la stabilité du fuseau bipolaire. Aurora-A se trouve dans tous les
organismes dans lesquels le contrdle de la ségrégation des chromosomes a été conservée. Chez
I'nomme, beaucoup d'attention lui a été portée. Son augmentation est associée a un haut grade
dans diverses tumeurs solides (48). Le niveau d’expression d’Aurora-A a été mesuré sur des
cRCC humains par reverse transcriptase et en immunohistochimie. L’analyse a porté sur des
tissus rénaux non tumoraux et tumoraux. Un haut niveau d’expression d’ Aurora-A sur les tissus
tumoraux est lié a un haut grade de la tumeur. 1l n'y a pas de différence significative de la survie
sans récidive entre les patients avec une forte expression d’Aurora-A et ceux qui ont une faible
expression. En conclusion, il existe une ¢élévation de 1’expression d’Aurora-A dans les cRCC
associee a un haut grade de Flihrman. Cependant, son lien avec la survie sans rechute n’a pas
encore été démontré. Nous ne pouvons pas actuellement considérer Aurora-A comme un facteur

pronostic (49).
4.1.4 Lapolarité apico-basale.

La polarité apico-basale est essentielle au bon déroulement des processus de division,

d’apoptose et de migration cellulaire. Des perturbations de la polarité interviennent dans la
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progression tumorale, notamment pour le cancer du rein (50). La polarité apico-basale des
cellules épithéliales est maintenue par I’implication de plusieurs complexes protéiques dont les
Protéines Partition-defective 3 (PAR-3) et Crumbs, ainsi que par I’intégrité des jonctions
intercellulaires. PAR-3 est une protéine intervenant dans le développement et le maintien de la
polarité. Elle est associée a des protéines impliquées dans l'organisation du cytosquelette.
L'analyse immunohistochimique d'échantillons de cRCC de 96 patients, suivis pendant six ans,
a révélé que la surexpression de PAR-3 est corrélée a une faible survie (51). D’autre part,
I’expression cytoplasmique de PAR-3 est associée a des criteres histologiques défavorables
tels qu’un haut grade de Fuhrman, la présence de nécrose tumorale ou de contingents
sarcomatoides, un envahissement ganglionnaire, des surrénales ou de la graisse rénale, une
inactivation du gene VHL, ainsi qu’a des survies globale et sans progression moindres,
permettant d’identifier des tumeurs de mauvais pronostics (52). Ces deux études montrent que
PAR-3 est un facteur de mauvais pronostic. Les protéines Crumbs, dont CRB-3, jouent un
role crucial dans le maintien de la polarité de I'épithélium, la formation de la membrane apicale
et la morphogenése des tissus. Elle est faiblement exprimée dans les tissus de cRCC, mais
fortement exprimée dans les tissus non tumoraux adjacents. Les patients ayant une perte
d'expression de CRB-3 ont une survie globale plus faible que ceux ayant une expression de

CRB-3 normale. CRB-3 est donc un facteur pronostic favorable dans les cRCC (53).
4.1.5 Latransition épithélio-mésenchymateuse.

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) participe a la progression tumorale (54). Ce
processus par lequel les cellules épithéliales acquiérent un phénotype mésenchymateux
commence par une perte de la polarité et de I’adhérence cellule-cellule. Ceci entraine une
augmentation de la motilité cellulaire favorisant la migration et I’envahissement a distance. Au
niveau moléculaire, ’EMT est caractérisée par la modification de certains profils d'expression
génétique aboutissant a une diminution des marqueurs épithéliaux (E-cadhérine, ZO-1 et les
cytokeératines) et a une augmentation des marqueurs mésenchymateux tels que la vimentine. Le
niveau d’expression de onze marqueurs de I’EMT (E-cadhérine, N-cadhérine, B-caténine, y-
caténine, clustérine, Slug, Escargot, Twist, vimentine, ZEB1 et ZEB2) a été Vvérifié en
immunohistochimie sur des échantillons de néphrectomie radicale de 122 patients non
métastatique. Une modification des taux d’expression de E-cadhérine, clustérine, Twist et
vimentine est prédictive de récidive. Les niveaux d’expression de marqueurs d’EMT sont des

facteurs prédictifs de rechute de cRCC localisés aprés néphrectomie totale (55).
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4.1.6 Analyse moléculaire génétique.

Au niveau moléculaire, le gene VHL, gene suppresseur de tumeur, est muté dans 70% des
cRCC. Cette mutation apparait précocement dans 1’oncogenése rénale. Des données récentes
montrant une vaste diversité génétique inter et intra-tumorale ont donné lieu a I'idée que le
cRCC doit étre considéré comme une série d'altérations genétiques distinctes formant un pattern
moléculaire fonctionnant en collaboration avec une perte de fonction de VHL menant a la

tumorogenese (56).

Plus récemment, plusieurs genes suppresseurs de tumeurs (BAP1 et PBRML1) ont été identifiés
a proximité du géne VHL, dans une région du chromosome 3p qui est fréqguemment supprimée
dans les cRCC (57). Ces génes interviennent dans la modification des histones et le remodelage
de la chromatine. BAP1 est muté dans 10 & 15% des cRCC et PBRM1 dans 40% a 50 %. Sur
une analyse en immunohistochimie de 1479 prélevements humains, les patients dont les
prélévements étaient PBRM1 + BAP1 + avaient un meilleur pronostic que ceux PBRM1- BAP1
+ (HR 1,39, p = 0,035), suivis par ceux avec PBRM1 + BAP1- et ceux PBRM1- BAP1-
(respectivement HR 3,25 et 5,2, chaque p <0,001) (58,59).

La perte de la fonction du géne VHL est au centre de 1’oncogenéese du cRCC. Elle pourrait étre
causée par des perturbations des checkpoints du cycle cellulaire, impliquant les kinases Aurora
ou encore résulter de la perte d'adhérence cellule-cellule et de la polarité cellulaire régulée par
les kinases mitotiques dont CK2 et Aurora-A (60).

4.2 CK2, un élément pronostic supplémentaire ?

CK2 intervient dans 1’ensemble de ces mécanismes. Elle joue un réle dans 1’angiogenese en
interagissant avec HIF-1a ou par I’intermédiaire de facteurs pro-angiogéniques tels que AKT

ou MAP kinase (61). L’inhibition de CK2 permettrait alors d’inhiber 1’angiogenése tumorale.

CK2 intervient également dans la voie Wnt/B-caténine (62) en évitant sa dégradation par le

protéasome lui permettant ainsi de jouer son role de facteur de transcription.

CK2 interagit également avec Aurora (63) lors de la ségrégation des chromosomes a 1’anaphase
en régulant le kinétochore. Une perte d'activité de CK2 inhibe 1'anaphase et est a I’origine d’ une

mauvaise ségrégation des chromosomes et d’une possible oncogenése.
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CK2 intervient aussi dans I’EMT. Une dérégulation de la balance CK2a/ CK2p dans le cancer
du sein est associée a une modification de 1’expression de marqueurs de I‘'EMT, une étape clé
dans la formation de métastases (37,38). L'expression de la sous-unité régulatrice CK2f joue
un role crucial dans le maintien du phénotype épithélial. La diminution de son expression dans

les tumeurs du sein est a 1’origine de I’induction de ’EMT.

Récemment, il a été montré que CK2 interagit avec les lymphocytes T régulateurs (64), étudies

dans le cadre d’allergie. L’étude du role de CK2 dans I’immunité n’en est qu’a son début.

Pour son implication dans I’angiogenése, le cycle cellulaire, I’apoptose, la polarité apico-basale,
I’EMT et la réponse immunitaire adaptative, CK2 semble étre un partenaire de choix dans

I’oncogenése tumorale du rein et pourrait étre un facteur pronostic.
4.3 Signification biologique des résultats.

Parmi les substrats de CK2, notre attention se porte plus particulierement sur des protéines
jouant un role dans 1’apoptose et le cycle cellulaire. Certains substrats tels que Dsh (dishvelled),
AKT, PTEN (Phosphatase and Tensin homolog), STAT (Signal Transducers and Activators of
Transcription) et B-caténine sont régulés par CK2. En I’occurrence, nous supposons que la perte
de CK2 dans les tumeurs de bas grade serait a 1’origine d’une levée de 1’inhibition de PTEN,
d’une augmentation de 1’apoptose et d’une diminution de la translocation de facteurs de

transcription impliqués dans la survie cellulaire.

L’absence de CK2 dans les tumeurs de bas grade est-elle la conséquence ou la cause du
phénotype de bas grade ? Pour répondre a cette question, il faudrait envisager un modeéle
cellulaire avec modulation de 1’expression génique de CK2 au moyen d’une cassette Tet-on ou
Tet-off, au sein de cellules humaines de cancers du rein. La création d’un modéle murin avec
une greffe, dans 1’idéal orthotopique, de ces cellules permettrait le développement de tumeurs

rénales humaines, d’en analyser le grade tout en vérifiant le niveau d’expression de CK2.
4.4 CK2, une cible thérapeutique potentielle ?

Le CX-4945 est un inhibiteur ATP-compétitif hautement spécifique des deux isoformes des
sous-unités catalytiques CK2a et CK2a’. Le CX-4945 inhibe la phosphorylation de la sérine
129 d’AKT qui est un site phosphorylé par CK2. Ceci entraine une inactivation de la voie
PI3K/AKT, un arrét du cycle cellulaire et une induction de 1’apoptose (65). De plus, en réponse

a I’hypoxie, situation freqguemment rencontrée dans les tumeurs, le CX-4945 inhibe 1’activation
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transcriptionnelle de HIF-1a avec pour conséquence 1’induction de I’apoptose via les caspases

3et7.

CK2 serait une cible thérapeutique prometteuse car intervenant dans de nombreux mécanismes

participant & I’oncogenése tumorale.

Cependant, dans notre étude, 80% cRCC de bas grade n’expriment pas CK2a. Ceci nécessiterait
donc la vérification préalable du statut de CK2 avant I’utilisation du CX-4945.

4.5 Les points forts et limites de 1’étude.

Notre étude est I’une des rares sur CK2 au sein du tissu rénal humain. L’hypothése biologique
que CK2 pourrait étre un facteur pronostic dans les cRCC est fondée sur des bases biologiques
solides. Les résultats concernant le grade et la survie confirment les données de la littérature.
Cependant, nos résultats concernant la survie et CK2 ne sont pas significatifs et ne permettent

pas de conclure. Ceci s’explique par le manque d’effectif.

D’autres limites sont notées : il s’agit d’une étude rétrospective mais préliminaire et donc
nécessaire avant la mise en place d’une étude prospective. Pour confirmer ces résultats, il serait
nécessaire de mener cette étude sur un effectif plus grand, puis de vérifier le statut de CK2 sur
une étude prospective de tissus humains issus de néphrectomie totale chez patients indemnes

de métastases, en mesurant les survies globale et sans rechute.

D’autres facteurs confondants peuvent intervenir notamment le type de thérapies, ciblée ou non.
Compte tenu du manque de puissance de 1’étude, nous avons choisi de ne pas multiplier les
analyses multivariées. L’analyse en fonction d’une autre classification pronostic n’a pas pu étre

réalisée en raison de manque de données, notamment la classification de Heng.

Il aurait également été intéressant de réaliser une évaluation semi-quantitative par
immunohistochimie de 1’expression de CK2 en précisant le cut-off afin de définir les niveaux
d’expression faible, moyen et fort. Cependant, I’analyse de CK2 par immunohistochimie rend
difficile la reproductibilité de la lecture. Dans notre étude, nous remarquons une discordance
entre le grade visualisé lors de I’étude et le grade rendu sur le compte rendu
anatomopathologique. Huit cas rendus de bas grade dans 1’étude sont finalement notés de haut
grade sur le compte rendu Un cas noté de haut grade est rendu de bas grade sur le compte rendu
anatomopathologique final. Ceci renvoie a la I’émergence du concept d’hétérogénéité tumorale

(63,64), tant au niveau des tumeurs primitives elles-mémes, qu’entre les différentes métastases
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qui peuvent se développer a distance et dans le temps. Cette héterogénéité tumorale, certes
connue sur un plan fondamental mais qui n’a pas d’utilisation courante pour I’instant, explique
en partie la faiblesse d’une étude histologique. Un autre biais est celui de I’interprétation de
Iexpression de CK2 qui n’a pas bénéficiée d’une lecture en aveugle par deux

anatomopathologistes.
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THESE SOUTENUE PAR : Laure SCHOUTTETEN

TITRE : Expression de la protéine kinase CK2, étude monocentrique retrospective de son
profil d’expression au sein d’une cohorte de patients atteints de carcinomes rénaux a cellules
claires métastatiques.

CONCLUSION :

Dans 75 % des cas de cancer du rein, il s’agit d’un carcinome rénal a cellules claires.

La caseine kinase 2 (CK2), une sérine/thréonine kinase, est une enzyme multifonctionnelle. Il
s’agit d’un tétramere constitué de deux sous-unités catalytiques a, o’ et de deux sous-unités

régulatrices . CK2 phosphoryle de nombreux substrats intervenant dans 1’oncogenése.

L'objectif principal de notre étude est de définir le niveau d'expression des sous-unités de CK2,
a et B, en immunohistochimie, a partir de carcinomes rénaux a cellules claires humains issus de
la base de données du Centre Hospitalier Universitaire Grenoble Alpes, de 2000 a 2011. Les
objectifs secondaires sont d’analyser la survie globale en fonction du niveau d’expression de
CK2, du grade de Firhman et de la classification pronostique selon le modele du Groupe

Frangais d’Immunothérapie.

11 s’agit d’une étude ancillaire monocentrique rétrospective. Une analyse immunohistochimique
avec ¢étude du marquage de CK2a et de CK2p a été faite sur du tissu rénal tumoral. Le témoin
interne est du tissu rénal sain. Le grade de Flrhman a été vérifié sur chaque prélevement. Une
analyse de la survie globale en fonction de CK2, du grade et du groupe pronostic selon le
Groupe Frangais d'Immunothérapie a été faite.

Quarante-trois prélevements rénaux et 6 cas de métastases ont été analysés. Le niveau
d’expression de CK2 est différent entre les carcinomes rénaux a cellules claires et les tissus
rénaux sains. L’expression des deux sous-unités de CK2 est nucléocytoplasmique au niveau du
tissu rénal sain alors qu’il existe une perte de 1’expression de CK2a dans 80% des prélévements
de bas grade et dans 32% des prélevements de haut grade. Il existe une perte de I’expression de
CK2p dans 33% des prélévements de bas grade et dans 8% des échantillons de haut grade.
L’expression est principalement nucléocytoplasmique pour les sous-unités a (28%) et B (56%)
au niveau des échantillons de haut grade. Pour les échantillons de bas grade, 1’expression de

CK2p, en zone tumorale, est membranaire et cytoplasmique (24%).
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Le suivi médian de I’ensemble de la population étudiée est de 44.7 mois (Intervalle de
Confiance 95 IC95 10.8; 109.9) avec une survie globale médiane de 30.2 mois (IC 95
13.6 ; 51.2). La survie globale médiane est de 19.8 mois (IC95 12 ; 38.8) pour les prélevements
de haut grade et de 79.6 mois pour les prélevements de bas grade (IC95 11.6 ; 129.1) (p=0.011).

La survie globale médiane en 1’absence de CK2a est de 51.2 mois (IC95 12 ; 88.4) contre 17.3
mois en cas d’expression de CK2a (IC95 10.8 ; 46.7) (p= 0.176). La survie globale médiane en
I’absence de CK2p est de 31 mois (IC95 11.1 ; -) contre 23.2 mois en cas d’expression de CK2f3
(1C95 13.6; 51.2) (p = 0.164). 11 existe un lien entre le niveau d’expression de CK2a dans le
tissu tumoral et le grade (p=0.008). II existe un trés probable lien entre le niveau d’expression
de CK2p dans le tissu tumoral et le grade de Fiirhman (p= 0.08) avec des résultats proches de
la significativité. Il n’existe pas de lien entre le grade et I’expression des 2 sous-unités de CK2
dans le tissu rénal sain. L’analyse de la survie globale en fonction du groupe pronostic n’est

pas significative.

Le grade reste un élément pronostic majeur. La survie globale des patients de bas grade est
meilleure que celle des patients de haut grade. Il existe un lien entre I’absence d’expression de
CK2 et le bas grade. La survie globale est meilleure en 1’absence d’expression des sous-unités
de CK2. Cependant, nous ne pouvons affirmer que CK2 soit un facteur pronostic, sans pour
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ANNEXes :

Annexe 1 : Classification pronostique selon le modeéle de Heng.

Les facteurs pronostiques : Index de Karnofsky < 80%

Délai entre le diagnostic et le traitement < 1 an
Anémie

Neutrophilie

Thrombopénie

Hypercalcémie

Bon pronostic : 0 facteur pronostique
Pronostic intermédiaire : 1 a 2 facteurs pronostiques
Mauvais pronostic : 3 facteurs pronostiques ou plus

Annexe 2 : Classification TNM du cancer du rein 2009.

T -TUMEUR PRIMITIVE

X

TO

T1

Tla

Tib

T2

T2a

T2b

T3

T3a

T3b

T3c

Renseignements insuffisants pour classer la tumeur primitive

Pas de signe de tumeur primitive

Tumeur intrarénale < 7 cm dans son plus grand diametre

Tumeur <4 cm

Tumeur >4 cm et < 7cm

Tumeur intrarénale > 7 cm dans son plus grand diamétre, limitée au rein

Tumeur >7 cmet <10 cm

Tumeur > 10 cm, limitée au rein

Tumeur étendue aux veines majeures ou aux tissus périrénaux mais sans envahissement de la glande surrénale
ipsilatérale ni dépassement du fascia de Gérota

Tumeur macroscopiquement étendue a la veine rénale ou a ses branches segmentaires (contenant des muscles) ou
tumeur envahissant la graisse péri-rénale et/ou le tissu adipeux du sinus rénal (hile rénal) mais sans dépassement du
fascia de Gérota

Tumeur macroscopiquement étendue a la veine cave au-dessous du diaphragme

Tumeur macroscopiquement étendue a la veine cave au-dessus du diaphragme ou envahissant la paroi de la veine cave

46



T4  Tumeur étendue au-dela du fascia de Gérota (y compris 1’extension par contiguité a la glande surrénale ipsilatérale)

N — ADENOPATHIES REGIONALES

NX Renseignements insuffisants pour classer I’atteinte des ganglions lymphatiques

NO Pas d’atteinte des ganglions lymphatiques régionaux

N1 Atteinte d’un seul ganglion lymphatique régional

N2  Atteinte de plus d’un ganglion lymphatique régional

M - METASTASES A DISTANCE

MO Pas de métastases a distance

M1 Meétastases a distance
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Annexe 3 : Tableau récapitulatif du niveau d’expression et localisation des sous-unités o et B

de CK2 dans I’ensemble de la population étudiée.

diamic grade AGE poumona  poumonp CK2aS CK2B S CK2aT CK2pT
04***16* i/l ms IV sur cro 49 positif positif N/C N/C NEG NEG
05***10* [l msivsurcr 57 positif positif N/C N/C nucl N/C
06***91* |V 43 positif positif N/C N/C cyto N/C
Q7**** 1/ 59 positif positif N/C N/C N/C N/C
AO***08*  |V/III 49 positif positif cyto cyto cyto cyto
04***20* Il ms il sur cro 69 positif positif cyto N/C neg mb et peu cyto
07***g7* Il 68 positif positif N/C N/C nucl et mb e’ N/C
A01K0534 | MS iv sur cro 62 positif positif N/C peu cyto pet neg neg
07***31* IV 68 positif positif cyto N/C neg N/C
06***66* focal IV/III 69 positif positif N/C N/C nucl nucl et memb
opesoz W positf | posidf  NEG  eyo  NEG  NC  méfahépaiuestumeurrein
07***87* | 62 positif positif N/C N/C NUCL nucl et memb
Q7***31* 2 58 positif positif N/C N/C cyto N/C
AO***50%  |/Il 68 positif positif neg(RO) neg neg neg
08***37* IV 77 positif positif NEG(RO) cyto faible nucl  N/C
07***28* Il mslll DS CRO 68 positif positif N/C N/C neg nucl et memb
08***35% Il jiv 48 positif positif cyto cyto cyto peu cyto peu mb
08***71* Ul 49 positif positif N/Cetmb N/C N/C N/C
AO***61* I msll 61 positif positif cyto N/C neg neg

09***53%  lI/IV 69 positif positif cyto cyto N/C cyto

10***50*  llms Il sur cr 42 positif positif faibl cyto N/C neg nucl faibl et mEMb

08***56%  |II 76 positif positif focnucl cyto neg cyto

09***2g* Il 55 positif positif NEG(RO) N/C neg faible cytopl

09***24% IV ms Il CRO 52 positif positif cyto ? foc nucl focnucl

06***68* Il 64 positif positif N/C N/C neg cyto

lovrrgor  lihtgadesurbiopsieF  77positf  posiif  Otissusan  Ofissusain focnue  NC métagangiomare
Q7***45* 75 positif positif N/C N/C neg N/C

11**+*0g* Il MS Il CRO 77 positif positif neg(RO) peucyto  neg cyto

o7***24% IV 73 positif positif N/C N/C N/C N/C

08***41* |V 51 positif positif pas du tissu N cyto N/C N/C

09***09* |V 76 positif positif neg(RO) cyto cyto cyto

A04***09* Il 53 positif positif nucl nucl neg N/C

Aoresi00+ W positif  posiif  Otssusan  Oftissusain neg  NC  métagangionnairerrénal timoral
AQ***59*% 1| 68 positif positif peu cyto peunucl  N/C neg neg

AQ***91* 80 positif positif neg(RO) N/C neg n/C

A02L0899 Il

O4wrr0r ImSIICRO  g0positf  posiif  pasdutssusain  Oftissusan NC  NC  métagangiomare
0***328* IV iv 48 positif positif N/C N/C N/C N/C

05***0*7 I/l ms Ill CRO 48 positif positif N/C N/C neg neg

06***32*  jv 41 positif positif N/C N/C N/C N/C

04***%60* IV IV 75 positif positif N/C N/C nucl etcyto cyto et focal nucl

08A***7*  Ims |l CRO 48 positif positif cyto N/C neg nucl et mb

0*AQ****  II/IV IIICRO 77 positif positif cyto N/C neg nucl

AO1***5*  1/ll ms Il CRO 70 positif positif N/C N/C nucl | focal nucl, 1 N/C

*10**%21 Il ms |l CRO 78 positif positif cyto cyto neg neg
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La caséine kinase 2 (CK2) est constituée de quatre sous-unités, deux a et deux . Elle
phosphoryle de nombreux substrats intervenant dans 1’oncogenése. L’objectif principal est de
définir le niveau d’expression des sous-unités de CK2, en immunohistochimie, & partir de
carcinomes rénaux a cellules claires humains issus d’une base de données du CHU de Grenoble
de 2000 a 2011. Les objectifs secondaires sont d’analyser la survie globale en fonction du
niveau d’expression de CK2, du grade de Firhman et de la classification pronostic selon le
modele du Groupe Frangais d’Immunothérapie. Il s’agit d’une étude monocentrique
rétrospective ancillaire. Une analyse immunohistochimique de CK2 o et B a été faite. La survie
globale en fonction de CK2, du grade et du pronostic a été analysée. Quarante-trois
prélévements ont été analysés. Il existe une perte de I’expression de CK2a dans 80% des
prélévements de bas grade et dans 32% de haut grade. Il existe une perte de 1’expression de
CK2p dans 33% des prélévements de bas grade et dans 8 % de ceux de haut grade. Le suivi
médian est de 44.4 mois. La survie globale médiane est de 30.2 mois, de 19.8 mois pour les
hauts grades et de 79.6 mois pour les bas grades (p=0.011). La survie globale médiane en
I’absence de CK2a est de 51.2 mois contre 17.3 mois (p=0.176). La survie globale médiane en
I’absence de CK2p est de 31 mois contre 23.2 mois (p=0.164). Les autres analyses ne sont pas
significatives. Le grade est un élément pronostic. Il existe un lien entre 1’absence d’expression
de CK2 et le bas grade. La survie est meilleure en 1’absence d’expression des sous-unités de
CK2. Nous ne pouvons affirmer que CK2 soit un facteur pronostic sans I’exclure.

Mots clés : base de données du CHUGA, carcinome rénal a cellules claires métastatique, CK2,
immunohistochimie, facteur pronostic, survie globale.





