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INTRODUCTION

I- Transplantation rénale et complications néoplasiques

1) Transplantation rénale et traitements immunosuppresseurs

a- Generalités et contexte

La maladie rénale chronique ou insuffisance rénale chronique (IRC) est définie par la
présence de marqueurs d’atteinte rénale (albuminurie, protéinurie, leucocyturie ou
d’anomalies morphologiques ou histologiques) pendant plus de 3 mois et/ou d’un débit de
filtration glomérulaire (DFG) < 60 mL/min/1,73m2. Plusieurs stades peuvent étre définis selon
le DFG afin d’évaluer la gravité de la maladie (1). Les différents stades sont présentés dans le

tableau I.

Tableau I. Classification des stades d'évolution de la maladie rénale chronique

Stade DIFe Définition

(mL/min/1,73m?)

1 > 90 Maladie rénale chronique avec DFG normal ou augmenté (présence de
- marqueurs d’atteinte rénale)
X Maladie rénale chronique avec DFG légérement diminué (présence de
2 60 a 89 - ,
marqueurs d’atteinte rénale)
3A:45a59
3 IRC modérée
3B:30a44
4 15229 IRC sévere
5 <15 IRC terminale

En France, au 31 décembre 2014, le rapport REIN (Réseau, Epidemiologie, Information,
Néphrologie) recensait 79 355 patients en IRC terminale. A ce stade de la maladie, le rein
n’assure plus ses fonctions d’épuration et de maintien de 1’homéostasie ; un traitement de
suppléance doit donc étre mis en place. Dans ce contexte, I’hémodialyse ou la dialyse

péritonéale ont été envisagées pour respectivement 41 532 patients (soit 52,3%) et 2 887
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patients (soit 3,6%) en 2014. Certains patients dialysés peuvent bénéficier d’une
transplantation, qui est actuellement le traitement de choix de I’'IRC terminale (2). En 2014,

on comptait ainsi 34 936 porteurs d’un greffon en France (Figure 1) (3).

En 2014
0,
Insuffisance rénale chronique terminale 10799 (+ 2%/an)
Nouveaux patients
traités pour Insuffisance Rénale
Chronique Terminale
10375 424 Incidence = 163 pmh
En dialyse Porteur d’un greffon 79 355 (+ 5%/an)
ou 31/12/2014 ; 3241 au 31/12/2014 : Patients traités pour
44 419 34 936 Insuffisance Rénale Chronique
Terminale
DP:6,5% 1 058 DV :9,6% ’ -
Age: 70,4 Age : 57,0 Prévalence =1 194 pmh
6874 741
15,5% 2,1%
7 615
Deces
Déces Taux mortalité=9,6 %
DP : dialyse péritonéale. DV : donneurvivant. pmh : par million d’habitants

Figure 1. Organigramme de la prise en charge et du devenir des patients en IRC terminale (3)

La transplantation rénale permet une nette amélioration de la qualité de vie par rapport a la
dialyse (4) et une augmentation de la survie des patients par rapport aux patients dialyses (5).
Compte tenu de son efficacité mais également de son intérét sur le plan médico-économique
(6), en France, la transplantation rénale est recommandée chez tous les patients porteurs d’une
maladie rénale chronique évolutive avec un DFG < 20 mL/min/1,73m? sans limite d’age (7).
Les progrés réalisés en transplantation rénale au cours de ces dernieres décennies, et en
particulier, la diminution du rejet aigu de greffe (8) sont indissociables des progres

considérables des traitements immunosuppresseurs.



b- Traitements immunosuppresseurs

b-1. Apports du traitement immunosuppresseur

La découverte et I’utilisation des immunosuppresseurs (IS), et, en particulier, de la
ciclosporine au début des années 1980, puis du tacrolimus dans les années 1990, a permis de
diminuer I’incidence du rejet aigu du greffon (8). La ciclosporine a ainsi rapidement démontré
son intérét. Des 1983, une étude multicentrique européenne a observé une survie du greffon a
un an de 72% chez les patients sous ciclosporine contre 52% chez les patients traités par
azathioprine (9). Depuis, la survie du greffon est en constante augmentation et dépasse

aujourd’hui les 90% un an apres la transplantation (Figure 2).

Ciclosporine

lé"“é""“’ @ cverolimus
azathioprine ¢ l(.]()h.p()l ne tacrolimus @ sirolimus
/\' I\—J A

= UM ‘ @ LIRA
| A%(; I 2 | N1h1F
‘ -
J | |

1970 1980 1990 2000

90% >R

OSQH
60%

survie @ 1 an des greffons

Figure 2. Année d'apparition des différents IS et amélioration de la survie du greffon a un an (8)

Au cours de ces dernieres décennies, la survie des patients transplantés s’est également
améliorée. Ainsi, pour une greffe réalisée entre 2009 et 2011, la survie a été estimée a 96,8%
aunaneta88,9% a5 ans de la greffe. Cependant, la survie a 5 ans est légerement diminuée
par rapport a celle observée chez les patients transplantés entre 1996 et 2000 (92,4%). Ceci
s’explique par un acces plus large a la transplantation rénale qui n’est plus limitée par I’age ou

la présence de comorbidités (en particulier le diabéte) (10).
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L’augmentation de la survie des patients, liée au suivi régulier des patients (11) et aux progres
considérables des traitements IS, est contrebalancée par 1’apparition d’effets indésirables
cardiovasculaires, infectieux et par un risque accru de cancers liés a 1’utilisation d’IS au long
cours. Différentes classes de médicaments IS peuvent étre utilisés au court des traitements

d’induction et d’entretien.

b-2. Médicaments immunosuppresseurs

Durant la période post-greffe immédiate, 1’objectif principal est d’éviter le rejet aigu du
greffon en utilisant des traitements IS & haute dose : des corticoides a forte dose, des anticorps
(Ac) monoclonaux ou polyclonaux, un inhibiteur de la calcineurine (ICN) a forte dose et un
anti-métabolite (12). Puis la charge en traitement IS diminue, I’objectif étant de maintenir un
niveau d’immunosuppression suffisant pour éviter un épisode de rejet aigu mais permettant de
limiter I’apparition de complications au long cours. Le traitement d’entretien comprend
généralement un ICN, un anti-métabolite et des corticoides a posologie réduite. Le
remplacement de I’ICN par un inhibiteur de m-TOR (mammalian Target Of Rapamycin) peut
étre envisagé durant de cette période. Concernant leur mécanisme d’action, les
immunosuppresseurs peuvent bloquer différentes étapes essentielles a [’activation des
lymphocytes T. Leurs mécanismes d’action et leurs cibles respectives sont representés

schématiquement dans la Figure 3.
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) 4
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recirculation)

membrane

Figure 3. Mécanismes d'action des différents IS (13)

X Inhibiteurs de calcineurine (ICN) : ciclosporine et tacrolimus

Bien qu’ayant une structure chimique tres différente, I’effet immunosuppresseur de la
ciclosporine et du tacrolimus est dans les deux cas lié a I’inhibition de la synthese de
I’interleukine-2 (IL-2) via I’inhibition de la calcineurine. Dans le cytoplasme du lymphocyte
T, la ciclosporine se lie a la cyclophiline A et le tacrolimus se lie au FKBP12 (FK binding
protein 12). Une fois ce complexe ICN-immunophiline formé, la ciclosporine ou le tacrolimus
se lient a la calcineurine, une protéine phosphatase cytoplasmique impliquée dans la
régulation de la transcription des cellules eucaryotes. La calcineurine ainsi inhibée par la
ciclosporine ou le tacrolimus n’a plus la capacité de déphosphoryler le NFAT (Facteur
Nucléaire des Cellules T Activées). Ce facteur de transcription, resté a I'état phosphorylé, ne
peut plus migrer dans le noyau et activer la transcription de I’IL-2, indispensable a

I’activation des lymphocytes T. Le NFAT agit également sur la synthese d’autres
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interleukines impliquées dans la réponse immunitaire telles que I’IL-3, I’IL-4, I’interféron y

(IFNy) et le TNFa (14).

D’un point de vu pharmacocinétique (PK), la ciclosporine et le tacrolimus présentent une
forte variabilité interindividuelle. Des variations importantes & chaque étape de leur
pharmacocinétique ont ainsi été décrites. L’absorption de la ciclosporine a lieu
essentiellement au niveau du duodénum et du jéjunum (15). Elle est incomplete et trés
variable. En effet, la ciclosporine est un substrat de la glycoprotéine-P (P-gp), une protéine
d’efflux fortement exprimée au niveau intestinal et présentant des polymorphismes génétiques
responsables de variations de son expression et de son activité (16). La ciclosporine a un
volume apparent de distribution compris entre 3 et 5 L/kg en moyenne et se concentre dans
les érythrocytes (41 a 58%). Elle se lie a 90% aux protéines plasmatiques (17). Son
métabolisme, essentiellement hépatique (90%), est a I’origine de la production de plus d’une
vingtaine de métabolites. La ciclosporine est métabolisée en grande partie par le cytochrome
P450 (CYP) 3A4 et dans une moindre mesure par le CYP3AS5. Des polymorphismes
génétiques ont été identifiés sur les génes codant pour ces protéines et sont a 1’origine de
modifications de I’expression et de 1’activité des CYP correspondants. L’alléele CYP3A5*1 est
par exemple a l’origine d’une augmentation de la production des métabolites de la
ciclosporine in vitro (18). La ciclosporine étant un substrat du CYP3A4, de nombreuses
interactions médicamenteuses ont été observées en cas d’association avec des inducteurs ou
des inhibiteurs enzymatiques de ce CYP. Les inducteurs enzymatiques (carbamazépine,
phénobarbital, phénytoine, rifampicine...), en augmentant le métabolisme de la ciclosporine,
entrainent un risque d’inefficacité et rejet du greffon. A T’inverse, les inhibiteurs
enzymatiques (antifongiques azolés, inhibiteurs de protéase, jus de pamplemousse...) vont
diminuer son métabolisme, entrainant une augmentation de la concentration circulante, ce qui
potentialise le risque d’effets indésirables. L’élimination de la ciclosporine est biliaire a plus

de 95%. Seul 0,1% de la dose administrée est retrouve dans les urines sous forme inchangee.
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La ciclosporine a pour principaux effets indésirables : tremblements, hirsutisme, hypertrophie
gingivale, hypertension artérielle et troubles digestifs (anorexie, nausées, vomissements,
diarrhée). Ces effets sont dose-dépendants et réversibles. L’utilisation de la ciclosporine au
long cours est responsable de 1’accumulation de la molécule et de ses métabolites dans les
cellules tubulaires rénales conduisant a une fibrose tubulo-interstitielle irréversible pouvant
entrainer une IRC voire une perte du greffon (18). Les variations de la fonction rénale
n’influent pas sur les propriétés pharmacocinétiques de la molécule, cependant sa
néphrotoxicité rend le suivi de la fonction rénale du patient indispensable (19). Le risque de
cancers, commun a plusieurs classes d’IS, résultant de ’exposition chronique a certaines

molécules sera développé ultérieurement.

Le tacrolimus possede des propriétés pharmacocinétiques différentes de la ciclosporine. Son
absorption est faible et sa biodisponibilité par voie orale est comprise entre 20 et 25%.
Comme la ciclosporine, il est substrat de la P-gp, du CYP3A4 et du CYP3AS5 dont les
nombreux polymorphismes expliquent en partie la grande variabilité interindividuelle de sa
pharmacocinétique. Son volume de distribution est important (98 + 13 L.kg" chez les
transplantés rénaux) (20) et il diffuse largement dans les tissus. Il est trés fortement lié aux
protéines plasmatiques (99%) et est fortement incorporé aux érythrocytes (le rapport de
distribution sang total/plasma est compris entre 15 et 20) (21). Le tacrolimus est
majoritairement métabolise dans le foie, essentiellement par le CYP3AS5, et dans une moindre
mesure par le CYP3A4. Les polymorphismes du CYP3AS sont a I’origine de fortes variations
interindividuelles des concentrations en tacrolimus. Par exemple, les patients présentant le
génotype CYP3A5*1/*1 ont un metabolisme hépatique plus important et ont besoin de doses
plus importantes pour atteindre 1’équilibre thérapeutique (22). La demi-vie d’élimination du
tacrolimus est comprise entre 12 et 15 heures et peut varier en cas de prise concomitante
d’inducteurs ou d’inhibiteurs enzymatiques ou en cas d’altérations de la fonction hépatique

(21). Seuls 2% du tacrolimus sont éliminés par voie urinaire. L’existence de variations
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importantes a chaque étape de la PK du tacrolimus contribue a la variabilité interindividuelle
trés importante pour cette molécule. Les doses administrées pour atteindre la concentration
thérapeutique varient ainsi d’un facteur 1 a 12 selon les patients (22). La grande variabilité de
la pharmacocinétique des ICN justifie ainsi un suivi thérapeutique pharmacologique (STP)
afin d’adapter au mieux les posologies. D’autres facteurs indépendants de la PK de la
molécule liés a la variabilité de la population cible peuvent également contribuer a cette
variabilité (23). Le tacrolimus possede comme la ciclosporine une certaine néphrotoxicite, et
les principaux effets indésirables observés lors de son utilisation sont: des néphropathies
toxiques, des troubles métaboliques (hyperglycémie, diabéte, hyperkaliémie) et des

insomnies.

X Inhibiteurs de mTOR : sirolimus et évérolimus

Le sirolimus et I’évérolimus sont des macrolides qui ont une structure comparable a celle
du tacrolimus. Ils se lient a la protéine FKBP12 et entrainent une inhibition de la protéine
mTOR (Figure 3), une protéine kinase regulatrice du cycle cellulaire. 1l en résulte une
inhibition du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire, en particulier de la lignée

lymphocytaire T (13).

Les caractéristiques pharmacocinétiques de ces 2 molécules sont assez comparables.
L’absorption du sirolimus et de 1’évérolimus est de 15% environ. Celle du sirolimus est
fortement influencée par I’alimentation (24). 1ls sont eux aussi des substrats de la P-gp, ce qui
contribue aux variations interindividuelles de leur pharmacocinétique. Ils sont tous les deux
largement distribués dans les tissus. L’évérolimus se concentre fortement dans les
érythrocytes (95%) (24,25). La demi-vie d’élimination du sirolimus est beaucoup plus longue
que celle de 1’évérolimus (62 heures en moyenne vs. 28 heures). lls sont tres fortement

métabolisés au niveau hépatique par le CYP3A4, mais également par les CYP3A5 et 2C8.
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Ces différentes voies métaboliques possibles contribuent a leur forte variabilité
interindividuelle et expliquent I’existence d’interactions médicamenteuses avec des inducteurs
et des inhibiteurs enzymatiques de ces CYP (26,27). Le STP systématique des inhibiteurs de
MTOR est donc recommandeé. Cette classe thérapeutique peut étre a 1’origine de différents
effets indésirables nécessitant parfois une modification du traitement. Ils sont le plus souvent
d’ordre hématologique (anémie, thrombopénie, leucopénie, myélosuppression) et métabolique

(dyslipidémies), un retard a la cicatrisation a également été observé (28).

X Anti-métabolites : mycophénolate mofétil (MMF) et azathioprine

Le MMF est une prodrogue rapidement métabolisée en acide mycophénolique (MPA) au
niveau gastro-intestinal. Le MPA est un inhibiteur sélectif, non competitif et réversible de
I'inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH), enzyme clé de la synthese de novo des
nucléotides a guanine. Dans les lymphocytes, il n’existe pas de voie de sauvetage pour la
synthése des nucléotides. Le MPA inhibe ainsi leur seule source de guanine (14). De facon
intéressante, le MPA a une sensibilité 4 fois plus importante pour 1’isoforme 2 de I’'IMPDH
qui est I’isoforme principalement exprimée par les lymphocytes activés. L’inhibition est donc

assez sélective des lymphocytes T.

D’un point de vu PK, le MPA possede une biodisponibilité par voie orale comprise entre 80 et
94%. Il est largement distribué dans les tissus et se lie a 97-99% aux protéines plasmatiques
(23). Il est métabolisé au niveau hepatique par les glucuronyl transférases (UGT) en
métabolites inactifs. Le métabolite principal est le MPAG (mycophenolic acid glucuronide). Il
est partiellement excrété dans la bile puis est deconjugué en MPA par des bactéries au niveau
intestinal. Ce cycle entéro-hépatique est responsable d’un rebond des concentrations en MPA
(29). Une faible proportion du MPAG et des autres métabolites glucuroconjugués sont

également éliminés par voie urinaire. Sa demi-vie d’élimination est comprise entre 9 et 17
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heures en moyenne (30). L’altération de la fonction hépatique et, dans une moindre mesure,
de la fonction rénale peuvent donc influencer I’élimination du MPA (31). Les effets
indésirables les plus souvent observés sont des troubles digestifs (diarrhées, vomissements),

des troubles hématologiques (leucopénie) et des infections.

L’azathioprine est le dérivé nitro-imidazolé de la 6-mercaptopurine. Aprés administration, la
molécule se dissocie en 6-mercaptopurine qui traverse les membranes cellulaires, puis se
convertit en thio-analogue de la purine. Ce dernier s’incorpore au sein de I’ADN pour inhiber
de facon compétitive les enzymes essentielles a la synthése de novo des bases puriques
(adénine et guanine) de I’ADN (32). L’azathioprine est un des IS les plus anciens et il est tres
peu utilisé dans les schémas thérapeutiques actuels. Il présente une hémato-toxicité
importante (cytopénies, myélosuppression) qui nécessite un suivi biologique régulier. Les

effets indésirables observés sont dose-dépendants et réversibles a I’arrét du traitement.

X Bloqueur sélectif de co-stimulation : bélatacept

Le bélatacept est une protéine de fusion soluble composée par le domaine extracellulaire
du CTLA4 associé au domaine Fc d’une IgG humaine. Le bélatacept se lie aux récepteurs
CD80 et CD86 présents a la surface des cellules présentatrices de 1’antigéne et inhibe ainsi
I’interaction entre CD28 et ses ligands, CD80 et CD86, essentielle pour initier la réponse
lymphocytaire T spécifique de 1’antigene. Ce nouvel IS a obtenu son autorisation de mise sur
le marché en France en 2011 en association aux corticoides et au MMF dans la prévention du
rejet du greffon chez les patients transplantés rénaux adultes. Il est administré par voie
intraveineuse deés le premier jour de la transplantation, une fois par semaine pendant 12
semaines puis une fois toutes les 4 semaines selon les modalités indiquées dans le RCP
(Résumé des Caractéristiques du Produit) (33). Sa faible néphrotoxicité et son efficacité

importante en font un traitement IS intéressant dans 1’arsenal thérapeutique actuel. Cependant,
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la commission de transparence de la Haute Autorité de Santé (HAS) a conclu en 2011, en
2014 et en 2016 a une amélioration du service médical rendu « faible » (ASMR 1V), c¢’est
pourquoi il n’est pas actuellement remboursé par la sécurité sociale et donc peu utilisé dans la
pratique courante en France (34). Les derniéres données issues des études de phase Il du
bélatacept, aprés 7 ans de traitement, concluent a une diminution du risque de decés des
patients et de la perte du greffon (43% chacun), ainsi qu’a une amélioration de la fonction
rénale dans les groupes traités par bélatacept par rapport a ceux sous ciclosporine. Les effets
indésirables n’étaient pas augmentés dans cette étude dans chacun des groupes (35).
Cependant, la plupart des études ont comparé le bélatacept a la ciclosporine, alors que le
tacrolimus tend de plus en plus a remplacer la ciclosporine dans les protocoles thérapeutiques
actuels. Récemment, seule une étude a montré que le bélatacept avait des propriétés similaires
au tacrolimus (36).

Ainsi, le traitement IS a permis une nette diminution du rejet aigu de greffe. Cependant,
I’augmentation de la survie des patients est contrebalancée par 1’apparition de cancers qui

représentent désormais la deuxieme cause de déceés chez les patients transplantés (37).

18



2) Problématigue des complications néoplasigues post-transplantation

a- Epidémiologie des cancers post-transplantation

Dans la population transplantée, le risque de développer un cancer est augmenté par un
facteur 2 a 3 par rapport a la population générale (38). Ce risque varie selon 1’organe
transplanté et le type de cancer observe. Le Tableau Il résume les résultats de différentes
études menées dans plusieurs pays et reprend pour chacune le risque relatif de développer un
cancer selon I’organe transplanté (rein, foie, cceur ou poumon) par rapport a la population

générale de méme age et de méme sexe (37).

Tableau Il. Risque de cancer chez les patients transplantés selon I'organe transplanté (37)

Site and comparator SIRs with 95% confidence intervals for different organ transplant recipients

national population Kidney Liver Heart Lung
All site

Australia 33(3.1-3.7) 23(19-27) 2.7 (24-3.0) 4.3 (3.5-52)
Canada 25(23-27) 27(23-32)

Finland 33(29-3.8)

Sweden 39(36-42) 49 (3.7-64)

United Kingdom 24(23-25) 22(2.0-24) 25(2.2-27) 3.6 (3.0-44)
United States 2,10 (2.06-2.14)

Les cancers observés chez les patients transplantés sont généralement plus agressifs. Ils
apparaissent ainsi a un stade plus avancé que dans la population générale malgré un suivi
régulier chez ces patients. De plus, ils présentent une survie plus faible de 10% par rapport a
la population générale (39). Le risque de cancer est le plus élevé durant les deux premiéres
années suivant la transplantation, puis augmente a nouveau 5 a 10 ans apreés la transplantation
(39). De nombreuses études de registre ont suivi les patients transplantés et ont recensé les
cancers apparus. Elles ont permis de calculer les risques de cancer aprés un appariement sur
I’age et sur le sexe. Ces études pointent une épidémiologie particuliére des cancers dans la
population transplantée. Ainsi, de facon intéressante, I’incidence de certains cancers fréquents

dans la population générale (comme les cancers du sein ou de la prostate) n’est pas
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augmentée. En revanche d’autres cancers, rarement observés dans la population générale
(cancer de la peau, lymphome, cancer du rein), sont plus fréquents (38,40,41). C’est le cas du
carcinome rénal qui représente la deuxiéme cause de cancer chez le patient transplanté apres
les cancers cutanés. Les patients transplantés rénaux présentent un risque de carcinome rénal
15 fois supérieur a celui de la population genérale (41), ce cancer sera plus particulierement
étudié au cours de ce travail. Dans ce contexte, la cancérogénese est complexe et
multifactorielle. Des facteurs de risque propres au patient ont été mis en évidence. Comme
dans la population générale 1’age, le sexe, le tabagisme, 1’obésité, les antécédents de cancers
et de traitement immunosuppresseurs semblent favoriser 1’apparition des cancers (37). En
dehors de ces facteurs de risque, la diminution des capacités du systeme immunitaire dans son
role de surveillance des cellules tumorales, les infections par des virus pro oncogenes et le
role du traitement IS ont également été impliqués dans le développement des cancers post-

transplantation.

b- Réle du systeme immunitaire

Le traitement au long cours par les IS entraine une immunodépression constante chez les
patients transplantés. Selon le concept d’immuno-surveillance du cancer, le systeme
immunitaire est capable de reconnaitre et d’éliminer les cellules tumorales de 1’organisme
grace a la coopération de nombreux acteurs du systeme immunitaire tels que les cellules NK
(Natural Killer), les lymphocytes T et B, et certains médiateurs comme I’lL-2 (42). Le
systéme immunitaire des patients immunodéprimés n’est donc plus en capacité d’assurer son
role de surveillance entrainant un déséquilibre en faveur de la tumeur. La prise de conscience
de D'importance du systéme immunitaire est illustrée par plusieurs développements
thérapeutiques récents. Il existe ainsi désormais des Ac monoclonaux dirigés contre les
récepteurs PD1 (Programmed Death 1) présents a la surface des lymphocytes T. Apreés liaison
avec leurs ligands PD-L1 et PD-L2 (programmed death ligand 1 et 2) présents au niveau des
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cellules tumorales, ces récepteurs entrainent une réponse cellulaire favorisant 1’échappement
de la tumeur. Ainsi, le nivolumab, par I’inhibition de ce mécanisme restaure la réponse
antitumorale. Il est indiqué en monothérapie dans le traitement des carcinomes rénaux

avances apres traitement antérieur (43).

c- Virus pro oncogéne
De nombreux virus ont un pouvoir oncogene prouvé. Le lien entre certains virus et le
développement de cancers a déja été mis en évidence dans différentes études (37,39) et est

résumé dans le Tableau IlI.

Tableau Il1. Principaux virus oncogénes et pathologies associées (44).

Cancer(s) associé(s)

EBV (Epstein Barr Virus) Lymphomes, syndromes lymphoprolifératifs
HPV (Human PapillomaVirus) Cancers cutanés et cutanéomuqueux
HHYV 8 (Human Herpes Virus 8) Sarcome de Kaposi

VHB (Virus de I’Hépatite B)

i i Hépatocarcinome
VHC (Virus de I’Hépatite C) P

HTLV (Human T Lentivirus) Lymphomes non Hodgkiniens

L’étiologie virale a ainsi été retrouvée dans des cancers post-transplantation fréquemment

rencontrés et justifie la nécessité du suivi virologique sur le long terme (45).

d- Role propre des traitements IS

De plus en plus d’études soulignent le réle propre de certains IS en dehors de leur action
sur le systeme immunitaire (39). Parmi les molécules utilisees contre le rejet chronique,
certaines ont un effet protecteur, c’est le cas des inhibiteurs de mTOR (44). Chez les patients

transplantés rénaux, ils ont été associés a une forte diminution du risque de cancers cutanés et
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non cutanés par rapport aux patients traités par ICN (46). Plusieurs mécanismes expliquent cet
effet. La protéine mTOR a laquelle se lient les molécules de cette famille est une protéine
kinase impliquée dans la prolifération, la mobilité et la néo-vascularisation. Ces actions sont a
I’origine a la fois de leur activité immunosuppressive mais également d’une activité anti
tumorale (47). Le sirolimus a un effet anti-angiogénique in vitro et in vivo lié a une
diminution de la production du VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Cette action
entraine donc une diminution de la croissance tumorale (48). Ainsi, chez les patients
transplantés rénaux, le sirolimus diminuerait le risque global de cancer de 40%, voire de 56%
pour les cancers cutanés. En revanche, il serait associé a une augmentation du risque de déces
de cause infectieuse et -cardiovasculaire (49). Cependant, malgré leurs propriétés
antiprolifératives et leur faible néphrotoxicité, les inhibiteurs de mTOR ne sont pas
recommandés en premiére intention immédiatement apres la transplantation. En effet, leur
utilisation dans la prévention du rejet d’allogreffe rénale est limitée car ils ont un effet
immunosuppresseur moins puissant que les ICN. Ceci a été mis en évidence par une
augmentation du risque de rejet a 3 mois chez les patients traités par sirolimus par rapport a

ceux sous ciclosporine (17% vs. 8% ; p = 0,071) (50).

Pour le MMF et les glucocorticoides, I’effet sur la cancérogénése est plus contradictoire. Le
MMF a initialement été développé comme une molécule « anti-cancer » grace a ses effets sur
I’inhibition de la synthése de I’ADN et son action antiproliférative. Cette action a été
démontrée in vitro mais reste a prouver in vivo (37,51). Les glucocorticoides ont un effet
cytotoxique sur les lignées tumorales d’origine hématopoiétique, de plus, une action sur
I’angiogenese par diminution de la production du VEGF a été décrite (52,53). D’autres études
in vitro suggerent au contraire une action pro-oncogéne. Cependant, ces effets ayant été
observés a des doses bien supérieures a celles utilisées en thérapeutique, il est actuellement

difficile de conclure (51).
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Concernant les ICN et 1’azathioprine, de nombreuses études sont en faveur d’une stimulation
des cancers. L’azathioprine augmente le risque de cancers cutanés. En effet, les dérivés
thiopurines sont instables et s’oxydent rapidement sous 1’effet des rayonnements UV. Ceci
entraine 1’oxydation du dérivé 6-thioguanine incorporé au sein de I’ADN et facilite les
cassures de I’ADN, a I’origine de I’initiation de la cancérogénese (54). Plusieurs mécanismes
ont été impliqués dans 1’action pro oncogéne des ICN. Celui lié¢ a une augmentation du TGFf3
a eté associé a une augmentation de I’agressivité et de la dissémination métastatique des
cellules cancéreuses (55). In vivo, les souris porteuses d’un adénocarcinome colique et traitées
par ciclosporine avaient des concentrations sériques de VEGF significativement plus élevées
que les souris témoins. De méme, la taille de la tumeur et la densité des capillaires sanguins
étaient plus importantes chez les souris sous ciclosporine (48). Des études in vitro réalisées
dans plusieurs lignées cellulaires de carcinome rénal exposées a la ciclosporine sont

également en faveur d’une augmentation de I’expression du VEGF (56).
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- Cancer du rein

1) Epidémiologie et classification

Dans la population générale, le cancer du rein représente en France le 7°™ cancer chez
’adulte avec plus de 11 000 nouveaux cas par an (57). En 2016, I’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) a modifié la classification de 2004 des tumeurs rénales en tenant compte des
avancées en génetique et en biologie moléculaire ayant permis de mieux comprendre la
physiopathologie de la maladie (58,59). Les tumeurs rénales sont désormais regroupées en
plusieurs catégories en fonction de 1’origine tissulaire de la tumeur. Les tumeurs malignes a
cellules rénales (ou carcinome rénal, RCC, renal cell carcinoma), d’origine épithéliale (60),
représentent 80% des tumeurs du rein (61). Parmi ces carcinomes rénaux, les 2 types
histologiques les plus souvent rencontrées sont le carcinome rénal a cellules claires dans pres
de 70 % des cas (ccRCC) et le carcinome rénal papillaire dans 15% des cas (pPRCC) (62). Les

autres catégories sont nombreuses mais ne représentent qu’une faible proportion des tumeurs

rénales observées et ne seront pas abordées dans ce travail.

L’agressivité de la tumeur peut étre évaluée grace aux grades de Fuhrman qui sont corrélés a
la survie. L’échelle de Fuhrman est déterminée selon les caractéristiques morphologiques des
noyaux des cellules tumorales et se décompose en 4 grades histo-pronostiques d’agressivité
croissante (Tableau I1V.) (63,64). Dans la nouvelle classification de ’OMS de 2016, elle n’est

plus utilisée que pour les ccRCC et pRCC (58).

Tableau 1V. Grades de Fuhrman.

Grade de Risque de survenue de

Caractéristiques histologiques Survie a 5 ans

Fuhrman métastases

petits noyaux ronds (10pm), contours

1 (28%) P ) 76% 2%
réguliers, pas de nucléoles
noyaux plus volumineux
9 o 72% %
I (30%) (15 pm), légerement irréguliers ° 9%
noyaux volumineux (20 pm),
o) 0 0,
1 (30%) contours tres irréguliers >1% 17%
IV (10%) idem grade 11l 43% 30%

+ présence de cellules monstrueuses
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2) Physiopathologie

Le gene VVon Hippel-Lindau (VHL) est un gene suppresseur de tumeur. Il est inactivé dans
60 a 70% des cas sporadiques de ccRCC (65). La protéine VHL (pVHL) est une protéine clé
dans la réponse tissulaire a 1’hypoxie. En situation normoxique, la sous-unité o de HIF
(Hypoxia Inducible Factor) est hydroxylée rendant possible la liaison avec pVHL (Figure 4).
Cette liaison active la dégradation de HIF-o via le protéasome et empéche ainsi
I’accumulation de HIF en normoxie. En cas d’hypoxie ou de dysfonctionnement de pVHL,
I’absence d’hydroxylation empéche la liaison entre pVHL et HIF-a. 1l en résulte une
accumule de HIF dans le cytoplasme puis une migration dans le noyau. Apres
hétérodimérisation avec HIF-B, le facteur de transcription HIF est capable d’activer
I’expression de geénes codant pour des facteurs de croissance tels que le VEGF, le TGFp

(Transforming Growth Factor) et le PDGF-B (Platelet Derived Growth Factor B chain) ayant

un réle important dans la signalisation angiogénique et la tumorigenese (Figure 4) (65,66).
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Figure 4. Mécanismes moléculaires du développement du ccRCC (66)
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En cas d’inactivation de VHL, pVHL n’a plus la capacité de dégrader HIF-o qui s’accumule
de facon inappropriée méme en situation normoxique. Ceci entraine une surexpression du
VEGF ayant des effets autocrine et paracrine impliqués dans 1’angiogenése et la croissance
des cellules tumorales (67). La mutation du gene VHL a été découverte en 1993 et a permis
une meilleure compréhension de la physiopathologie du ccRCC (68). Plus récemment,
d’autres génes impliqués dans le remodelage de la chromatine ont été identifiés : BAPL,
SETD2 et PBRML. lIs sont mutés dans respectivement 8 a 11%, 3 a 12% et 41% des cas de
ccRCC. D’autres génes impliqués dans la méthylation et le maintien de la chromatine tels que
KDM5C et KDMG6A ont également été identifiés (69). Concernant le pRCC qui représente 15
a 20% des tumeurs rénales (62), certaines mutations particulieres ont été mises en évidence.
Les pRCC de type 1 ont été associés a des mutations du gene MET (70). Cet oncogéne code
pour une protéine kinase impliquée dans la survie et la migration cellulaire (71). Les pRCC de
type 2, ont été associés a des mutations et/ou des altérations de CDKN2A, SETD2 et TFE3 qui

sont des genes ayant un réle dans la modification de la chromatine (70).

Le VEGF apparait comme ayant un role central dans 1’apparition et dans le développement du
carcinome rénal et plus particulierement du ccRCC. Son importance est d’ailleurs soulignée
par les nombreux développements dont il fait actuellement 1’objet en thérapeutique
(Bevatizumab, anticorps neutralisant du VEGF ; sunitinib, sorafenib et pazopanib inhibiteurs

des récepteurs du VEGF) (72).
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I11-  Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

1) Fonctions et régulation

a- Genéralités

Le VEGF comprend 5 isoformes : A, B, C, D et le PLGF (PLacenta Growth Factor). Le
VEGFA est I’isoforme principale. Elle est exprimée dans de nombreux types cellulaires, en
particulier, dans les cellules endothéliales (73). Le VEGF a un rble essentiel dans
I’angiogenése, tant physiologique que pathologique. Il permet de stimuler la prolifération et la
migration des cellules endothéliales, et augmente la perméabilité vasculaire. 1l exerce
également une action sur la tumorigenese en maintenant le pool de cellules souches

tumorales.

L’expression du VEGF est régulée par différents mécanismes. L hypoxie et le facteur de
transcription HIF jouent un réle central dans la régulation de la transcription du VEGF. La
fixation du VEGF aux récepteurs tyrosine kinase VEGFR (VEGF Receptor) et aux
neuropilines (NRP) est indispensable pour activer les voies de signalisation angiogénique. Il
existe 3 récepteurs de type tyrosine kinase pour le VEGF : le VEGFR1 ou Flt-1 (fms-like
tyrosine kinase 1), le VEGFR2 ou KDR (Kinase Domaine Receptor) et le VEGFR3 ou Flt-4
(74). Le VEGFR1 est exprimé par de nombreux types cellulaires : les cellules endothéliales
vasculaires, les monocytes, les macrophages, les trophoblastes, les cellules mésangiales
rénales, les cellules dendritiques, et également par certaines cellules tumorales. Le VEGFA a
une forte affinité pour ce récepteur. Le VEGFB et le PLGF peuvent également s’y lier et avoir
une action sur ’angiogenése, 1’inflammation, la consommation des acides gras ou encore le
développement embryonnaire (73). Le VEGFR2 est retrouvé essentiellement a la surface des
cellules endothéliales vasculaires et sur les cellules tumorales (73). Le VEGFA s’y lie mais
avec moins d’affinité que pour le VEGR1. Le VEGFC et le VEGFD peuvent également s’y

fixer. Le VEGFR2 est le médiateur clé de la différentiation des cellules endothéliales et de
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I’angiogenése tumorale. Son expression est egalement augmentée dans certaines tumeurs

comme dans le carcinome rénal (75) ou il joue un role dans le maintien du pool de cellules

tumorales. Le VEGFR3 est exprimé par les cellules endothéliales lymphatiques et se lie au

VEGFC et au VEGFD. Le VEGFR3 agit essentiellement sur la lymphangiogénése. L’affinité

du VEGF pour les récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 peut étre potentialisée via d’autres

récepteurs, les NRP. Ces derniers peuvent également agir comme des récepteurs directs du

VEGEF. Il existe deux types de NRP : NRP1 et NRP2. L’expression de NRP2 a été observée in

vitro et in vivo dans des cellules de ccRCC (76).

b- Roéles et fonctions

Les différentes fonctions du VEGF au sein des cellules tumorales sont représentées dans

la Figure 5.
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Figure 5. Roles du VEGF au sein des cellules cancéreuses (67)

Le VEGF stimule I’angiogené¢se via I’activation de ses récepteurs et la stimulation de

voies de signalisation spécifiques (RAS-RAF-MERK-ERK ; PI3BK-AKT-mTOR). Il en résulte

une prolifération et une migration des cellules endothéliales ainsi qu’une dégradation et un
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remodelage de la matrice extracellulaire nécessaires a la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins. L’action du VEGF sur les cellules endothéliales permet ¢galement d’augmenter la
perméabilité vasculaire nécessaire a 1’afflux de facteurs de croissance et de nutriments
indispensables au développement de la tumeur. Le VEGF a également une action autocrine
médiée par le VEGFR2 et les NRP permettant de maintenir le pool de cellules souches
tumorales et garantir 1’auto-renouvellement des cellules de la tumeur. Le VEGF peut aussi
agir sur la réponse immunitaire anti tumorale par I’inhibition des lymphocytes T régulateurs

(67).

Dans I’étude du cancer du rein chez le patient transplanté, le VEGF apparait donc étre une
cible particulierement intéressante. En effet il est a la fois impliqué dans la physiopathologie

du cancer rénal (66) et dans I’effet pro carcinogéne des ICN (77).

2) Polymorphismes du VEGF

Un polymorphisme génétique se définit par la présence de variations communes et
fréquentes au sein de geénes dans une population, a 1’origine de variations phénotypiques
mineures expliquant les différences entre les individus. Les plus répandus sont les SNPs
(single nucleotide polymorphisms), et correspondent a la modification d’un seul nucléotide
dans la séquence génétique. Le gene codant pour le VEGFA est situé sur le bras court du
chromosome 6 (6p21.1) et compte 8 exons. Il s’agit d’un géne hautement polymorphe avec

des SNPs présents au niveau des régions régulatrices de sa transcription.

Au cours des derniéres années, de nombreuses ¢études évaluant I’impact des différents
polymorphismes du VEGF dans différents cancers ont été réalisees (78-80). La variabilité
génétique du VEGF a ainsi été étudiée avec succes dans certains cancers (foie, prostate, sein,
vessie) (81). Plusieurs polymorphismes ont par ailleurs été associés au taux circulant de

VEGF (VEGFA c.-2578 A>C (rs699947), VEGFA c.-1154 G>A (rs1570360), VEGFA c.-460
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C>T (rs833061), VEGFA c.-634 G>C (rs2010963), VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039)) (81).
Chez des patients sains, le génotype VEGFA c.-634 GG (rs2010963) a été associée a un niveau
d’expression du VEGF augmenté (82). Concernant le polymorphisme VEGFA c.-460 C>T,
l'augmentation de la transcription du VEGF a été expliquée par un déséquilibre de liaison total
avec une insertion de 18 pb qui est un site de fixation pour le facteur de transcription Spl
(83). Le VEGEF jouant un réle clé dans la physiopathologie du carcinome rénal, des études ont
recherché une association entre le risque de carcinome rénal et les polymorphismes du gene

codant pour le VEGF dans la population générale.

a- Polymorphismes du VEGFA et risque de carcinome rénal

Les résultats des études ayant évalué 1’association entre les polymorphismes du VEGFA et
le risque de carcinome rénal sont parfois contradictoires. Les SNPs étudiés, la population et le
nombre de sujets inclus doivent étre pris en compte afin d’interpréter correctement ces
résultats. Saenz-Lopez et coll. n’ont pas retrouvé d’effet dans la population espagnole pour les
polymorphismes suivants : c¢.-2578 A>C (rs699947), ¢.936 C>T (rs3025039), c.-460 C>T
(rs833061) et c.-634 G>C (rs2010963) (84). En revanche, Bruyere F. et coll. ayant étudié les
polymorphismes c.-460 C>T (rs833061), ¢.936 C>T (rs3025039), c.-634 G>C (rs20105963)
et c.-1154 G>A (rs1570360) ont montré que les patients ayant un génotype c.-460 TT
(rs833061) avaient un risque de carcinome rénal augmenté (85). Dans une étude menée dans
la population chinoise, c’est le génotype c.-460 CC (rs833061) qui a été lié a une
augmentation du risque de carcinome rénal (86). Ces données soulignent I’importance de
I’origine ethnique et de la confirmation in vitro de I’effet d’un SNP. Une méta-analyse récente
regroupant les données de 8 études a conclu a I’augmentation significative du risque de
carcinome rénal chez les patients porteurs du génotype c.-2578 AA (rs699947) et chez ceux
porteurs du génotype ¢.936 TT (rs3025039). Ainsi, parmi ces 8 études, 5 ont étudié le SNP
€.-2578 A>C (rs699947) (84,86-89). Secule I’équipe de Séaenz-LoOpez n’a pas retrouvé
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d’association significative avec le risque de carcinome rénal (84). Les 4 autres équipes ont
montré que le génotype AA ou I’expression de 1’alléle A augmentait ce risque. Concernant le

SNP ¢.936 C>T (rs3025039), les résultats de la méta-analyse (90) sont présentés dans la

Figure 6.
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Figure 6. Forest plots entre le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) et le risque de
carcinome rénal selon différents modeles génétiques (90)
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Cette meta-analyse a mis en évidence le lien entre le polymorphisme ¢.936 C>T (rs3025039)
et le risque de carcinome rénal. Ce risque est augmenté chez les patients présentant I’all¢le T,
quelque soit le modele génétique utilisé. L’association des polymorphismes c.-2578 A>C
(rs699947) et ¢.936 C>T (rs3025039) aux concentrations circulantes de VEGF confirme par
ailleurs I’intérét de ces polymorphismes dans le carcinome rénal (78,91-93). En revanche, il
n’a pas été mis en évidence d’association entre le risque de carcinome rénal et les autres
polymorphismes du VEGFA étudiés dans la méta-analyse de Gong et al (c.1612 G>A
(rs10434), c.-460 C>T, c.-634 G>C (rs2010963) et c.-1154 G>A (rs1570360)) (90). Les

résultats des différentes études, sont résumés dans le Tableau V.

b- Polymorphismes du VEGF et agressivité du carcinome rénal

Une relation entre le niveau d'expression du VEGF dans les tumeurs rénales (surtout
celles de type ccRCC) et la survie globale des patients ayant été mise en évidence, des études
se sont intéressées a 1I’impact des polymorphismes du VEGFA sur I’agressivité du carcinome
rénal (94). Dans ces études, la taille de la tumeur, le stade de la maladie et/ou la survie des
patients atteints de carcinome rénal ont été pris en compte. Cependant, la plupart de ces études
ayant été effectuée sur les populations asiatiques, les résultats sont difficilement
superposables a la population caucasienne et doivent étre interprétés avec précaution. L’étude
d’Abe et al n’a pas montré de corrélation entre le grade la tumeur et les SNPs ¢.936 C>T
(rs3025039) et ¢.1612 G>A (rs10434) dans la population japonaise (95). Une autre étude
japonaise ayant étudié 3 polymorphismes du VEGFA (c.-2578 A>C (rs699947), c.-1154 G>A
(rs1570360) et c.-634 G>C (rs2010963)) a montré une association entre la survie, le nombre
de métastases et le polymorphisme c.-2578 A>C. Une association entre la taille, le stade de la
tumeur et le polymorphisme c.-1154 G>A (rs1570360) a également été observé. En revanche,
aucune association avec le pronostic ou la survie n’a ét¢ mise en évidence avec le
polymorphisme c.-634 G>C (rs2010963) (96). Trois équipes chinoises ont également étudié
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ces 3 polymorphismes mais leurs conclusions different malgré un nombre important de
patients inclus et une population a priori homogene d’une étude a ’autre (97-99). Les seuls
résultats concordants concernaient le polymorphisme c.-2578 A>C (rs699947) : le génotype
AA a été associé a des tumeurs plus grandes, de stade plus éleve et a une survie diminuée.
Dans la population caucasienne, les études sont plus rares. En 2012, Scartozzi et al, ont
montré chez les patients traités par sunitinib une survie (globale et sans progression) diminuée
pour les génotypes c.-2578 CC (rs699947), c.-460 TT (rs833061) et c.-634 CC (rs2010963)
(100). Une étude allemande, réalisée chez des patients atteints de carcinome rénal métastasé et
traités par sunitinib, a montré une diminution de la survie sans progression chez les patients
présentant le génotype c.-2578 AA. Aucune association n’a été mise en évidence pour les
autres SNP étudiés (c.-1154 G>A (rs1570360), c.-634 G>C (rs2010963) et c.936 C>T

(rs3025039)) (101). L’ensemble des résultats de ces études sont repris dans le Tableau V.

3) Polymorphismes des génes codant pour les VEGFR

Le gene codant pour le VEGFR2 (KDR) est localisé en 4q12 et est composé de 30 exons.
Celui codant pour le VEGFR3 (FLT4) est situé en 5g935.3 et comporte 35 exons. Les
VEGFR2 et VEGFR3, récepteurs trés impliqués dans 1’angiogenése tumorale, sont également
la cible des traitements anticancéreux du carcinome rénal (Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib ou

encore Axitinib).

Les études recherchant une association entre le carcinome rénal et les polymorphismes des
genes codant pour les récepteurs du VEGF sont rares. Il s’agit essentiellement d’études
concernant la relation entre les polymorphismes des récepteurs du VEGF et la réponse au
traitement spécifique par les inhibiteurs de tyrosine kinase (ITK), sunitinib pour la plupart. La
réponse au traitement est evaluée par la survie globale ou la survie sans progression des

patients. Dans certaines études, I’association entre les polymorphismes du VEGF ou de ses
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récepteurs et la survenue d’effets indésirables des ITK a également été recherchée. En 2011,
une étude prospective et multicentrique espagnole a recherché des marqueurs génétiques de
survie et/ou de toxicité du sunitinib afin de prévoir la réponse ou la non réponse au traitement
(102). Seize polymorphismes dont certains sur les génes VEGFA, FLT4 et KDR ont été
étudiés. Une diminution significative de la survie sans progression pour les polymorphismes
FLT4 ¢.1480 AG (rs307826) et FLT4 c¢.3971 GT (rs307821) (p=0,0079 et p=0,014
respectivement), et une légére diminution de la survie globale (non significative) associée au
polymorphisme KDR ¢.1416 TA (rs1870377) ont été mises en évidence (102). Ce dernier a
également été étudié par Scartozzi et al. dans une étude du méme type mais n’a pas été
associé avec une modification de la survie sous sunitinib (100). Deux autres études ayant
travaillé sur ces polymorphismes n’ont pas retrouvé d’association (105, 103). En revanche, il
a été récemment montré que les patients présentant le génotype KDR ¢.1416 TT avait une

survie globale supérieure aux patients présentant le génotype KDR ¢.1416 AA (103).

Le Tableau V résume les caractéristiques des SNPs du VEGFA, du FLT4 et du KDR les plus
étudiés chez les patients atteints de carcinome rénal et reprend 1’ensemble des études in vitro

et in vivo précédemment citées.

A ce jour, il n'existe pas d’étude ayant recherché une association entre les polymorphismes du
VEGF ou I’un de ses récepteurs et le développement du carcinome rénal chez les transplantés
rénaux alors qu’une augmentation par un facteur 15 du risque de carcinome rénal a été decrite
chez ces patients (41). De plus, I’effet du traitement immunosuppresseur et, en particulier
celui des ICN capables de moduler I’expression du VEGF, rend I’étude des polymorphismes

des genes VEGF et de ses récepteurs particulierement intéressante chez ces patients.
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Tableau V. Caractéristiques des principaux SNPs du VEGF et de ses récepteurs

Conséquence sur la
séquence en acides

Fréquence de
Palléle

Etudes cliniques

Position dans le Alléle Conséquences fonctionnelle in

Identifiant rs

Polymorphismes

gene aminés ancestral minoritaire vitro Pas d’association Association
CC associé a v expression du
c.-2578 A>C rs699947 Promoteur / A A=32,45% VEGF (78) (84,102,105,106) (86-89,96-101)
Alléle C associé a /~ [VEGF] (104)
c.-460 C>T rs833061 Promoteur / C C=36,98% Alléle T associé a 7 [VEGF] (104) | (84) (85,86,89,100)
AAELGA dajs\c/’gce_‘?‘(;sfxmess'(’" (85,89,98,99,101,102,105,
- = 0,
c.-1154 G>A rs1570360 Promoteur / G A=18,87% [VEGF] chez AA < GA < GG 106,108) (96,97)
(107)
CC associé a 7 [VEGF] (82)
VEGFA GG associé a \ expression du | (84-86,88,89,96,97,101,102
) . _ 0 ,88,89,96,97,101,102,
c.-634 G>C rs2010963 5’-UTR / G C=32,61% VEGE (78) 105) (98-100)
Alléle C associé a ~ [VEGF] (104)
C.-2489 C>T rs1005230 Promoteur / C T=32,47% (109,110)
€.534 C>T rs25648 5’-UTR p.Serl78= C T=12,12% (100)
R N B
¢.936 C>T r$3025039 3-UTR / c T=1336% | AT assoc'eg‘;) [VEGF] 1~ | (54 g8,95,100,101) (89)
€.1612 G>A rs10434 3’-UTR / G A=34,76% (86,88,89,95,100,105)
KDR c.1416 T>A rs1870377 Exon p.GIn472His T A=21,19% (101,102,105,111) (103,112)
(VEGFR2)
c.889 C>T rs2305948 Exon p.Val297lle C T=15,26% (101,105,111)
FLT4 €.1480 A>G rs307826 Exon p.Thr571Ala A G=5,29% (101,102)
(VEGFR3)
€.3971 G>T rs307821 3’-UTR p.Argl401Leu G T=8,95% (102)

7 =augmentation ; ~ = diminution ; [VEGF] = concentration plasmatique en VEGF
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IV-  Cancer du rein chez les transplantés rénaux

1) Epidémiologie du cancer du rein chez les patients transplantés rénaux

Dans la population transplantée rénale, le risque de développer un carcinome rénal est
multiplié par 15 par rapport a la population générale de méme age et de méme sexe (37,41). Il
peut toucher le rein natif et trés rarement le rein greffé. L’incidence des cancers du greffon
ayant été rapportée a 0,19% des tumeurs rénales diagnostiquées de novo chez les transplantés

rénaux (113), nous n’aborderons que le cas du carcinome rénal du rein natif dans notre étude.

Chez les patients transplantés, les types histologiques des carcinomes rénaux observés ont une
répartition différente par rapport a celle observée dans la population genérale. Les 2 types les
plus souvent diagnostiqués restent le ccRCC et le pRCC mais les proportions sont différentes.
Ainsi, la répartition était de 50% de ccRCC et 44% de pRCC dans une étude britannique
monocentrique (114). Des résultats similaires ont été obtenus dans plusieurs études récentes
en Corée, en France (115,116) et au Japon (117). Les résultats de ces études sont précisés
dans le Tableau V1. Certaines de ces études comparent les carcinomes rénaux observés chez
les patients transplantés par rapport aux patients dialyses (115-117). Il est intéressant de noter
que les types histologiques rencontrés chez les patients transplantés sont plus proches de ceux

observés chez les patients dialysés (Tableau VI).

Tableau VI. Répartition des types histologiques selon les populations observées.

Population . . ; . o
P ) Patients dialysés Patients transplantés rénaux
générale
Znaor et Neuzillet L\ie;lznllet. Leeetal. glg?nte Tagakiet | Moonet | Leeetal. | Takagiet Stlg;ante
al. etal. 2011 | oo 2012 o al. 2017 | al. 2015 | 2012 al. 2017 | o
2015 (62) | (118) (118) (115) (116) a17) (114) (115) (117) (116)
ccRCC 70% 89 % 59 % 64 % 77 % 77 % 50 % 57 % 67 % 50 %
pRCC | 10-15% 7% 37 % 27 % 22 % 21 % 44 % 29 % 31 % 44 %
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Les carcinomes rénaux observés dans la population transplantée sont généralement de
meilleur pronostic que dans la population générale. Cela se manifeste par un stade de
diagnostic plus bas et par une taille de tumeur plus petite (118). Plusieurs explications ont été
proposées. D’une part, une physiopathologie différente, expliquant également la plus grande
proportion de pRCC chez ces patients. D’autre part, le diagnostic plus précoce grace au suivi

systématique qui est réalisé par des échographies régulieres apres la transplantation.

En dehors des facteurs de risque généraux de cancers lié au patient (sexe, age, tabac, obésité,
HTA et diabéte) (58), il existe d’autres facteurs de risque spécifique chez le transplanté.
L’impact de la durée de la dialyse avant la transplantation a ainsi été souligné dans plusieurs

études et montre I’importance de la maladie rénale chronique préexistante (119-121).

2) Prise en charge

Les derniéres recommandations de la Société Frangaise d’Urologie sur la prise en charge
du cancer du rein ne prennent pas en compte le cas particulier du patient transplanté rénal
(58). A I’heure actuelle, le traitement de premiére intention est la néphrectomie du rein natif
non fonctionnel. Le traitement IS est ensuite revu au cas par cas car il n’existe pas a ce jour de
recommandations. Plusieurs stratégies telles qu’une diminution des posologies ou un
remplacement des ICN vers les inhibiteurs de mTOR peuvent toutefois étre envisagées en

fonction du contexte clinique (122).

En cas de découverte du carcinome a un stade avance, la prise en charge thérapeutique fait
intervenir les ITK. Ces nouvelles molécules ciblent notamment les récepteurs du VEGF,
fortement impliqué dans 1’angiogenése et également dans la physiopathologie du carcinome

rénal. 1l s’agit du sunitinib, du sorafénib, du pazopanib, de I’axitinib et du carbozantinib (72).
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L’identification des patients présentant un risque élevé de développer un carcinome rénal,
semble prometteuse. Cela permettrait d’adapter d’emblée leur traitement IS et ainsi de
diminuer le risque de développer un cancer. Dans ce contexte, [ utilisation des
polymorphismes du VEGF comme aide a la gestion du traitement IS n’a jamais été évaluée et

semble intéressante.(41).
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V- Hypothéses de travail et objectifs

Notre hypothése de travail est donc que certains polymorphismes du VEGF
contribueraient a I'augmentation du risque de développer un carcinome rénal chez les patients
transplantés rénaux. Le VEGF est un gene hautement polymorphe et certains de ces
polymorphismes ont déja été associes a un taux circulant de VEGF augmenté. 1l semble donc
étre une cible intéressante, car a la fois impliqué dans la physiologie du carcinome rénal et
dans I’effet pro carcinogene des ICN. Malgré cela, peu d'études ont analysé le lien entre le
polymorphisme du gene codant le VEGF et la survenue de cancer du rein dans la population
générale et encore moins dans la population transplantée dont le risque de carcinome rénal est
pourtant augmenté. Ainsi, la recherche de polymorphismes avant la mise en place du
traitement immunosuppresseur pourrait permettre de guider le clinicien vers des molécules

moins oncogenes telles que les inhibiteurs de mTOR.

Nous avons étudié au total 12 polymorphismes. Huit polymorphismes du géne codant pour le
VEGF ont été sélectionnés: VEGFA c.-2578 A>C (rs699947), VEGFA c.-2489 C>T
(rs1005230), VEGFA c.-460 C>T, VEGFA c.-1154 G>A (rs1570360), VEGFA c.-634 G>C
(rs2010963), VEGFA c¢.534 C>T (rs25648), VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) et VEGFA
€.1612 G>A (rs10434). Deux polymorphismes du KDR, gene codant pour le VEGFR2 : KDR
€.1416 T>A (rs1870377) et KDR ¢.889 C>T (rs2305948) et 2 polymorphismes du FLT4, géne
codant pour le VEGFR3 : FLT4 ¢.1480 A>G (rs307826) et FLT4 ¢.3971 G>T (rs307821) ont
également été étudiés. Dans un premier temps, nous les avons évalués en tant que marqueurs
prédictifs de la survenue du carcinome rénal chez les patients transplantés rénaux. Puis, dans
un second temps, nous avons évalué les différences de survie en fonction des génotypes
observés. Cette étude rétrospective a permis de mieux connaitre les facteurs de risque

génétiques des carcinomes rénaux chez les patients transplantés rénaux.
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MATERIELS ET METHODES

I- Population de I’étude et sélection des patients

L'étude pharmacogénétique Ve-CART est une étude rétrospective, multicentrique de type
cas-témoin. Cette étude prévoit d’inclure 240 patients (120 cas et 120 témoins) ayant subi une
transplantation rénale sur les sites d’Amiens, Lille et Rouen entre le 1% Janvier 2002 et le 31
Décembre 2011 et pour lesquels des prélevements sont disponibles (recherche non
interventionnelle sur prélevements humains). Cette étude a obtenu les avis favorables aupres
du Comité de Protection des Personnes (CPP) du CHU d’Amiens et du Comité Consultatif du
Traitement de I'Information en matiere de Recherche dans le domaine de la Santé (CCTIRS)
et a été autorisée par la Commission Nationale de I’Informatique et des Libertés (CNIL). Tous
les patients ont été¢ informés et ont donné leur consentement écrit avant d’étre inclus dans

I’étude. Les critéres d’inclusion et d’exclusion de I’étude sont résumés dans le Tableau VII.

Tableau VII. Critéres d'inclusion et d'exclusion des patients de I'étude Ve-CART.

Patient adulte transplanté rénal dans un des 3

. . ) Patient transplanté mineur
centres suivants : Amiens, Lille ou Rouen P

Patient transplanté entre le 01/01/2002 et le Patient transplanté avant le 1* Janvier 2002 ou
31/12/2011 apres le 1*" Janvier 2012

Patient receveur d’une premiére, deuxiéme ou Patient suivi dans 1’un des 3 centres mais
troisiéme transplantation rénale transplanté dans un autre site

Patient receveur d’une greffe a partir d’un
donneur vivant ou décédé, quel que soit le risque
immunologique

Patient receveur d'une double greffe (rein et autre
organe) ou d'une bi-greffe

Patient n'acceptant pas que ses données
médicales soient inclues dans le registre ou
n'acceptant pas que ses prélévements soient
utilisés a des fins de recherche scientifique

Patient informé par son médecin et ayant accepté
que ses données soient traitées dans le cadre de
I’étude

Patient sous tutelle ou curatelle ou privé de droit
public (personnes visees par les articles L1121-5
alL1121-8 et L1122 1-2 du Code de la Santé
Publique)

Patient disposant d’une couverture maladie
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Les patients du groupe « cas » sont des patients transplantés rénaux ayant développé
un carcinome renal (sur le rein natif) apreés la transplantation. Les patients « témoins » sont
des patients transplantés rénaux n’ayant présenté aucun cancer. Les témoins ont été appariés
aux cas selon le sexe, 1’dge lors de la transplantation (+/- 5 ans) et le délai post-
transplantation. Pour les cas, ce délai correspond au temps écoulé entre la transplantation et le
diagnostic du cancer. Celui des témoins correspond au délai écoulé entre la transplantation et
la date de dernieres nouvelles. Le risque de cancer augmentant avec le délai post-
transplantation, les témoins ont été sélectionnés de fagcon a ce que ce délai soit au moins égal a
celui du cas pour chaque couple formé. L’exposition aux IS a été évaluée pour chaque patient
inclus dans 1’étude. Elle correspond a la durée du traitement pour chaque 1IS. L’exposition aux
Ac monoclonaux correspond & la durée du traitement par daclizumab (Zenapax®) ou par
basiliximab (Simulect®). Celle des Ac polyclonaux a été calculée en tenant compte des durées
de traitement par globulines anti-lymphocytaires (ATG) ou par thymoglobuline, selon les
protocoles. Pour les molécules utilisées au long cours (ICN, Inhibiteurs de mTOR, anti-
metabolites et corticoides), il existe différentes spécialités pour chacune d’elles. L’exposition
aux IS a été calculée pour chaque molécule et certaines spécialités ont donc été regroupees.
Ainsi, I’exposition au MPA correspond au traitement par Cellcept® et/ou Myfortic® et celle du
tacrolimus correspond & la prise de Prograf® et/ou d’Advagraf®. L’exposition 4 la ciclosporine
correspond & I’administration de Néoral®. Concernant les inhibiteurs de mTOR, la durée de
traitement par Rapamune® et Certican® correspond & I’exposition au sirolimus et a
I’évérolimus. Pour I’administration de corticoides au long cours, I’exposition a la prednisone
correspond la prise de Cortancyl®. Nous n’avons pas pris en compte les posologies dans le
calcul de I’exposition au différents IS. Cependant, les concentrations sanguines ont été
verifiées lorsque cela était possible (concentrations mesurées aux visites de suivi : 1 fois par

mois pendant 6 mois puis 1 fois par an) et elles étaient dans la zone thérapeutique attendue.
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Concernant les carcinomes renaux observés, le type histologique, la taille de la tumeur et le
grade de Fuhrman ont été relevés. Lorsque les carcinomes présentaient deux zones de grades

différents, ils ont été classeés dans la zone de grade le plus élevé.

Cette etude présente les résultats intermédiaires des 60 patients (30 cas et 30 témoins)
inclus sur le centre d’Amiens. Aprés information et signature d’un consentement écrit, I'ADN
génomique des patients a été analysé selon une technique de discrimination allélique
TagMan®. Les données de génotypage ainsi recueillies ont pu étre associées aux données

clinico-biologiques des patients afin d’effectuer 1’analyse statistique.
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- Génotypage

1) Sélection des SNPs

Dans cette étude pharmacogenétique de type géne candidat, les SNPs ont été sélectionnés

s’ils répondaient aux critéres suivants :

- fréquence allélique supérieure a 5% (Tableau V) ;
- implication dans la tumorigenese rénale (cf. p.30 a 33) ;
- association a des conséquences fonctionnelles in vitro et/ou a des conséquences

cliniques (taux de VEGF circulant, survie sans progression ou survie globale...).

2) Prélevements

Lors de la consultation pre-greffe, chaque patient a bénéficié d’un génotypage HLA
(Human Leukocyte Antigen). L’ADN a été extrait a partir du sang total par méthode
automatisée sur le GénoM-6%. Pour chaque échantillon, la concentration en ADN a été
mesurée a I’aide du spectrophotométre Nanodrop 2000® (lecture & 260 nm & partir de 2 pL
d’échantillon), puis I’ADN a été conservé a -80°C. Dans ces conditions, les échantillons sont
stables pendant au moins 30 ans. Avant le génotypage, les échantillons d’ADN ont été dilués
au préalable dans de I’eau « nuclease free » de facon obtenir une concentration a 1 ng/uL

d’ADN. Les échantillons ainsi normalisés ont été conservés a -20°C jusqu’au génotypage.

3) Génotypage Tagman®

Le génotypage a été réalisé a I’aide d’une technique de PCR en temps réel Taqman®.

Le principe de cette technique est basé sur ’activité 5’ exonucléasique de la Taq polymérase
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pour hydrolyser une sonde hybridée a sa séquence cible. Le mélange réactionnel comporte :
une sonde marquée par un fluorochrome VIC® et une sonde marquée par une fluorochrome
FAM™ qui différe de la premiére d’un nucléotide (SNP recherché), ainsi que 2 amorces
spécifiques de la cible pour ’amplification. Le fluorochrome émetteur ou « reporter » (VIC®
ou FAM™ selon I’allele) est fixé sur I’extrémité 5° de la sonde, il est inhibé par un second
fluorochrome suppresseur ou « quencher » présent en 3°. Aprés 1’étape de dénaturation,
I’amorce marquée VIC® ou FAM™ vient s’hybrider a la séquence complémentaire du brin
d’ADN a amplifier. Le «quencher » est assez proche du « reporter » pour absorber son
¢énergie de fluorescence. Lors de I’étape de polymérisation de I’ADN, la Taq polymérase
coupe la sonde et libére le fluorochrome «reporter » qui ne sera plus inhibé par le
« quencher » et pourra émettre sa fluorescence. Un échantillon homozygote pour I’alléle 1
engendrera 100% de fluorescence VIC®, un échantillon homozygote pour Dalléle 2
engendrera 100% de fluorescence FAM'", et un échantillon hétérozygote engendrera une

fluorescence VIC® et FAM™. Le principe de la méthode est résumé dans la Figure 7.
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Figure 7. Principe de la technique de PCR en temps réel Tagman®
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Les PCR ont été réalisées sur I’appareil StepOnePlus™ (Applied Biosystem™). Les
amorces et les sondes utilisées ont été fournies par ThermoFisher Scientific (Tagman SNP
assays 40X, Tagman Genotyping PCR Master Mix 2X, ThermoFisher Scientific®, Pleasanton,

USA). Leurs principales caractéristiques sont résumées dans le Tableau VIII.

Tableau VIII. Caractéristiques des amorces utilisées

Identifiant

- Polymorphismes Séquence du géne [VIC/FAM]
s699947 c.-2578 A>C GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA[A/CIGATCTGGGTGGATAATCAGACTGAC
rs833061 c.-460 C>T GAGTGTGTGCGTGTGGGGTTGAGGG[C/T]GTTGGAGCGGGGAGAAGGCCAGG

rs1570360 c.-1154 G>A AGCCCGGGCCCGAGCCGCGTGTGGA[A/G]GGGCTGAGGCTCGCCTGTCCCCGC

rs2010963 c.-634 G>C CGCGCGGGCGTGCGAGCAGCGAAAG[C/G]GACAGGGGCAAAGTGAGTGACCT

VEGFA
1s1005230  ¢.-2489C>T  GGAAATAGCCAGGTCAGAAACCAGC[C/TIAGGAATTTTTCCAAGCTGCTTCCTA
1525648 c534C>T  GCCGCGCCGGCCCCGGTCGGGCCTC[C/TIGAAACCATGAACTTTCTGCTGTCTT
rs3025039 c936C>T  GCATTCCCGGGCGGGTGACCCAGCA[C/TIGGTCCCTCTTGGAATTGGATTCGCC
rs10434 c1612G>A  CACCTGCTTCTGAGTTGCCCAGGAG[A/G]CCACTGGCAGATGTCCCGGCGAAGA
KDR 1s1870377 c1416 T>A  GGTATGGGTTTGTCACTGAGACAGC[A/TITGGCTATAAGAAAGAGATAACAGCG
(VEGFR?2)
1s2305948 c.889C>T  TACAATCCTTGGTCACTCCGGGTTA[C/TIJACCATCTATAGTTAAGGTGCTCAAA
FLTa 1s307826 c1480 A>~G  TCGATGGGGTTCACGGCATCCTGCG[C/TIGGTCACCGCCCTCCAGTCACGGCA *
(VEGFR3)
rs307821 3971 G>T  AAACACCTGGCCTCCTCGGGCCCCC[A/C]GCTCAGGCCGCCGCCGCCTCCCTT *

* Séquence complémentaire

Le mélange réactionnel final contenait 12 uL. d’ADN (Ing/mL), 0,625 pL d’AssayMix
40X (amorces) et 12,5 pL de Master Mix (ADN polymérase, dNTPs, sonde ROX™ utilisée
comme référence interne et tampon). Chaque échantillon d’ADN a été amplifie durant 40
cycles. Pour chaque cycle de PCR, les conditions analytiques choisies sont les suivantes :
dénaturation a 95°C pendant 30 s, hybridation a 60°C pendant 60 s (Figure 8). Les résultats

ont ensuite été analysés a 1’aide du logiciel StepOne software v.2.1.
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Pre-PCR Read (Holding Stage)

Holding Stage

Cycling Stage

l’ost-PCR Read (Holding Stage)l

Number of Cycles: 40
[[] Enable AutoDelta
Starting Cycle: ||~

Step 1

Step 1

Step 1

Step 1

Figure 8.

Etapes de la PCR
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I11-  Etude statistique

Pour la description des caractéristiques de la population, les variables quantitatives ont
été décrites a 1’aide de la moyenne (minimum - maximum). Les variables qualitatives ont été
décrites par leur fréquence avec un intervalle de confiance de 95%. Les variables qualitatives
ont été comparées a 1’aide d’un test de Khi-deux ou de Fisher. Les variables quantitatives ont
été comparées a I’aide d’un t-test ou d’un test de Wilcoxon pour les variables non
paramétriques (la normalité de la distribution des variables a été vérifiée a 1’aide d’un test de
Shapiro). Pour chague SNP, la distribution observée des génotypes a été comparée a la
distribution théorique de Hardy-Weinberg par le test exact de Fisher.

Afin de répondre a notre objectif principal, a savoir, I’association entre les variables non
génétiques ou génétiques (polymorphismes) et le risque de carcinome rénal, les données ont
été inclues dans une régression logistique univariée conditionnelle (afin de prendre en compte
les facteurs d’appariement). Les données ayant un seuil de significativité (p) inférieur a 0,10
ont été inclues dans une régression logistiqgue multivariée conditionnelle. Les SNPs
significatifs aprés I’analyse univariée ont été transformés selon un modéle log additif
(package SNPassoc logiciel R). Les variables dont le seuil de significativité était inférieur ou
égal a 0,05 ont été retenues dans le modéle multivarié final.

L’objectif secondaire de cette étude était d’évaluer I’influence de ces polymorphismes sur la
survie. Pour cela, des analyses de survie ont été effectuées pour chaque polymorphisme a
I’aide de courbes de survie de Kaplan-Meier selon différents modéles génétiques (récessif,
dominant ou co-dominant). La comparaison des courbes obtenues a été réalisée a 1’aide du
test de log-Rank.

L’ensemble des analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide des logiciels SAS et R.

47



RESULTATS

I- Caracteristiques de la cohorte

Au total, 30 cas (18 hommes et 12 femmes) ont été inclus dans notre étude. 1ls ont été

transplantés entre 3 Avril 2002 et le 7 Octobre 2011 et ont au moins développé un cancer du

rein natif apres leur transplantation. lls ont été appariés a 30 témoins n’ayant présenté aucun

cancer en fonction de leur &ge, de leur sexe et du délai post-transplantation. Les

caractéristiques de la population d’étude sont résumées dans le Tableau 1X.

Tableau IX. Caractéristiques démographiques des patients de I’étude.

Caractéristiques Cas (n=30) Témoins (n=30)
Age (années), moyenne (min-max) 49 (28-64) 48,2 (28-64) 0,72
Sexe ratio (H/F) 15 15 1
Origine ethnique, n (%)
- Caucasien 25 (83,3%) 26 (86,7%) 1
- Noir 1 (3,3%) 1 (3,3%)
- Maghrébin 4 (13,3%) 3 (10,0%)
Tabac, n (%)
- Non-fumeur 14 (46,7%) 15 (50,0%) 0,85
- Fumeur actif 6 (20,0%) 7 (23,3%)
- Fumeur sevré 10 (33,3%) 8 (26,7%)
Cause de I’IRC initiale, n (%)
- Diabétique 1(3,3%) 1(3,3%) 0,79
- Néphropathie vasculaire 2 (6,7%) 0 (0%)
- Glomérulonéphrite chronique 16 (53,3%) 17 (56,7%)
- Polykystose rénale 3(10,0%) 3 (10,0%)
- Néphrite interstitielle chronique 2 (6,7%) 5 (16,7%)
- Heéréditaire 4 (13,3%) 3 (10,0%)
- Autre 2 (6,7%) 1 (3,3%)
Antécédents de cancers, n (%) 3 (10,0%) 3 (10,0%) 1
Antécédents de traitement immunosuppresseur, n (%) 7 (23,3%) 4 (13,3%) 0,51
Temps passg en dialyse avant transplantation (mois), 38,2 (8-124) 404 (5-214) 1
moyenne (min-max)
Exposition au traitement IS (jours), moyenne (min-max)
- Ac monoclonaux 4,6 (3-14) 54 (4-14) 0,37
- Ac polyclonaux 5,6 (4-8) 6,8 (4-19) 0,38
- MPA 2736,6 (146-4553) 3442,4 (330-4540) 0,044°
- Prednisone 2703,8 (147-4533) 3248,6 (162-4540) 0,062
- Ciclosporine 2255,1(515-4538) 2874,7 (3-4544) 0,21
- Tacrolimus 2032,0(254-4221) 2935,8 (1449-4931) 0,14
- Sirolimus 2399,5 (1866-2933) 3710,3 (3312-4255) 0,22
- Evérolimus 1094,6 (175-1987) 896 0,50
Délai post-transplantation (mois), moyenne (min-max) 40,7 (4-140) 129,5 (59-150) <0,01*
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Il n’a pas été observé de différences significatives entre les deux groupes concernant
I’origine ethnique, la consommation de tabac, les causes d’IRC initiale, les antécédents de
cancer ou de traitement immunosuppresseur, et le temps passeé en dialyse avant la
transplantation. Concernant le traitement immunosuppresseur, 1’exposition aux différentes
molécules était similaire dans les 2 groupes. Seule I’exposition au MPA était
significativement plus importante dans le groupe des témoins. Ceci est a mettre en relation
avec un délai post-transplantation plus long chez les témoins. En effet, I’incidence cumulée
des cancers augmentant avec le délai post-transplantation, les témoins ont été sélectionnés de
facon a avoir un délai post-transplantation au moins égal a celui des cas pour éviter
I’introduction de biais. Concernant les ICN et le sirolimus, on observe la méme tendance

qu’avec le MPA mais de fagon non significative.
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Le Tableau X résume les caractéristiques histologiques et pathologiques des tumeurs

observées chez les 30 cas.

Tableau X. Caractéristiques histologiques et pathologiques des tumeurs et gestion de la prise en
charge des patients ayant développé un carcinome rénal

Caractéristiques

Effectif (n=30)

Age de découverte du carcinome rénal (années), moyenne (min-max) 52,4 (29-71)
Nombre de cancers, n (%)
-1 21 (70,0%)
- 2 7 (23,3%)
- 3etplus 2 (6,7%)
Stade de diagnostic du carcinome rénal, n (%)
- Tumeur 29 (96,7%)
- Métastases 1(3,3%)
Type histologique, n (%)
- Carcinome rénal a cellules claires (ccRCC) 13 (43,3%)
- Carcinome rénal de type papillaire (pbRCC) 11 (36,7%)
- Mixte (a composante claire et papillaire) 4 (13,3%)
- Nonclassé 2 (6,7%)
Taille de la tumeur (cm), moyenne (min-max) 2,05 (0,6 - 6,5)
Grade de Fuhrman, n (%)
- 1 (3,3%)
- 17 (56,7%)
- 8 (26,7%)
- v 1(3,3%)
- Non connu/déterminé 3 (10,0%)
Traitement du cancer, n (%)
- Chirurgie (néphrectomie) 29 (96,7%)
- Chirurgie et radiothérapie 1(3,3%)
Etat du cancer, n (%)
- Rémission 27 (90,0%)
- Maladie évolutive 2 (6,7%)
- Inconnu 1(3,3%)
Gestion du traitement immunosuppresseur apres le diagnostic du cancer, n (%)
- Pas de modification du traitement 12 (40,0%)
- ICN remplacé par un inhibiteur de mTOR 10 (33,3%)
- Diminution des posologies de I'ICN 4 (13,3%)
- Arrét de 'ICN et/ou du MPA 3 (10,0%)
- Autre 1 (3,3%)

Dans la population étudiée, le carcinome rénal du rein natif était le seul cancer diagnostiqué

pour 21 des 30 cas (soit 70%). Neuf cas (soit 30%) ont présenté un ou plusieurs autres

cancers. Il s’agissait de cancers cutanés dans 55% des cas. Concernant les tumeurs rénales,

différents types histologiques ont été diagnostiqués. Treize patients (soit 43,3%) ont présenté
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un ccRCC et 11 (soit 36,7%) ont présenté un pRCC. La taille de la tumeur était de 2,05 cm en
moyenne sur son grand axe. Au moment du diagnostic, la majorité des tumeurs (56,7%)
étaient de grade Il de Fuhrman. Il est important de noter qu’aucune récidive n’a été observée.
Ceci s’explique notamment grace au diagnostic précoce du carcinome rénal et au traitement
chirurgical consistant en une ablation du rein natif non fonctionnel dans 100% des cas. Un
patient dont le cancer a été diagnostiqué a un stade métastatique a également bénéficié de

radiothérapie a visée palliative.

Concernant la gestion du traitement IS, il ne ressortait pas de nette tendance aprés le
diagnostic de carcinome rénal. Ceci peut s’expliquer par 1’absence de recommandations
nationales ou internationales (12,58) ainsi que par I’évolution des pratiques au cours de la
durée de 1’étude. En effet, les cancers ont été¢ diagnostiqués sur une période d’une dizaine
d’années (d’Avril 2002 a Octobre 2011) durant laquelle la prise en charge thérapeutique et les

connaissances scientifiques ont évolué.
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- Distribution des génotypes

La distribution génotypique observée de chaque polymorphisme est décrite dans le

Tableau XI.

Tableau XI. Fréquence allélique et distribution des polymorphismes (n=59)

Fréquence Distribution génotypique
Géne  Polymorphismes Ide”tri:ia”ts al(l;’elllié?éje - L H(\:)\;E
variant) Homozygotes  Hétérozygotes = Homozygotes
(wt/wt), n/n (wt/m), n/n (m/m), n/n
VEGFA c.-2578 A>C rs699947 C=0,57 15/59 21/59 23/59 0,05
c.-460 C>T rs833061 T=054 16/59 22/59 21/59 0,06
c.-1154 G>A rs1570360 A=0,28 31/59 23/59 5/59 0,80
€.-634 G>C rs2010963 C=0,37 27/59 20/59 12/59 0,03
€534 C>T rs25648 T=0,16 43/59 13/59 3/59 0,16
€.-2489 C>T rs1005230 T=044 23/59 20/59 16/59 0,05
€.936 C>T rs3025039 T=0,14 42/59 17/59 0/59 0,20
c.1612 G>A rs10434 A=0,49 18/59 24/59 17/59 0,15
KDR .1416 T>A rs1870377 A=0,22 36/59 20/59 3/59 0,92
c.889 C>T rs2305948 T=0,14 44/59 14/59 1/59 0,93
FLT4 €.1480 A>G rs307826 G=0,08 51/59 7159 1/59 0,22
€.3971 G>T rs307821 T=0,08 50/59 9/59 0/59 0,53

wt : wild-type : allele de référence ; m : mutated : alléle variant ; HWE : Hardy-Weinberg Equilibrium

L’effectif total était de 59 patients, en effet, I’'un des prélévements était insuffisant
pour effectuer les génotypages. La fréquence allélique de chaque allele variant était similaire
a celle décrite dans la population caucasienne pour chacun des 12 polymorphismes étudiés
(dbSNP database (123)). L’équilibre de Hardy-Weinberg a été calculé pour chacun des

polymorphismes étudiés. A 1’exception du polymorphisme VEGFA c.-634 G>C (rs2010963)
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qui a été exclu de I’analyse statistique, cet équilibre était respecté pour I’ensemble des

polymorphismes (p>0,05).

I11-  Polymorphismes et risque de carcinome rénal

L’association entre les variables génétiques (polymorphismes du VEGF) et non
génétiques et le risque de carcinome rénal a été testée a I’aide d’un modéle univarié de
régression logistique conditionnelle. Les variables significatives dans le modéle univarié
(p<0,10) ont été inclues dans un modele multivarié de régression logistique conditionnelle
(méthode « backward »). Les résultats de I’analyse univariée sont présentés dans le Tableau

XIl.

53



Tableau XII. Régression logistique univariée conditionnelle

Régression logistique univariée conditionnelle

Variables — —
OR ajuste 1C 95% ajuste p
Origine ethnique 1,10 0,71-1,72 0,91
Tabac 1,14 0,63 - 2,06 0,80
Cause de I'IRC initiale 1,00 0,75-1,36 0,99
Antécédent de cancer 1,00 0,06 - 15,99 1,00
Antécédent de traitement IS 2,00 0,50 - 7,99 0,33
. . par mois }
Temps passé en dialyse d’augmentation 1,00 0,98-1,01 0,83
. . par jour -
Variables Ac monoclonal exposition d"augmentation 0,30 0- 1,00
. non Ac polyclonal exposition s par jour 0,85 0,58 - 1,25 1,00
genétiques d augmc_entatlon
Ciclosporine exposition & par jour | 1,00 0,99 - 1,00 0,53
augmentation
Tacrolimus exposition @ par jour 0,97 0-o 1,00
augmentation
Evérolimus exposition R par jour 1,00 0-o00 1,00
d’augmentation
Sirolimus exposition s par jour 1,00 0- 1,00
d’augmentation
MPA exposition , Parjour 1,00 0,99 - 1,01 0,06*
d’augmentation
Prednisone exposition & par jour 1,00 0,99 - 1,00 0,11
augmentation
CAvs. CC 1,82 0,46 - 7,20 0,39
VEGFA c.-2578 A>C
AAvs. CC 1,67 0,40 - 6,96 0,48
CTvs. TT 1,62 0,46 - 5,53 0,44
VEGFA c.-460 C>T
CCvs. TT 1,57 0,40 - 6,21 0,52
AG vs. GG 3,93 0,83 - 18,70 0,09*
VEGFA c.-1154 G>A
AAVvs. GG 0,84 0,13-5,33 0,85
CTvs.CC 1,82 0,46 - 7,20 0,39
VEGFA c.-2489 C>T
TTvs.CC 1,67 0,40 - 6,96 0,48
CTvs.CC 1,67 0,40 - 6,97 0,48
. VEGFA ¢.534 C>T
Variables TTvs.CC 0,50 0,05 - 5,51 0,57
génétiques
VEGFA ¢.936 C>T CTvs.CC 0,18 0,04 - 0,82 0,03*
AG vs. GG 0,50 0,16 - 1,64 0,13
VEGFA ¢.1612 G>A
AAVvs. GG 1,95 0,44 - 8,70 0,94
ATvs. TT 2,00 0,68 - 8,70 0,21
KDR c.1416 T>A
AAVs. TT 2,06.10° 0-w 0,98
CTvs.CC 1,67 0,40 - 6,97 0,48
KDR ¢.889 C>T
TTvs.CC 4,57 .10° 0-o 0,98
AGvs. AA 3,00 0,31-28,84 0,34
FLT4 c.1480 A>G
GG vs. AA 4,57 .10° 0-w 0,98
FLT4 ¢.3971 G>T GTvs. GG 0,50 0,13 -2,00 0,33

OR : odd ratio ; IC 95% : intervalle de confiance a 95%
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Parmi les variables non génétiques étudiées, seule la durée d’exposition au MPA était
significative dans I’analyse univariée (p < 0,10). Parmi les 11 polymorphismes retenus dans
I’analyse statistique, les SNPs VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) et VEGFA c.-1154 G>A
(rs1570360) ont été associés au risque de carcinome rénal dans I’analyse univariée (p < 0,10).
Ces trois variables ont ¢été inclues dans 1’analyse logistique multivariée conditionnelle

(Tableau XI1I).

Tableau XI11. Régression logistique multivariée conditionnelle

Régression logistique multivariée conditionnelle
Variables
OR ajusté 1C 95% ajusté p
Variables non MPA exposition | Parjour. 0,99 0,99 - 1,00 0,06
génetiques d’augmentation
VEGFA c.-1154 G>A Avs. G 0,69 0,09 - 5,26 0,72
Variables
génétiques
VEGFA ¢.936 C>T Tvs.C 0,18 0,04 -0,82 0,03**

Dans 1’analyse multivariée, ’alléle T du polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T
(rs3025039) est significativement associé a une diminution du risque de carcinome rénal
(OR=0,18 ; IC 95% [0,04 — 0,82], p=0,03). La présence de I’alléle muté T est donc protecteur

vis-a-vis du carcinome rénal (p < 0,05).
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IV-  Polymorphismes et survie

Pour chaque polymorphisme, des analyses de survie ont été¢ effectuées a 1’aide de
courbes de survie de Kaplan-Meier et ont été comparées grace au test de log-Rank. Les

résultats sont résumés dans le Tableau XIV.

Tableau XI1V. Comparaison des courbes de survie

Geéne Polymorphisme  Identifiant rs Modéle utilisé Survie (%)
VEGFA c.-2578 A>C rs699947 Dominant ~ CC 85,41 0,39
AC + AA 93,75
c.-460 C>T rs833061 Dominant TT 84,44 0,31
CT+CC 94,12
c.-1154 G>A rs1570360 Récessif GG + GA 91,10 0,35
AA 80,00
C.-2489 C>T rs1005230 Dominant ~ CC 85,41 0,39
CT+TT 93,75
c.534 C>T rs25648 Dominant CcC 86,85 0,17
CT+TT 100,00
c.936 C>T rs3025039 Codominant CC 85,88 0,12
CT 100,00
c.1612 G>A rs10434 Codominant GG 80,95 0,36
GA 95,83
AA 90,91
KDR c.1416 A>T rs1870377 Codominant AA 100,00 0,47
AT 82,35
TT 94,18
c.889 C>T 1s2305948 Codominant CC 92,25 0,50
CT 84,62
FLT4 ¢.1480 A>G rs307826 Dominant ~ AA 89,04 041
AG + GG 100,00
c.3971 G>T 1s307821 Codominant GG 88,61 0,34
GT 100,00
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Dans notre étude, aucune relation significative n’a été mise en évidence entre les 11
polymorphismes étudiés et la survie (Tableau XIV). Cependant, une tendance a été observée
pour le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039). Il est associé a une augmentation
non significative de la survie chez les patients porteurs du génotype CT. Les survies chez les
patients porteurs des génotypes CT et CC sont respectivement de 100% et de 85,9%
(p=0,123) (Figure 9). Les courbes de survie de Kaplan-Meier effectuées pour les autres

polymorphismes sont présentées en annexe.
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Figure 9. Courbe de survie de Kaplan-Meier pour le SNP VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039)
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DISCUSSION

Ce travail a permis de comparer 2 groupes de patients transplantés rénaux (cas et
témoins) afin d’étudier 1’impact des polymorphismes du VEGF sur le risque de carcinome
rénal (objectif principal) ainsi que sur la survie de ces patients (objectif secondaire). Nous
avons tenu compte des facteurs de risque de cancers non génétiques décrits dans la population
transplantée, tels que: I’age, le sexe, le délai post-transplantation, 1’origine ethnique, la
consommation de tabac, les antécédents de cancers et de traitement immunosuppresseur, la
durée de dialyse avant transplantation et I’exposition aux différentes classes d’IS apres la
transplantation (44). Parmi ces facteurs, nous n’avons pas retrouvé de différence significative
entre les cas et les témoins en dehors du délai post-transplantation et de la durée d’exposition
au MPA significativement plus importante chez les témoins (3442,4 vs. 2736,6 jours chez les
cas, p=0,044). La méme tendance a été observée pour I’exposition aux ICN (ciclosporine et
tacrolimus) et au sirolimus mais de fagcon non significative. Ceci doit étre relié au délai post-
transplantation des témoins qui était significativement plus long que chez les cas (129,5 vs.
40,7 mois, p<0,01). En effet, I’appariement des patients a été basé sur 1’age (+/- 5 ans), le
sexe et un délai post-transplantation des témoins au moins égal a celui des cas sans limite
supérieure. Un appariement avec un délai post-transplantation a +/- 5 ans entre les cas et les
témoins aurait été plus adapté pour étudier I’impact de I’exposition aux différents IS mais ne
pouvait pas étre satisfait avec notre cohorte et ne faisait pas partie de nos objectifs principaux.
Le choix d’un délai post-transplantation des témoins au moins égal a celui des cas, nous a
toutefois permis de tenir compte de ce facteur de risque de cancer important, 1’incidence

cumulée des cancers augmentant avec ce délai.

Parmi nos cas, les carcinomes rénaux observes étaient en majorité des carcinomes a cellules
claires (ccRCC) dans 43,3% des cas et des carcinomes de type papillaire (pRCC) dans 36,7%
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des cas. Au moment du diagnostic, la taille moyenne de la tumeur était de 2,05 cm et la
plupart des carcinomes était de grade Il de Fuhrman (17 cas, soit 56,7%). Les caractéristiques
histologiques observées dans notre étude sont similaires a celles décrites dans la population
transplantée. Ainsi, dans une étude de Gigante et al. menée chez 213 patients transplantés, on
retrouvait une proportion de 50% de ccRCC et de 44% de pRCC. Dans la méme étude, la
taille moyenne de la tumeur était de de 3,4 cm et le grade Il de Fuhrman correspondait a 55%
des carcinomes diagnostiques (116). D’une fagon générale, les différentes études ayant évalué
les caractéristiques du carcinome rénal chez les patients transplantés rénaux ont mis en
évidence des différences par rapport a la population générale. On observe ainsi une
augmentation de la proportion de pRCC comprise entre 29% et 44% selon les études (114—
117). Dans la population générale, la proportion de pRCC est généralement comprise entre 10
a 15% des cas seulement (62). Cela souligne une physiopathologie particuliere dans le
contexte de la transplantation. Par ailleurs, les carcinomes rénaux semblent étre de meilleurs
pronostics chez les transplantés. Cela se traduit, comme dans notre population d’étude, par
une taille de la tumeur plus petite, un faible nombre de métastases et un grade de Fuhrman
plus bas au moment du diagnostic (116). Ce qui s’explique par le suivi régulier des patients
transplantés qui bénéficient notamment d’une échographie annuelle des reins permettant donc
un diagnostic a un stade plus précoce (116). Dans la population générale, au contraire, la
découverte d’un carcinome réenal se fait le plus souvent de fagon fortuite (60% des cas) apres
une échographie abdominale effectuée dans un autre contexte médical ou lors de 1’apparition
de signes cliniques a un stade déja avancé de la tumeur (124). Dans notre étude, 1’age moyen
au moment du diagnostic de carcinome rénal est diminué par rapport a la population générale
(52,4 ans vs. 65 ans) (125). Cela s’explique par 1’augmentation du risque de cancer chez les
transplantés (37). La gestion du traitement IS aprés le diagnostic du cancer n’est pas

standardisée dans notre cohorte. Douze patients (soit 40%) ont vu leur traitement IS inchangé
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durant les mois suivant le diagnostic. L’ICN (ciclosporine ou tacrolimus) a été remplacé par
un inhibiteur de mTOR, sirolimus ou évérolimus sans préférence pour I’une ou 1’autre de ces
2 molécules, chez seulement 10 cas (soit 33,3%). Les inhibiteurs de mTOR présentent
pourtant de nombreux avantages. lls ont une activité anti-angiogénique et antiproliférative
importante et seraient donc protecteurs vis-a-vis des cancers (47). Plusieurs études ont montré
le bénéfice lié a leur utilisation. Ainsi, I’incidence des cancers chez les patients traités par
inhibiteurs de mTOR est significativement plus basse que celle observée chez les patients
traités par ICN (46). Ceci a plus particulierement été étudié dans les cancers cutanes qui
représentent la premiére cause de cancer post-transplantation. Une méta-analyse réalisée en
2014 a montré une diminution du risque de cancer cutané de 56% pour les patients traités par
inhibiteurs de MTOR (49). Trés récemment, une étude rétrospective menée chez 115 patients
transplantés avec un diagnostic de cancer post-transplantation a permis de confirmer ces
résultats. Apres le diagnostic, I'ICN avait été remplacé par un inhibiteur de mTOR ou avait
été poursuivi. La survie des patients et du greffon ainsi que la fonction rénale étaient
similaires dans les 2 groupes. En revanche, les patients ayant recu un inhibiteur de mTOR
avaient développé moins de cancers (126). Comme dans cette étude, de plus en plus de
publications sont en faveur d’un intérét des inhibiteurs de mTOR par rapport aux ICN, mais
aucune n’a fait I’objet de recommandations officielles. Les inhibiteurs de mTOR présentent
également des inconvénients, avec notamment une augmentation du risque de rejet (44). C’est
pourquoi, en pratique, la stratégie thérapeutique est revue au cas par cas en fonction des
antécédents personnels et médicaux de chaque patient. 1l serait donc intéressant de pouvoir
identifier des sous-groupes a risque de cancer parmi les patients transplantés afin de pouvoir
leur proposer un traitement plus adapté. Le VEGF, acteur clé de I’angiogenése et dont
I’expression a été associée au carcinome rénal est un biomarqueur intéressant dans le contexte

de la transplantation. En effet, une association entre 1’exposition aux ICN et une augmentation
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de I’expression du VEGF in vitro et in vivo a deja été mise en évidence. Le VEGF est un géne
trés polymorphe dont la variabilité génétique a été étudiée avec succés dans certains cancers
(81). Actuellement, aucune n’a été réalisée chez les transplantés rénaux alors que le risque de
carcinome rénal est multiplié par un facteur 15 dans cette population (37,41). L’étude des
polymorphismes du VEGF permettant d’identifier des sous-groupes de patients a risque de
développer un carcinome rénal pourrait donc étre une aide utile dans la gestion du traitement

IS chez le transplante rénal.

Dans notre étude, nous nous sommes plus particulierement intéressés a 12 polymorphismes
du VEGFA, du FLT4 et du KDR. L’un d’eux a ¢été exclu des analyses statistiques car il ne
respectait pas 1’équilibre de Hardy-Weinberg (p < 0,05). L’association entre ces variables
génétiques, les variables non génétiques et le risque de carcinome rénal a été testée a 1’aide
d’un modé¢le univarié de régression logistique conditionnelle. L’exposition au MPA, le
polymorphisme VEGFA c.-1154 G>A (rs1570360) et le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T
(rs3025039) étaient significatifs dans I’analyse univariée conditionnelle (p < 0,10) et ont donc
été inclus dans I’analyse multivariée conditionnelle. Dans cette analyse, seul le
polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) a significativement été associé au risque de
carcinome rénal (p < 0,05). L’allele T de VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) est associé a une
diminution du risque de carcinome rénal (OR=0,18 ; IC 95% [0,04-0,82], p=0,03). Il est donc
protecteur vis-a-vis de ce cancer chez les transplantés rénaux. Dans la littérature, certaines
études n’ont pas montré d’association entre le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T
(rs3025039) et le risque de carcinome rénal (84-88,95). Dans une étude chinoise, un lien
entre le risque de carcinome rénal et le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T a bien été décrit.
Cependant, dans cette étude, 1’allele T avait été associé a une augmentation du risque de
cancer (OR=1,43; IC 95% [1,15-1,77], p=0,001) (89). Cette différence peut notamment

s’expliquer par 1’origine ethnique de la population étudiée. A 1’inverse, de fagon intéressante,
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2 études menées dans la population caucasienne ont montré un role protecteur de ’all¢le T du
€.936 C>T (rs3025039) dans le cancer du sein (91,127). La premiére, publiée en 2003, a éeté
effectuée chez plus de 400 patientes et 350 témoins. Dans cette étude, les patientes porteuses
de T’allele T développaient moins de cancers du sein que celles présentant I’alléle C
(OR=0,51; IC 95% [0,38-0,70] ; p<0,001) (91). La seconde étude, de Jakubowska et al,
publiée en 2008 a montré que les génotypes TT et CT étaient protecteurs dans le cancer du
sein (OR=0,69; IC 95% [0,41-0,98]; p=0,042) (127). Cette action protectrice peut
s’expliquer par une diminution de I’expression du VEGF. L’étude de Renner et al a montré
une relation entre le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) et la concentration
circulante de VEGF et renforce donc I’intérét pour ce polymorphisme. Dans cette étude, les
patients exprimant 1’alléele T du VEGFA ¢.936 C>T (génotypes CT et TT) avaient une
concentration de VEGF plasmatique significativement plus basse que les patients
homozygotes VEGFA ¢.936 CC (9,1 vs. 28 pg/mL, p=0,033) (92). Kripple avait également
montré que les concentrations de VEGF plasmatiques étaient corrélées a la présence de
I’alléle T chez 21 témoins. En effet, les patientes VEGFA ¢.936 TT avaient une concentration
médiane de 9 pg/mL alors gue celles ayant un génotype CT ou CC avaient des concentrations
respectivement égales a 28 pg/mL et & 37 pg/mL (91). Méme si le mécanisme exact n’est pas
élucidé a I’heure actuelle, ces études menées dans le cadre du cancer du sein, posent des bases
fonctionnelles concernant 1’effet protecteur de I’alléle T du VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039).
L’identification pour la premiére fois de ce polymorphisme dans le contexte du carcinome
rénal post-transplantation est trés intéressante. La recherche d’une association entre le VEGFA
€.936 C>T (rs3025039) et les concentrations plasmatiques de VEGF devra également étre
conduite dans notre étude. D’un point de vue fonctionnel, le polymorphisme VEGFA ¢.936
C>T est présent dans la région 3°’UTR du VEGFA. Cette région est importante pour la stabilité

de ’ARNm du VEGF. Des séquences ARE (AU rich element - séquences riches en résidus
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adénylate et uridylate) impliquées dans la stabilité de I’ARNm du VEGF via la fixation du
facteur HUR (Human antigen R - protéine stabilisant I’ARN) ont été décrites en 3’UTR.
L’existence d’une mutation dans cette sequence ARE entrainant une diminution de la fixation
de HuR pourrait diminuer la stabilit¢ de ’ARNm du VEGF et aurait pour conséquence de
diminuer la concentration plasmatique de VEGF. Cependant, apres vérification sur la
séquence nucléotidique, nous avons constaté que le polymorphisme VEGFA ¢.936 C>T
n’était pas situé dans cette séquence de la région 3°’UTR du VEGF. Cependant, 1’existence
d’un déséquilibre de liaison entre notre polymorphisme et un autre polymorphisme situé au
niveau de la séquence ARE pourrait étre a 1’origine d’une diminution de la stabilité de
I’ARNm du VEGF et ainsi d’une diminution des concentrations du VEGF chez les patients
exprimant 1’alléle T du SNP VEGFA ¢.936 C>T. Ce polymorphisme est situé dans une
séquence permettant la fixation du facteur de transcription AP-4 (activator protein 4). 1l s’agit
d’un facteur de transcription capable d’activer a la fois des génes viraux et cellulaires en se
liant & la sequence CAGCTG (128,129). La perte du site de liaison d’AP-4 lié a la présence
du polymorphisme a été évoqué dans une étude pour expliquer la diminution des
concentrations circulantes de VEGF en présence de 1’alléle T de VEGFA ¢.936 C>T (92).

Cependant, cela n’a pas été confirmé in vitro.

Dans notre étude, nous avons également montré une augmentation non significative de la
survie chez les patients porteurs du génotype VEGFA ¢.936 CT par rapport aux VEGFA ¢.936
CC (100% vs. 85,9% ; p=0,123). Méme si ce résultat n’est pas significatif, il confirme le
caractére protecteur de I’allele T de VEGFA ¢.936 C>T. Cette tendance est a confirmer chez

un nombre plus important de patients.

Dans cette étude, nous avons montré pour la premiere fois une relation entre les patients
porteurs de 1’all¢le T de VEGFA ¢.936 C>T et une diminution du risque de carcinome rénal

chez les patients transplantés. Ainsi, méme si ces résultats restent a confirmer, il ne serait pas
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nécessaire d’envisager un remplacement des ICN vers les inhibiteurs de mTOR chez ces
patients. Du point de vue de la gestion du traitement IS, il aurait été plus intéressant de
trouver une association entre la présence d’un alléle muté et I’augmentation du risque de
cancer afin de pouvoir proposer a ces patients un suivi accru ou un remplacement précoce de
I’ICN par un inhibiteur de mTOR. Cependant, il s’agit ici d’une étude intermédiaire
présentant les résultats des patients inclus a Amiens uniquement. L’inclusion a venir de
patients suivis a Lille et & Rouen permettra d’augmenter la puissance statistique de notre
étude. Ce qui sera utile pour confirmer nos premieres conclusions et rechercher une
association éventuelle avec les autres polymorphismes de 1’étude. Un dosage plasmatique du
VEGF chez les patients amiénois sera également envisagé prochainement pour confirmer le
lien existant entre 1’allele T du VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039) et la diminution des

concentrations circulantes de VEGF.
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CONCLUSION

Le VEGF est un acteur clé de 1’angiogenése et joue un role important dans le
développement du carcinome rénal. Plusieurs polymorphismes du VEGF ont déja été associés
au risque de carcinome rénal dans la population générale. Notre étude cas/témoin Ve-CART
s’est plus particuliérement intéressée au cas du carcinome rénal post-transplantation dont le
risque est multiplié par 15 par rapport a la population générale. L’objectif principal de cette
étude était d’étudier I’impact des polymorphismes du VEGF sur le risque de carcinome rénal.
Douze polymorphismes du VEGFA et de ses récepteurs (KDR et FLT4) ont été inclus dans
I’étude. Nous présentons les résultats statistiques intermédiaires obtenus sur le centre
d’Amiens. Nous avons montré pour la premicre fois que le génotype VEGFA ¢.936 CT était
associe a une diminution du risque de carcinome rénal (OR=0,18 ; IC 95% [0,04 — 0,82],
p=0,03) et a une augmentation non significative de la survie par rapport au génotype CC
(100% vs. 85,9% ; p=0,123). Dans le cancer du sein, I’allele T de VEGFA ¢.936 C>T a été
associ¢ a une diminution des concentrations circulantes de VEGF. Bien qu’aucune cause
fonctionnelle n’ait encore pu étre mise en évidence in vitro actuellement, cela souligne
I’importance de ce polymorphisme. Il serait donc intéressant de réaliser des dosages du VEGF
dans notre cohorte afin de confirmer I’association entre I’expression de I’allele T du VEGFA
€.936 C>T (rs3025039) et la diminution des concentrations de VEGF. Une analyse statistique
finale réalisée sur I’ensemble des patients de 1’étude (patients inclus sur les sites de Lille et de

Rouen) sera nécessaire pour confirmer ces résultats.
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ANNEXE

Courbes de survie de Kaplan-Meier des différents polymorphismes étudiés
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Résumé

Contexte : De nombreuses études ont recherché le lien entre les polymorphismes du VEGF, acteur clé de
I’angiogenése impliqué dans le développement du carcinome rénal, et le risque de carcinome rénal dans la
population générale. Cependant, aucune étude n’a été menée chez les patients transplantés rénaux dont le risque
de développer un carcinome rénal est multiplié par un facteur 15 par rapport a la population générale.

Matériels et méthodes : Nous présentons les résultats intermédiaires de 1’étude cas-témoins Ve-CART ayant
inclus 60 patients ayant subi une greffe rénale entre 2002 et 2012 et suivis au CHU d’Amiens. Cette étude a
permis de comparer 2 groupes de patients transplantés rénaux (cas et témoins) afin d’étudier 1’impact des
polymorphismes du VEGF sur le risque de carcinome rénal (objectif principal) ainsi que sur la survie de ces
patients (objectif secondaire). Douze polymorphismes du VEGF ou ses récepteurs ont été inclus dans 1’étude
(VEGFA c.-2578 A>C (rs699947), VEGFA c.-460 C>T (rs833061), VEGFA c.-1154 G>A (rs1570360), VEGFA
€.-634 G>C (rs2010963), VEGFA c.-2489 C>T (rs1005230), VEGFA ¢.534 C>T (rs25648), VEGFA ¢.936 C>T
(rs3025039), VEGFA ¢.1612 G>A (rs10434), FLT4 ¢.1480 A>G (rs307826), FLT4 ¢.3971 G>T (rs307821),
KDR ¢.1416 T>A (rs1870377) et KDR ¢.889 C>T (rs2305948)).

Résultats : Nous avons montré pour la premiére fois dans la population transplantée que le génotype VEGFA
€.936 CT était associé a une diminution du risque de carcinome rénal (OR=0,18 ; IC 95% [0,04 — 0,82], p=0,03)
et & une augmentation non significative de la survie par rapport au génotype CC (100% vs. 85,9% ; p=0,123). Il
n’a pas été mis en évidence d’association entre les autres polymorphismes étudiés et le risque de carcinome rénal
ou la survie. Ces résultats sont prometteurs mais devront toutefois étre confirmés par 1’analyse statistique des
résultats de I’ensemble de la cohorte.

Abstract

Context: Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a key actor of angiogenesis and is involved in renal cell
carcinoma (RCC) development. Many studies investigated the relationship between VEGF polymorphisms and
RCC risk in general population. However, no studies have been conducted in renal transplant patients whose risk
of developing RCC is multiplied by 15 compared to the general population.

Materials and methods: We present the intermediate results of the Ve-CART case-control study which included
60 patients who underwent a renal transplant between 2002 and 2012 and followed up at the Amiens University
Hospital. Twelve VEGF or VEGF receptors polymorphisms (VEGFA c.-2578 A>C (rs699947), VEGFA c.-460
C>T (rs833061), VEGFA c.-1154 G>A (rs1570360), VEGFA c.-634 G>C (rs2010963), VEGFA c.-2489 C>T
(rs1005230), VEGFA ¢.534 C>T (rs25648), VEGFA ¢.936 C>T (rs3025039), VEGFA ¢.1612 G>A (rs10434),
FLT4 ¢.1480 A>G (rs307826), FLT4 ¢.3971 G>T (rs307821), KDR ¢.1416 T>A (rs1870377) and KDR ¢.889
C>T (rs2305948)) were included to study the impact of VEGF polymorphisms on the RCC risk (primary
objective) or on the patients survival (secondary objective).

Results: We have shown for the first time in the renal transplanted population that VEGFA 936CT genotype was
associated with a decreased risk of RCC (OR = 0.18, 95% CI [0.04 - 0.82], p = 0.03) and with a non-significant
increase survival compared to the CC genotype (100% vs. 85.9%, p = 0.123). There was no association between
the other polymorphisms studied and the RCC risk or survival. These results are promising but should be
confirmed by statistical analysis of the entire cohort results.
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