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SOMMAIRE 

Introduction. Le cancer du rein est le 8e cancer le plus fréquemment 

diagnostiqué au Canada. Parmi ceux-ci, les carcinomes rénaux à cellules claires 

(ccRCC) représentent la majorité des cas. Les tumeurs rénales sont 

asymptomatiques et environ 30% des patients présentent des métastases au 

premier diagnostic. À un stade avancé, ces tumeurs sont réfractaires à la 

chimiothérapie conventionnelle et malgré le développement des thérapies ciblées, 

il n’y a pas de traitement curatif pour les ccRCC métastatiques. Une 

caractéristique des ccRCCs est l’inactivation du gène de suppression tumoral von 

Hippel-Lindau (VHL) qui est observé dans plus de 80% des cas. Une meilleure 

compréhension de ces tumeurs permettra d’améliorer la détection et le 

développement des thérapies ciblées pour les ccRCCs. Les microARNs (miARNs) 

sont des petits ARNs non codants qui régulent négativement l’expression des 

gènes. Alors qu’ils sont impliqués dans différents processus physiologiques, le 

dérèglement de leur expression a été associé avec le développement de plusieurs 

maladies dont le cancer. 

Objectifs. Les objectifs de cette étude sont : i) identifier des miARNs dont la 

régulation est dépendante de l’expression du gène VHL ii) déterminer si les 

miARNs sélectionnés sont régulés par le facteur induit en hypoxie (HIF) iii) 

reconnaître les cibles potentielles de ces miARNs. 

Méthodes. Le séquençage à haut débit a été utilisé pour établir un profil 

d’expression de miARNs dont l’expression varie en fonction du niveau de VHL 

dans les cellules de RCC. Une cohorte de 34 patients ayant un RCC muté pour 

VHL provenant de la base de données TCGA a été utilisée pour corroborer nos 

résultats in vitro. Les miARNs sélectionnés ont été validés par RT-qPCR à l’aide 

de sondes Taqman. Des shARNs contre HIF-1α et HIF-2α ont été utilisées pour 

étudier la régulation de ces miARNs par l’hypoxie. De plus, une baisse 

d’expression de miR-2355 a été réalisée à l’aide du système CRISPR/Cas9. 

Finalement, les bases de données miRWalk et DAVID 6.8 ont été utilisées pour 

identifier des voies de signalisation et des cibles potentielles de miARNs. 
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Résultats. Nous avons identifié 183 miARNs dont l’expression varie en 

fonction de VHL. Parmi ceux-ci, 22 furent sélectionnés et validés dans trois 

différents modèles de ccRCC in vitro (RCC4, RCC10 et 786.0 déficientes en VHL 

comparativement aux mêmes cellules dont le gène VHL a été stablement 

réintroduit). Ces données ont été comparées à une cohorte de 34 patients ayant un 

ccRCC et une mutation identifiée sur le gène VHL. Une variation de l’expression 

pour 32 miARNs a été observée entre les cellules et les patients de la cohorte et les 

miARN-2355, -155, -1271 et -197 ont été sélectionnés pour des études 

subséquentes. Nos résultats indiquent que l’expression de miR-155 et miR-1271 

serait régulée par HIF-1 et HIF-2 tandis que l’expression de miR-2355 et miR-

197 serait régulée seulement par HIF-2α. L’utilisation du CRISPR/Cas9 pour 

diminuer l’expression du miR-2355 combinée au séquençage et à l’utilisation de 

bases de données nous a permis d’identifier les gènes PTGDR, KIR3DL2, EBF2, 

UBASH3A, KCNT1, PRKAR2B et SUSD4 comme cibles potentielles pour ce 

miARN dont l’expression est à la hausse dans 97,06% des patients atteints de 

ccRCCs. 

 Conclusion. Cette étude identifie des miARNs dont l’expression est 

dépendante de VHL, lesquels pourraient mener à l’identification de nouvelles 

cibles pour le développement de nouvelles thérapeutiques pour les RCC. Les 

résultats de cette étude ont été soumis à la revue Oncotarget en février 2017.
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AVANT-PROPOS 

Cette thèse ne suit pas le format traditionnel implanté par l’Université de 

Moncton mais plutôt le format d’une thèse par article. 

Cette étude a mené à l’écriture d’un article intitulé « Identification of miR-

2355 by microRNA profiling in VHL-inactivated Renal Cell Carcinomas ». La 

section résultats est une copie authentique de l’article qui sera soumis avant la fin 

du dépôt final. Elle sera présentée en anglais afin de facilitée sa publication. Par 

contre, l’introduction, les objectifs et la discussion générale de la thèse seront 

présentée en français, tel que décrit dans le guide prescrit par la Faculté des Études 

Supérieures et de la Recherche de l’Université de Moncton. De plus, toutes les 

références sont regroupées à la fin de cette thèse afin de facilitée sa lecture. 

Les expériences décrites dans le manuscrit, à l’exception du séquençage à 

haut débit, ont été effectuées et analysées par moi-même sous la supervision de Dr. 

Sandra Turcotte. La structure et la mise au point des expériences ont été conçus et 

supervisées par Sandra Turcotte. Finalement, l’écriture de l’article fut un travail 

d’équipe entre ma superviseure et moi. 
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1.1  Le cancer et ses caractéristiques 

Le cancer est une maladie qui débute lorsqu’une cellule possède une 

croissance incontrôlée menant à sa prolifération et éventuellement à la formation 

d’une tumeur maligne. Le terme latin cancer, provient du terme grec karkinos, qui 

fut utilisé par le physicien Hippocrates en 460-370 (Av. J.-C.) pour décrire les 

carcinomes. Le premier cas de cancer rapporté est un cancer du sein provenant de 

l’Égypte ancienne en 1500 A.D. (Sudhakar, 2009). 

 

La transformation d’une cellule normale à une cellule cancéreuse implique 

plusieurs altérations qui provoquent le débalancement des processus de 

prolifération et d’homéostasie de la cellule.  Ces altérations incluent notamment 

des mutations (héréditaires ou sporadiques), une perte d’hétérozygotie, un 

réarrangement génétique et/ou des changements épigénétiques. Une accumulation 

de ces altérations amène des changements de caractéristiques physiologiques de la 

cellule telles qu’une autosuffisance en signaux de croissance, une insensibilité aux 

signaux anti-croissance, un potentiel réplicatif illimité, une évasion de l’apoptose 

et une angiogenèse maintenue menant à la formation de métastases (Figure .11) 

(Hanahan & Weinberg, 2000). 

 

Figure 1.1. Les caractéristiques d'une tumeur. Figure adaptée de (Hanahan & 
Weinberg, 2000). Une cellule nécessite plusieurs altérations afin de survivre et 
proliférer. Ces caractéristiques sont essentielles pour la formation, le 
développement et la croissance des tumeurs. 



www.manaraa.com

3 
 

 

 

Même si le cancer origine d’une cellule, il est important de noter qu’une 

tumeur est formée d’une mosaïque de divers types cellulaires qui agissent en 

harmonie, afin de promouvoir sa croissance (Figure 1.2). 

 

Figure 1.2. Mosaïque de cellules retrouvée chez une tumeur. Figure adaptée 
(Hanahan & Weinberg, 2011). Les cellules doivent communiquer via leur 
microenvironnement et agir ensemble afin de soutenir la prolifération rapide des 
cellules cancéreuses et conséquemment la croissance de la tumeur. Au fur et à 
mesure que la tumeur croît, son microenvironnement et les cellules adjacentes 
changeront pour fournir ses besoins. 

 

1.1.1 Autosuffisance en signaux de croissance 

La croissance cellulaire est un processus très régulé. D’abord, une cellule a 

besoin de signaux (facteurs mitogènes) lui permettant de passer d’un état de repos 

à un état de prolifération. Par contre, les cellules cancéreuses peuvent échapper à 

ces signaux pour arriver à contrôler leur prolifération et conséquemment leur 

croissance. Ceci peut survenir lors d’une augmentation de la production de 

facteurs de signaux de croissance (EGF, TGF, PDGF), une stimulation des cellules 

normales adjacentes à produire des facteurs de croissance, une augmentation de 

l’expression des récepteurs de facteurs de croissance ainsi qu’une activation 

constitutive des cascades de signalisation (Witsch, Sela, & Yarden, 2010). 
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1.1.2 Insensibilité aux signaux anti-croissance 

En plus de la régulation des facteurs mitogènes, plusieurs signaux 

antiprolifératifs sont présents dans l’environnement des cellules et régulent 

négativement la croissance en maintenant la cellule dans un état de repos. Par 

contre, les cellules cancéreuses peuvent perturber ces signaux et favoriser un état 

de croissance. Par exemple, la dérégulation des inhibiteurs de croissance a 

également été observée dans le cancer (McClatchey & Yap, 2012). De plus, un 

déséquilibre des cascades de réparation de dommage à l’ADN (Levine, 1997) et de 

production du facteur de croissance transformant (TGF-β) mènent à des défauts 

dans le contrôle du cycle cellulaire et des signaux anti-croissance (Mukherjee, 

Winter, & Alexandrow, 2010). Habituellement, la régulation négative par ces 

signaux se déroule lors de la phase G1 du cycle cellulaire qui est régulée par la 

protéine Rétinoblastome (RB1) (Giacinti & Giordano, 2006). Le gène RB1 a été le 

premier gène identifié comme étant suppresseur de tumeur (Knudson, 1971).  

 

1.1.3 Évasion de l’apoptose 

La croissance d’une population de cellules est régulée par une balance entre 

son taux de croissance et son taux de mortalité.  L’apoptose (ou mort programmée 

des cellules) est un processus physiologique activé par différents stress et signaux 

qui provoque des modifications morphologiques, biochimiques et structurales à la 

cellule menant à sa destruction complète et sans trace (Elmore, 2007). Plus 

précisément, lorsqu’une cellule entre en apoptose les changements 

morphologiques observables sont la condensation du cytosol, la ségrégation de la 

chromatine et la formation d’invaginations ou de bourgeons à partir des 

membranes. Ceux-ci permettront la formation de corps apoptotiques qui seront 

phagocytés par les cellules environnantes, habituellement dans une période 

d’environ 24 heures (Elmore, 2007; Wyllie, Kerr, & Currie, 1980).  Le lien entre 

le cancer et l’apoptose fut suggéré en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie. 
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L’apoptose induit également des modifications biochimiques bien 

caractérisées qui peuvent être divisées en deux mécanismes d’action référés 

comme la voie extrinsèque et intrinsèque. La voie extrinsèque est déclenchée lors 

de la liaison d’un ligand extracellulaire, notamment le ligand Fas et le facteur de 

nécrose tumoral (TNF-α) à leur récepteur membranaire (FasR, TNFR1). Cette 

liaison permettra l’activation et la formation du complexe de signalisation 

induisant la mort (DISC) composé des molécules FADD et de la procaspase-8. 

L’activité protéolytique de la procaspase-8 est responsable du clivage et 

l’activation de la procaspase-3, l’effecteur majeur du processus apoptotique. D’un 

autre côté, la voie intrinsèque est stimulée par des signaux envoyés à la cellule 

provenant entre autres d’un manque en facteurs de croissance, d’une diminution de 

la concentration en oxygène (hypoxie) ou de la présence d’hormones ou de 

cytokines. Ces signaux mèneront à la perméabilisation des membranes 

mitochondriales provoquant le relargage du cytochrome c dans le cytosol, la 

formation de l'apoptosome et l’activation des caspases effectrices menant à la mort 

de la cellule. La perméabilisation des membranes mitochondriales est un processus 

hautement régulé par la famille de protéines Bcl-2 (Elmore, 2007). 

 

Aujourd’hui, des études démontrent que la radiothérapie et plusieurs agents 

chimiothérapeutiques induisent l’apoptose afin d’éliminer les cellules cancéreuses. 

Certains types de cancer, tels que les cancers hématologiques et les tumeurs 

solides malignes de l’enfant, répondent très bien à la chimiothérapie. Par contre, 

les tumeurs adultes ont tendance à développer une résistance à ces agents 

cytotoxiques. De plus, ceux-ci ne ciblent pas seulement les cellules cancéreuses et 

leur potentiel thérapeutique est également limité  par les effets secondaires sur les 

cellules normales (Hannun, 1997). La radiothérapie, quant à elle, induit des 

dommages à l’ADN irréparables, menant à la mort éventuelle de la cellule. 

(Baskar, Lee, Yeo, & Yeoh, 2012) 
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1.1.4 Potentiel réplicatif illimité 

L’autosuffisance en signaux de croissance, l’insensibilité aux signaux anti-

croissance et l’évasion de l’apoptose confèrent, ensemble, l’immortalité et un 

potentiel d’une croissance illimitée à la cellule. Cependant, les études de Hayflick 

ont permis de découvrir que les cellules possèdent un nombre limité de 

réplications, habituellement entre 60-70 doublements (in vitro) (Hayflick, 1997; 

Wyllie et al., 1980). À chaque cycle cellulaire, environ 50 à 100 paires de bases 

sont perdues des régions protectrices des chromosomes, les télomères, menant à 

une diminution progressive de ceux-ci, à une perte de leur fonction et 

éventuellement à la mort de la cellule. Une augmentation des enzymes de 

maintenance des télomères, nommés les télomérases (TERT et TERC), est 

observée chez la majorité des cellules cancéreuses conférant à ces cellules un 

potentiel réplicatif illimité (Cao, Bryan, & Reddel, 2008; Shay & Bacchetti, 1997). 

 

1.1.5 Activation de l’angiogenèse et formation de métastases 

Lors du développement et de la croissance d’un tissu, la formation de 

vaisseaux sanguins est un processus très régulé. La ramification de nouveaux 

vaisseaux à partir d’un vaisseau déjà existant est appelée angiogenèse. Une 

angiogenèse bien maintenue est nécessaire pour la croissance des tumeurs et pour 

la formation de métastases. Ceci assure la survie des cellules en permettant 

l’apport de nutriments et d’oxygène ainsi que l’évacuation de déchets 

métaboliques (ex. CO2). Dans le corps humain, chaque cellule doit se trouver à 

environ 100µm d’un capillaire pour survivre (Jain, Au, Tam, Duda, & Fukumura, 

2005). En absence d’angiogenèse, la concentration en oxygène au centre des 

tumeurs diminue et place les cellules en conditions hypoxiques menant à la mort 

du tissu par nécrose ou apoptose (Hanahan & Folkman, 1996; Parangi et al., 

1996).  
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Afin de pouvoir survivre, la cellule cancéreuse va stimuler la production de 

nouveaux vaisseaux sanguins en augmentant la production du facteur de 

croissance de l’épithélium vasculaire (VEGF). La sécrétion de ce facteur va, par la 

suite, stimuler les cellules endothéliales à produire des métalloprotéinases (MMPs) 

permettant la dégradation de la matrice extracellulaire et la migration des cellules. 

Il est à noter que la présence des facteurs d’adhésion, notamment les intégrines et 

les cadhérines, sont également nécessaire pour la ramification de vaisseaux 

sanguins (Mizejewski, 1999; Nelson, Fingleton, Rothenberg, & Matrisian, 2000). 

 

Éventuellement, les cellules cancéreuses vont acquérir des capacités invasives 

qui leur permettront de migrer vers les tissus adjacents localement ou coloniser des 

organes distants par les vaisseaux sanguins et lymphatiques. Malheureusement, la 

formation de métastase est la cause de 90% des mortalités reliées au cancer 

(Sporn, 1996). 

 

1.1.6 Autres caractéristiques importantes des cellules cancéreuses 

En plus de celles énumérées ci-haut, d’autres caractéristiques ont été associées 

au développement d’une cellule cancéreuse telles la reprogrammation du 

métabolisme (Pavlova & Thompson, 2016), l’évasion du système immunitaire 

(Melvold & Sticca, 2007), et l’inflammation (DeNardo, Andreu, & Coussens, 

2010). La reprogrammation du métabolisme est un processus très étudié dans 

plusieurs types de cancer. En plus des processus et caractéristiques décrites, la 

reprogrammation du métabolisme de la cellule va se produire afin de lui fournir 

l’énergie nécessaire pour proliférer. Sous condition normoxique (aérobique), une 

cellule formera son pyruvate à partir du glucose, un processus appelé la glycolyse. 

Celui-ci est ensuite utilisé comme source d’énergie dans les mitochondries, 

résultant dans la production de dioxyde de carbone et d’eau. Par contre, en 

condition hypoxique (ou anaérobique) les cellules se tournent vers la production 

de lactate. Chez une cellule cancéreuse, le métabolisme favorise la production de 

ce dernier malgré la présence d’oxygène, un phénomène caractérisé par Otto 
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Warburg (Warburg, 1956a, 1956b). De plus, des études démontrent que le lactate 

produit par les cellules cancéreuses peut se diffuser à travers la membrane et dans 

le microenvironnement afin de nourrir les cellules adjacentes et promouvoir la 

croissance tumorale (Goodwin, Gladden, Nijsten, & Jones, 2014; Hirschhaeuser, 

Sattler, & Mueller-Klieser, 2011; Romero-Garcia, Moreno-Altamirano, Prado-

Garcia, & Sanchez-Garcia, 2016). 

 

En plus d’une reprogrammation métabolique, on observe également des 

changements au niveau du transport des métabolites. Par exemple, une 

augmentation dans l’expression des transporteurs de glucose (GLUT1 et GLUT3) 

a été observée chez le cancer de l’endomètre et du sein leur permettant un apport 

continu de glucose (Krzeslak et al., 2012).  

  

1.2 Le cancer du rein  

Le cancer est la cause principale de décès au Canada. Il touche 2 Canadiens sur 

5 annuellement ce qui représente 202 400 nouveaux diagnostics et 78 800 décès. 

Les cancers le plus fréquemment diagnostiqués sont le poumon, le colon, le sein 

chez la femme et la prostate chez l’homme. Au Canada, le cancer du rein est le 8e 

type de cancer le plus fréquemment diagnostiqué. Mondialement, il représente 338 

000 nouveaux cas et 143 000 décès chaque année (Znaor, Lortet-Tieulent, 

Laversanne, Jemal, & Bray, 2015). Il en existe plus d’une cinquantaine de types et 

sous-types, comportant chacun leurs propres morphologies et anormalités 

génétiques (Tableau 1.1). Le risque de développer le cancer du rein au cours de sa 

vie est de 1.8%. C’est une maladie qui touche plus d’hommes (67%) que de 

femmes et l’âge moyen du diagnostic est de 63 ans (Karakiewicz et al., 2008; 

Society, 2016). Avec le vieillissement de la population, on peut s’attendre à une 

augmentation de son taux d’incidence au cours des prochaines années. Bien qu’il 

soit difficile d’établir les causes exactes de son développement, les facteurs de 

prédisposition au cancer du rein sont principalement l’obésité, le tabagisme, 

l’insuffisance rénale et l’hypertension. Comme pour d’autres types de cancer, une 
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alimentation saine et la pratique régulière d’activité physique permettent de 

prévenir le développement de tumeurs rénales (Chow, Dong, & Devesa, 2010). 

Tableau 1.1. Les sous-types des carcinomes rénaux. Adapté de (Moch, 

Cubilla, Humphrey, Reuter, & Ulbright, 2016)  

 

Les carcinomes rénaux « Renal Cell Carcinoma » ou RCC représentent 

jusqu’à 90% des diagnostics de cancer de rein. La classification des différents 

types de RCC est basée sur leur histologie. Les principaux types sont les 

carcinomes rénaux à cellules claires ccRCC (75%), les carcinomes rénaux 

papillaires pRCC (10-15%), les carcinomes rénaux chromophobes chRCC (10%) 

et les oncocytomes (5%). D’autres types ont été ajoutés à cette classification mais 

demeurent rares. Bien que les tumeurs rénales surviennent généralement de façon 

sporadique, elles peuvent également être transmises de façon héréditaire dans 2-

3% des cas (Znaor et al., 2015).  

 

Pour les patients dont le RCC est diagnostiqué au début de la maladie (pT1-

pT2) (Tableau 1.2), une néphrectomie partielle ou totale peut être curative (Cohen 

& McGovern, 2005). La taille de la tumeur, l’âge et la condition du patient sont 
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des facteurs qui peuvent influencer la décision entre une néphrectomie partielle ou 

totale. L’amélioration des techniques de chirurgie permet une intervention moins 

invasive afin de préserver une partie du rein lors de la néphrectomie partielle. Les 

taux de survie après 5 ans peuvent atteindre 90%. Malheureusement, les patients 

atteints d’un RCC n’ont aucun symptôme et il n’existe aucun biomarqueur pour 

détecter la maladie de façon précoce. Ainsi, près d’un tiers des patients ont déjà 

des métastases au moment de leur diagnostic (pT4). De plus, les patients atteints 

de tumeurs pT3 développeront une récurrence entre 17 à 28 mois suite à la 

néphrectomie. La détection de la tumeur primaire est souvent faite par la 

métastase. Le taux de survie après 5 ans pour les patients ayant un RCC 

métastatique est seulement 10%. Ces patients survivront en moyenne 13 mois 

(Cairns, 2010). De plus, 30-40% des patients atteints d’une tumeur localisée ou 

invasive lors du diagnostic développeront une récurrence entre 38 à 45 mois suite 

à la néphrectomie (Chin, Lam, Figlin, & Belldegrun, 2006; Lam, Leppert, 

Belldegrun, & Figlin, 2005; Motzer, Bander, & Nanus, 1996).  
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Tableau 1.2. La classification TNM des RCCs. Adapté de  (WHO, 2004) 

 

Au cours des 15 dernières années, le développement des études de séquençage 

a permis d’identifier au moins 7 gènes pouvant être impliqués dans le 

développement des RCCs. Ces tumeurs sont décrites comme étant une maladie 

métabolique puisque les mutations affectant les différents gènes sont associées aux 

processus métaboliques. Des mutations et des modifications épigénétiques bien 

décrites affectent le gène von Hippel-Lindau (VHL) chez les ccRCC alors que des 

altérations sur le proto-oncogène MET et sur la fumarate hydratase (FH) mèneront 

au développement de pRCC. De plus, les analyses provenant de l’atlas du génome 

des cancers (The Cancer Genome Atlas TCGA) identifient des mutations sur des 

gènes associés à des modifications de la chromatine dont ceux de la protéine 

polybromo-1 (PBRM1), l’histone méthyltransférase SETD2, et l’ubiquitine 

carboxyl-terminale BAP1 chez les ccRCC et pRCC alors que celles affectant les 

gènes de la neurofibromatose de type 2 (NF2), le facteur 2 du facteur nucléaire 
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érythroïde 2 (Nrf2) et l’inhibiteur de la kinase dépendante des cyclines 2A 

(CDKN2A) sont rapportées chez les pRCC. Les modifications sur le gène de la 

folliculine (FLCN) rapportés chez les patients ayant le syndrome Birt-Hogg-Dubé 

(BHD) ont été associées aux chRCC. Finalement, les gènes TSC1 et TSC2 pour 

les patients atteints de la sclérose tubéreuse (TSC) et les gènes 

SDHB/SDHC/SDHD chez les tumeurs déficientes en succinate déshydrogénase 

(SDH) sont parmi les gènes affectés chez les patients atteints de RCCs de formes 

héréditaires (Figure 1.3).  

 

 
Figure 1.3. Les gènes identifiés chez les RCCs et leurs rôles dans la réponse au 
niveau d'oxygène, de fer et d'énergie cellulaire. Figure adaptée de (Linehan, 
Srinivasan, & Schmidt, 2010). Le gène VHL est responsable de l’ubiquitination de 
protéines destinées pour le protéasome, une réaction dépendante de la présence 
d’oxygène et de fer. La détection des niveaux d’énergie cellulaire est affectée par 
MET, un gène codant pour un récepteur de surface spécifique pour les facteurs de 
croissance HGF. La liaison du ligand à son récepteur mène à la phosphorylation de 
protéines et conséquemment à l’activation de la cascade AMPK.  TSC1/TSC2, 
codant pour la tuberin, est une GTPase qui est également impliquée dans la 
détection des niveaux d’énergie par la voie AMPK via la régulation négative de 
mTOR. Le cycle TCA et la production d’énergie par phosphorylation oxydative 
sont affectés par FH et SDH.  
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1.2.1 Les carcinomes rénaux papillaires (pRCC) (10-15% des cas) 

Les pRCCs sont divisés en 2 sous-types selon leur morphologie, soit type I et 

II (Delahunt & Eble, 1997). Des mutations sur le gène MET caractérisent les 

tumeurs de type I qui sont associées à un meilleur pronostic et une plus longue 

survie. MET est un récepteur de tyrosine kinase responsable de la liaison aux 

facteurs de croissance impliqués dans la prolifération, la survie et l’inhibition de 

l’apoptose (Horie et al., 1999). D’autre part, environ 25% des tumeurs papillaires 

de type II présentent des mutations sur le gène CDKN2A. Les tumeurs de type II 

sont plus hétérogènes et habituellement de stade, de grade et fréquence plus élevée 

que ceux de type I (Delahunt et al., 2001; Lubensky et al., 1999). Comme 

mentionné précédemment, des mutations sur les gènes SETD2, BAP1 et PBRM1 

aussi impliqués dans le développement de ccRCC, ont été observés chez les 

pRCCs. Il existe également des pRCCs à cellules claires qui sont formés de 

cellules épithéliales, arrangées dans des tubules et des papilles (Tickoo et al., 

2006). Elles représentent jusqu’à 5% des tumeurs rénales et surviennent de façon 

sporadique dans les patients atteints de maladies rénales chroniques (Rohan et al., 

2011; Zhou et al., 2014).  

 

Les pRCCs peuvent aussi apparaître de façon héréditaire. Ces patients sont 

prédisposés au développement de pRCC multiples et bilatéraux. Ces maladies sont 

appelées carcinomes rénaux papillaires héréditaires de type I (HPRCT), la 

léiomyomatose héréditaire avec adénocarcinome rénal (HLRCC) et la sclérose 

tubéreuse (TSC). Les patients atteints de HPRCT ont une mutation sur le gène 

MET et sont prédisposés au développement de pRCCs de type I (Zbar et al., 

1994). Pour sa part, la HLRCC est une maladie dominante familiale caractérisée 

par le développement de léiomyomes et de tumeurs rénales papillaires de type II. 

Cette maladie est associée à la mutation du gène de la fumarate hydratase (FH), 

une enzyme impliquée dans le cycle de Krebs qui mène à une augmentation des 

niveaux de HIF-α et caractérisée comme une forme de tumeur très agressive 

(Sudarshan et al., 2011; Tomlinson et al., 2002). Les cellules de ces tumeurs sont 
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majoritairement caractérisées par une structure de type papillaire, un gros noyau et 

une région péri-nucléaire claire  (Merino, Torres-Cabala, Pinto, & Linehan, 2007) 

 

La maladie héréditaire dominante de la sclérose tubéreuse (TSC) est due à 

une mutation sur les gènes TSC1 et TSC2. Ces patients sont prédisposés au 

développement de tumeurs bénignes de la peau et du cerveau et souffrent 

fréquemment de cancers rénaux. Ces tumeurs rénales peuvent être multifocales et 

bilatérales de type ccRCC, pRCC ou chRCC (Cheadle, Reeve, Sampson, & 

Kwiatkowski, 2000). 

 

1.2.2 Les carcinomes rénaux chromophobes (10% des cas) 

Les RCCs chromophobes (chRCC) ont été décrits pour la première fois en 

1985 (Thoenes, Storkel, & Rumpelt, 1985). Ces tumeurs ont une taille médiane de 

6 cm et sont associées à une perte des chromosomes 2, 10, 13, 17 et 21 chez 93%, 

93%, 87%, 90% et 70% des patients, respectivement (Kovacs, Soudah, & Hoene, 

1988; Yusenko, 2010). De plus, aucune mutation sur le gène VHL n’a été détectée  

chez les chRCCs malgré leur histologie similaire au ccRCC, soit un cytoplasme 

claire (Kenck, Wilhelm, Bugert, Staehler, & Kovacs, 1996).   

 

1.2.3 Le syndrome Birt-Hogg-Dubé 

Les patients atteints du syndrome Birt-Hogg-Dubé ont une mutation sur le 

gène BHD codant pour la folliculine, une cible du complexe 1 de la cible de la 

rapamycine chez les mammifères (mTORC1) et de la protéine kinase 5’ activée 

par l’adénosine monophosphate (AMPK) (Toro et al., 2008). Ceci mène à une 

prédisposition au ccRCC, chRCC, oncocytomes et plus rarement les pRCC (da 

Silva et al., 2003; Khoo et al., 2003) 
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1.2.4 Les carcinomes rénaux rares 

Il existe d’autres types de RCCs, mais plus rares. Les carcinomes des tubes 

collecteurs, qui sont des tumeurs très agressives, sont caractérisés par une perte des 

chromosomes q1, 6p, 13q et 21q (Polascik et al., 1996). Il existe aussi des RCCs 

déficients en SDH (SDHB, SDHC, SDHD, SDHAF2) menant à un défaut dans le 

complexe mitochondriale 2. Cette caractéristique permet la distinction de ce type 

de tumeurs en observant une faible coloration des cellules par immunohistochimie 

contre SDHB (Gill et al., 2014; Ricketts et al., 2008).  

 

1.2.5 Les carcinomes rénaux à cellules claires (ccRCCs) (75-80% des cas) 

Les ccRCCs constituent la forme la plus diagnostiquée des cancers du rein. 

Ce sont des tumeurs qui se développent dans le cortex rénal, plus spécifiquement 

dans les tubes proximaux. Les cellules de ces tumeurs ont un cytoplasme clair, dû 

au contenu élevé en gouttelettes lipidiques riches en cholestérol, phospholipides et 

lipides neutres, et elles ont un noyau rond ou ovale  (Moch et al., 2016). Des 

ossifications et calcifications dans les zones nécrotiques sont également présentes 

chez 10-15% des patients (Fukuoka et al., 1987). Le pronostic pour les ccRCC 

dépend majoritairement du stade et du grade de la tumeur. Malgré que la multi-

centricité soit très rare chez les ccRCC, une multi-focalité est rapportée chez 4% 

des cas de ccRCCs (Cheng, Farrow, & Zincke, 1991; Kletscher, Qian, Bostwick, 

Andrews, & Zincke, 1995).  

 

  Environ deux tiers des patients atteints de ccRCC ont une inactivation 

biallélique du gène VHL dû à des mutations ou une hyperméthylation de son 

promoteur (Dalgliesh et al., 2010; Dulaimi et al., 2004).  Par contre, plusieurs 

autres mutations sur le chromosome 3p, notamment sur les gènes PBRM1, BAP1 

et SETD2, ont aussi été rapportées récemment, tout comme des mutations 

affectant le gène mTOR, un régulateur central du métabolisme, de la croissance et 

de la survie de la cellule (Brugarolas, 2014; Laplante & Sabatini, 2012; Morris & 

Latif, 2016). Moins fréquemment, des mutations ont été identifiées sur le gène 
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TET2, une enzyme impliquée dans la méthylation de l’ADN, le facteur de 

transcription TP53, et les gènes PTEN et PIK3CA (Brugarolas, 2014; Fenner, 

2013). 

 

1.3 Le gène VHL et la maladie von Hippel-Lindau 

Le nom VHL fut donné en 1936 suite à des descriptions des cas d’angiomes 

rétiniens par Eugen von Hippel en 1904 et des hémangioblastomes cérébraux et 

spinaux en 1927 par Arvid Lindau. Le lien entre la maladie et le gène VHL a été 

découvert par clonage positionnel en 1993 (Latif et al., 1993). Des mutations 

touchant un seul allèle du gène VHL sont à l’origine de la maladie VHL, une 

maladie autosomique dominante affectant 1 personne sur 36 000 (Maher, Yates, & 

Ferguson-Smith, 1990).  Ces personnes sont prédisposées au développement de 

plusieurs types de tumeurs bénignes tels que des kystes au niveau des reins et du 

pancréas mais aussi des hémangioblastomes (HB) du système nerveux central et 

de la rétine, des phéochromocytomes et des ccRCC. Les symptômes de la maladie 

débutent entre 10 et 40 ans et l’espérance de vie médiane pour ces patients est de 

49 ans (Karsdorp et al., 1994; Neumann & Wiestler, 1994). Il existe 2 sous-types 

de la maladie VHL, soit de type 1 ou de type 2 (2a, 2b, 2c), qui sont caractérisés 

par la présence ou l’absence de phéochromocytomes (Tableau 1.3).  
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Tableau 1.3. Phénotype de la maladie VHL et de ces sous-types. (Lonser et al., 

2003).   

Type Phénotype 

Type 1 Hémangioblastomes rétiniens 

Hémangioblastomes du SNC 

Carcinomes Rénaux 

Néoplasmes et kystes pancréatiques 

Type 2A Phéochromocytomes 

Hémangioblastomes rétiniens 

Hémangioblastomes du SNC 

Type 2B Phéochromocytomes 

Hémangioblastomes rétiniens 

Hémangioblastomes du SNC 

Carcinomes Rénaux 

Néoplasmes et kystes pancréatiques 

Type 2C Phéochromocytomes 

 

 

 

Une autre maladie causée par le gène VHL est la polyglobulie Tchouvache. 

Ces patients ne développent aucun RCC. C’est une maladie récessive très rare 

(fréquence 0.001377 (E. Liu et al., 2004)) qui a été décrite en 1997 chez 103 

individus dans une région en Russie centrale (Sergeyeva et al., 1997). C’est 

seulement en 2002 qu’une mutation spécifique du codon 200 (C598T – ARG 

200TRP) du gène VHL a été associé ce type de polyglobulie (Ang et al., 2002). 

Cette mutation a été étudiée chez les souris et les poissons zèbres mutants pour 

R200W VHL-/- qui démontrent aussi des symptômes de la polyglobulie (Hickey, 

Lam, Bezman, Rathmell, & Simon, 2007; van Rooijen et al., 2009). 
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1.4 Le gène VHL 

Le gène VHL (Figure 1.4), se retrouve sur le chromosome 3p25 (Kohno, 

Sekine, Tobisu, Oshimura, & Yokota, 1993). Il possède trois exons et deux codons 

de méthionine se traduisant par deux isoformes de la protéine pVHL, soit une de 

213 acides aminés (30kDa) et l’autre de 140 acides aminés (19kDa). Le gène VHL 

est ubiquitaire et est particulièrement exprimé dans les cellules épithéliales de la 

peau, le tractus gastro-intestinal, urogénital et respiratoire, ainsi que les glandes 

endocrines et exocrines (Corless, Kibel, Iliopoulos, & Kaelin, 1997; Sakashita et 

al., 1999). Une étude effectuée sur des cellules souches embryonnaires de souris 

démontre que des souris hétérozygotes pour VHL se développent normalement 

alors que des souris n’exprimant pas le gène (VHL -/-) meurent in utéro entre 10.5 

et 12.5 jours de gestations (Gnarra et al., 1997). L’introduction du gène VHL 

fonctionnel chez des cellules déficientes en VHL n’a aucun effet in vitro, par 

contre, ses fonctions de suppression tumorale ont été décrites in vivo par Kaelin et 

son équipe qui ont observé que la réintroduction du gène VHL prévenait la 

formation de ccRCC chez la souris (Gossage, Eisen, & Maher, 2015; Iliopoulos, 

Kibel, Gray, & Kaelin, 1995). 

 

Figure 1.4. Le gène VHL et la protéine pVHL. Figure adaptée de (Arjumand & 
Sultana, 2012). Le gène VHL est composé de 3 exons et code pour une protéine de 
140 ou 213 acides aminés avec un poids moléculaire de 19 ou 30 kDa, selon 
l’isoforme. La protéine contient un domaine acide (codons 1-54), un domaine 
alpha qui permet la liaison à l’élongine et un domaine beta qui est responsable de 
la liaison aux hydroxy-prolines.  
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Le rôle le mieux caractérisé pour VHL est sans aucun doute la régulation de 

la dégradation des facteurs induits par l’hypoxie (HIF-α) via le protéasome (Ivan 

et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Néanmoins, VHL est aussi impliqué dans 

plusieurs autres processus qui sont HIF-indépendants, tels que l’assemblage de la 

matrice extracellulaire (Kurban et al., 2008; Kurban, Hudon, Duplan, Ohh, & 

Pause, 2006; Ohh et al., 1998), la régulation des jonctions intracellulaires (Furge et 

al., 2007), la signalisation NF-κB (Yang et al., 2007), la régulation de p53 (Roe et 

al., 2006),  la stabilité des microtubules (Hergovich, Lisztwan, Barry, 

Ballschmieter, & Krek, 2003), le maintien des cils cellulaires (Thoma et al., 2007), 

la sénescence cellulaire (Welford, Dorie, Li, Haase, & Giaccia, 2010; Young et al., 

2008), la régulation de WNT (Chitalia et al., 2008), l’ubiquitination de l’ARN 

polymérase II (Mikhaylova et al., 2008) et la dégradation des récepteurs 

adrénergiques β2 (Xie et al., 2009). De plus, VHL a été montré pour jouer un rôle 

dans les processus d’autophagie (Mikhaylova et al., 2012; Turcotte et al., 2008). 

 

1.4.1 La régulation du facteur de transcription HIF par VHL 

Les tumeurs dont le volume est supérieur à 1 mm3 possèdent des régions 

hypoxiques. Le manque d’approvisionnement en oxygène amènera des zones 

nécrotiques jusqu’à la formation de nouveaux vaisseaux sanguins qui apportera 

l’oxygène et les nutriments. L’hypoxie est une condition également observée lors 

d’ischémie locale comme dans le cas d’un arrêt cardiovasculaire ou d’une 

ischémie rénale. Malgré sa contribution dans plusieurs pathologies, des faibles 

niveaux d’hypoxie sont présents dans le corps. Par exemple, les niveaux 

d’oxygène dans un tissu diminuent en s’éloignant des poumons créant ainsi un 

gradient d’oxygène très important pour le développement du corps. Une faible 

concentration d’oxygène permet aussi la stimulation de l’embryogénèse, la 

cicatrisation et le maintien de la pluripotence des cellules souches (Koh & Powis, 

2012; Pouyssegur, Dayan, & Mazure, 2006).  
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Les facteurs de transcription induits en hypoxie (HIF-1α, HIF-2α) (14q23.2, 

2p21) ont été découverts en 1992 lors d’une étude portant sur l’augmentation 

d’érythropoïétine (EPO) dans le rein et le foie de rats en réponse à l’hypoxie en 

démontrant que l’augmentation d’EPO est le résultat de la liaison du facteur de 

transcription HIF dans une région spécifique du promoteur   (Semenza & Wang, 

1992). Rapidement dégradé en présence d’oxygène, la sous-unité α des HIFs est 

stabilisée lors d’un stress hypoxique. Ceci permet sa liaison avec HIF-β pour 

former le facteur de transcription retrouvé au noyau (Figure 1.5). 

 

 

Figure 1.5. La régulation de HIF en condition normoxique et hypoxique. 
Figure adaptée de (Gossage et al., 2015). En normoxie, les prolyl hydroxylases et 
le complexe formé de VHL-élongine B et C et de la culline-2 (VBC-cul2) régule 
l’expression de HIF-α via le protéasome en inhibant la transcription de ces cibles. 
Lors d’un stress hypoxique, HIF-α est stabilisé et migre au noyau activant la 
transcription de nombreux gènes hypoxiques. Chez les ccRCCs contenant une 
mutation du gène VHL, HIF-α est constitutivement exprimé permettant à la cellule 
de maintenir un état d’hypoxie menant à des changements métaboliques, a une 
prolifération rapide et une angiogenèse soutenue promouvant la croissance 
tumorale. 

  

La régulation du facteur HIF a fait l’objet de nombreuses études au cours des 

années 2000. Il a été démontré qu’en présence d’oxygène, HIF-1α et HIF-2α, 

subissent une hydroxylation (-OH) sur les résidus prolines 402 et 564 pour HIF-1α 

et les prolines 405 et 531 pour HIF-2α par les prolyl-hydroxylases (PHD1-3) (Ivan 

et al., 2001; Jaakkola et al., 2001). Cette réaction est catalysée par la présence 
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d’oxygène, d’α-cétoglutarate (Schofield & Ratcliffe, 2004), d’ascorbate (Knowles, 

Raval, Harris, & Ratcliffe, 2003) et de fer (Maxwell et al., 1999). L’hydroxylation 

de ces résidus permet la reconnaissance de HIF par le complexe multi-protéique 

VBC-Cul2 qui inclut pVHL, l’élongine B, l’élongine C, la culline-2 et la protéine 

Rbx1 (Clifford et al., 2001; Nguyen, Yang, Fribourgh, Wolfe, & Xiong, 2015).  Ce 

complexe possède une activité E3-ubiquitine ligase qui permet la 

polyubiquitination de HIF et conséquemment sa dégradation via le protéasome 

(Kaelin, 2002). La dégradation de HIF-α en présence d’oxygène est très rapide et 

sa demi-vie est < 5 minutes (Huang, Gu, Schau, & Bunn, 1998). Par contre, 

lorsque la concentration en oxygène diminue, les PHDs cessent de fonctionner et 

HIF ne peut plus être dégradé. Ceci mène à l’expression constitutive et à la 

stabilisation de HIF-α dans la cellule permettant ensuite sa migration vers le noyau 

où il se dimérise avec la sous unité HIF-β qui est constitutivement exprimée 

(Semenza, 2012). Une fois dimérisé, ce facteur de transcription se lie à une 

séquence consensus (5’-ACGTG-3’) menant à l’activation de plus de 1000 gènes 

impliqués dans divers processus cellulaires dont l’angiogenèse, la glycolyse, 

l’apoptose, la prolifération et la survie cellulaire (Schodel et al., 2011; Wenger, 

Stiehl, & Camenisch, 2005). 

 
Pour sa part, pVHL comprend deux domaines, soit un α et un β. Le domaine α 

est nécessaire pour la liaison aux élongines B et C qui elles, sont responsable de la 

liaison à la cullin-2 permettant de nucléer le complexe. Le domaine β de VHL, 

quant à lui, sert à la reconnaissance de protéines hydroxylées comme HIF grâce 

aux deux sites de reconnaissance d’hydroxyproline conservés (Hon et al., 2002; 

Min et al., 2002). L’inactivation du gène VHL qui se produit dans de plus 80% des 

cas de ccRCCs prévient la reconnaissance entre HIF et le complexe VBC-Cul2 

provoquant la stabilisation de HIF et l’activation de la réponse hypoxique.  

 

1.4.2 Les sous-unités HIF-α 

HIF-1α et HIF-2α démontrent environ 50% d’homologies entre elles et sont 

toutes les deux régulées par la concentration en oxygène. Alors que certains gènes 
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et miARNs peuvent être régulés par les deux sous-unités dont l’anydrase 

carbonique 9 (CAIX), GLUT1 et miR-210, il a été démontré que HIF-1α et HIF-

2α pouvaient avoir des rôles distincts dans la cellule. Par exemple,  HIF-1α serait 

plutôt lié à la régulation de la transcription en réponse à l’hypoxie et au 

métabolisme (LDHA, BNIP3, PGK1) alors que HIF-2α serait d’avantage impliqué 

dans la régulation de l’angiogenèse (VEGF, TGF-), l’invasion (SK1) et le cycle 

cellulaire (CCND1)(C. Chen, Pore, Behrooz, Ismail-Beigi, & Maity, 2001; Hu, 

Wang, Chodosh, Keith, & Simon, 2003; Iyer et al., 1998; Raval et al., 2005; 

Salama et al., 2015; Shinojima et al., 2007). 

 

  Des études réalisées par les groupes de Kaelin et Simon en 2005 démontrent 

que HIF-2α  serait la sous-unité importante pour le développement des tumeurs 

rénales. Son potentiel en tant que suppresseur de tumeur fut étudié in vivo par 

siRNA (Kondo, Kim, Lechpammer, & Kaelin, 2003; Raval et al., 2005). De plus, 

chacune des isoformes démontrent des effets opposés sur la croissance des 

ccRCCs in vivo (Shen et al., 2011). En effet, une surexpression de HIF-1α 

semblerait plutôt liée à une réduction de la croissance tumorale. D’autre part, une 

étude démontre qu’une réexpression de HIF-3α chez les 786.0 mène à une 

augmentation de HIF-2α et conséquemment une réduction de tumeurs in vivo. 

Ainsi, les ccRCCs sporadiques peuvent être divisés en 2 types, soit H1H2, qui est 

caractérisé par la surexpression de HIF-1α et HIF-2α (H1H2) ou H2, qui 

surexprime HIF-2α seulement (H2) (Gordan et al., 2008). 

 

1.5 Traitement des ccRCCs 

Une des premières stratégies pour éliminer les tumeurs localisées est la 

néphrectomie partielle ou totale. Le taux de survie après 5 ans est élevé pour ces 

patients. Malheureusement, 20 à 40% des patients développent une récurrence 

dans les 2-4 ans suivant la néphrectomie (Chae, Kim, Kim, Bae, & Cho, 2005; 

Griffin, Gore, & Sohaib, 2007; Patel & Sokhi, 2012). Lorsque la tumeur est 

détectée à un stade avancé, la chimiothérapie et les thérapies ciblées demeurent la 
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meilleure option. Malheureusement, seulement 10% des patients atteints de 

ccRCC de stade avancé ou métastatique répondent aux traitements de 

chimiothérapie (Rini, Campbell, & Escudier, 2009). Ces patients doivent alors se 

tourner vers des thérapies ciblées (Figure 1.6).  

 

 

 

Figure 1.6. Thérapies ciblées couramment utilisées pour le traitement de 
ccRCCs avancés et métastatiques. Figure adaptée de (Linehan & Srinivasan, 
2013). Ces agents chimiothérapeutiques ciblent principalement les voies 
hypoxiques notamment le VEGF (bevacizumab), le VEGFR et le PDGFR 
(sunitinib, sorafenib, pazopanib, axitinib) et aussi la voie mTOR (temsirolimus et 
évérolimus).  

 

Le développement des thérapies ciblées se penche sur l’inhibition de deux 

voies, soit la sérine/théronie kinase mTOR qui est impliquée dans la prolifération 

cellulaire ainsi que les facteurs angiogéniques et leurs récepteurs. Parmi ceux-ci on 

retrouve, le temsirolimus et l’évérolimus qui sont deux inhibiteurs de mTOR alors 

que le bevacizumab est un anticorps monoclonal dirigé contre le VEGF, ciblant 

l’activité pro-angiogénique des cellules cancéreuses. Notons que le temsirolimus et 

le bevacizumab sont moins utilisés puisque ceux-ci doivent être injectés chaque 

semaine et leur efficacité est moindre qu’avec d’autres agents.  
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Le sunitinib, le sorafenib, le pazopanib et l’axitinib sont des inhibiteurs des 

récepteurs au VEGF et au PDGF, visant à diminuer l’activité angiogénique des 

cellules endothéliales entourant les tumeurs. Le premier agent utilisé en clinique 

est habituellement le sunitinib. Lorsque les tumeurs ne répondent pas à ce 

traitement, les patients sont généralement traités avec l’éverolimus. Le pazopanib 

est aussi couramment utilisé. Ce traitement a souvent comme but de réduire la 

taille des tumeurs localisées qui, par la suite, pourront être enlevées par une 

néphrectomie partielle ou totale. L’axitinib est également utilisé pour diminuer la 

grosseur de la tumeur permettant une néphrectomie, mais celui-ci est plutôt utilisé 

pour des stades avancés métastatiques. Bien que ces traitements démontrent une 

certaine efficacité, les tumeurs développent une résistance à la plupart de ces 

agents et ultimement, la tumeur continue de progresser. Il est important de noter 

qu’il n’existe pas de traitement curatif pour les RCCs métastatiques (Linehan & 

Srinivasan, 2013).  

 

En plus de ces thérapies ciblées, l’aldesleukin (Interleukine-2) et l’interféron 

sont deux traitements immunothérapeutiques offerts pour les patients atteints de 

RCCs métastatiques. Malgré le fait que ces traitements demeurent toxiques, 

l’interleukine-2 est encore utilisé en clinique puisque jusqu’à 8% des patients ont 

une rémission (Fisher, Rosenberg, & Fyfe, 2000; Fyfe et al., 1995). Plus 

récemment, l’immunothérapie a connu un essor important dans la maladie du 

cancer. Notre système immunitaire est constitué de cellules T qui ont la capacité 

de différencier les cellules normales des cellules tumorales. Il a été démontré que 

les cellules cancéreuses expriment une protéine de mort programmé appelée PD-

L1 qui est un antigène tumoral. La liaison de PD-L1 à deux récepteurs 

immunologiques appelés PD1 et B7-1 empêche la reconnaissance et l’élimination 

des cellules cancéreuses par le système immunitaire. Des agents inhibiteurs de 

cette liaison dont le nivulomab sont présentement en essais cliniques chez les 

ccRCCs (Motzer et al., 2015).   
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Malgré le développement des thérapies ciblées, le taux de survie des patients 

atteints de ccRCC métastatiques après 5 ans demeurent aux alentours de 10%.  

Ceux-ci visent principalement les cellules endothéliales et non les cellules 

tumorales directement. Nous avons préalablement démontré que cibler 

l’inactivation de VHL, une mutation rapportée dans plus de 80% des cellules 

cancéreuses rénales, pourrait mener à une stratégie thérapeutique prometteuse 

(Turcotte et al., 2008). Une meilleure compréhension de la pathogenèse des RCCs 

est cruciale pour l’amélioration ou le développement de nouvelles méthodes de 

détections et de thérapies ciblées.  

 

1.6 Les microARNs  

Les microARNs (miARNs) sont des ARNs non-codant d’environ 19-23 

nucléotides (Carmell & Hannon, 2004) qui ont comme rôle la régulation post-

transcriptionelle des gènes. Plus de 2588 miARNs ont été identifiés et répertoriés 

sur miRBase (www.mirbase.org) (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). Ils sont 

impliqués dans différents processus physiologiques dont la différenciation, 

l’apoptose et le développement. C’est en 2002 que leur rôle dans le cancer fut 

démontré lorsque miR-15 et miR-16 ont été observés dans la majorité de patients 

atteints de leucémie (Calin et al., 2002). Depuis, leur dérégulation a été démontrée 

dans plusieurs types de cancer (Calin & Croce, 2006). Ces molécules peuvent agir 

en tant qu’oncogène (He et al., 2005) ou en tant que suppresseur de tumeurs 

(Johnson et al., 2005). 

 

1.6.1 Histoire des miARNs 

L’histoire des miARNs débute en 1974 par les travaux de Sydney Brenner qui, 

en étudiant le développement de Caenorhabditis elegans, a découvert un mutant 

hétérochronique (lin-4) qui était incapable de pondre des œufs (Brenner, 1974; R. 

Lee, Feinbaum, & Ambros, 2004). Ce phénotype a par la suite été associé à une 

mutation dans le gène lin-4 (e912) (Horvitz & Sulston, 1980). Puis, une mutation 
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découverte sur le gène lin-14 a démontré un phénotype opposé à celui associé à 

lin-4 (Ambros & Horvitz, 1984). Il peut même inverser le phénotype associé à une 

mutation lin-4 chez C.elegans (Ferguson, Sternberg, & Horvitz, 1987) suggérant 

une interaction dans lequel lin-4 régule négativement lin-14. 

 

 Ce n’est que vers les années 1993 qu’il a été démontré que lin-4 ne code pas 

pour une protéine mais plutôt pour deux transcrits de 22 et 61 nucléotides (R. C. 

Lee, Feinbaum, & Ambros, 1993). Une deuxième publication identifie ensuite que 

la région 3’UTR de lin-14 comprend 7 nucléotides complémentaires à ceux de lin-

4 (Wightman, Ha, & Ruvkun, 1993). Ces deux études ont permis de découvrir le 

mécanisme post-transcriptionel par lequel lin-4 régule négativement les effets de 

lin-14.  

 

Quelques années plus tard, le gène lethal-7 (let-7) codant pour un transcrit de 

22 nucléotides a été identifié et associé à une sous-expression de sa cible lin-41 

(Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). Quelques mois plus tard, let-7 a été 

identifié chez plusieurs espèces incluant les homosapiens (Pasquinelli et al., 2000). 

Ces découvertes sont supportées par d’autres études démontrant que les miARNs 

sont de petits ARNs conservés qui sont présents chez les invertébrés et les 

mammifères (Lagos-Quintana, Rauhut, Lendeckel, & Tuschl, 2001; Lau, Lim, 

Weinstein, & Bartel, 2001; R. C. Lee & Ambros, 2001). 

 

1.6.2 Biogénèse des miARNs 

La majorité des miARNs sont transcrits par l’ARN polymérase II (Y. Lee et 

al., 2004) en pri-miR (>1kb) (X. Cai, Hagedorn, & Cullen, 2004). Ces pri-miRs 

contiennent une coiffe en 5’ (5’-cap), ils sont polyadénylés et leur maturation est 

un processus contrôlé et séquentiel (Y. Lee, Jeon, Lee, Kim, & Kim, 2002). Un 

pri-miR peut produire un seul miARN ou un «cluster» de miARNs, un groupe de 

même famille contenant 2 miARNs ou plus. Par la suite, le pri-miR est clivé en 

pré-miR (~65 nt) par une enzyme de 160kDa appelée Drosha, (Y. Lee et al., 2003)  
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en présence de son cofacteur essentiel DGCR8, aussi connue sous le nom de Pasha 

(Denli, Tops, Plasterk, Ketting, & Hannon, 2004; Gregory et al., 2004). Cette 

première étape de maturation s’effectue dans le noyau. Le pré-miR est ensuite 

exporté du noyau vers le cytoplasme par l’exportine 5 qui forme un complexe de 

transport avec la protéine nucléaire GTPase Ran (Bohnsack, Czaplinski, & 

Gorlich, 2004; Lund, Guttinger, Calado, Dahlberg, & Kutay, 2004; Yi, Qin, 

Macara, & Cullen, 2003). Le pré-miR subit ensuite une deuxième maturation par 

l’endonucléase ARNase III, Dicer, pour former un miARN mature double-brin 

d’en moyenne 22 nucléotides (Figure 1.7) (Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 

2001). 
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Figure 1.7. La biogénèse des miARNs. Figure adaptée de (Kosik, 2006). La 
biogénèse des miARNs est un processus comportant plusieurs étapes de synthèse, 
de maturation et de transport nécessitant l’action de plusieurs enzymes. Une fois 
mature, le miARN s’incorpore et guide le complexe RISC permettant l’inhibition 
de sa cible. 
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1.6.3 Mécanisme d’action 

Une fois mature, les miARNs doivent s’incorporer dans un complexe pour 

effectuer l’inhibition de la traduction d’ARNm en protéine. Pour se faire, la 

protéine DICER1 (200kDa) s’associe avec la protéine de liaison à l’ARN TAR du 

VIH-1 (TRBP), une protéine qui contient trois domaines de liaison à l’ARN 

double brin. Celui-ci permet la liaison de DICER à l’ARN double-brin et aux 

protéines Argonautes (AGO1, AGO2, AGO3 ou AGO4) afin de former le 

complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) (Chendrimada et al., 2005). 

Les protéines AGO servent à la sélection et à la liaison d’un seul brin du miARN 

mature, soit le 5’ ou le 3’, afin de guider le complexe. Le complexe RISC guidé 

par le miARN se lie à un ARNm par complémentarité Watson-Crick menant à la 

dégradation ou à l’inhibition de sa traduction. Une complémentarité parfaite entre 

ces deux mène au clivage et à la dégradation de l’ARN, alors qu’une 

complémentarité entre les nucléotides 2 à 8 de la région « seed », permet la 

répression de sa traduction en protéine. Le tout se passe dans les organelles 

appelées « P-bodies », des foyers dans le cytoplasme induit par la diminution 

génique au niveau post-transcriptionel (Gregory, Chendrimada, Cooch, & 

Shiekhattar, 2005; J. Liu, Valencia-Sanchez, Hannon, & Parker, 2005). Par contre, 

ces foyers ne sont pas nécessaires pour l’inhibition et la dégradation de l’ARNm. 

(Eulalio, Behm-Ansmant, Schweizer, & Izaurralde, 2007). 

 

1.6.4 Les miARNs et le cancer 

Des défauts dans plusieurs étapes de la synthèse des miARNs ont été observés 

durant le développement du cancer. Par exemple, une mutation dans le gène miR-

128b (miR-128-2) inhibe la maturation du pri-miR-128b résultant dans une 

diminution des niveaux de sa forme mature. Le résultat est une résistance aux 

glucocorticoïdes dans le cas de la leucémie lymphoblastique de type MLL-AF4 

(Kotani et al., 2010). En plus des altérations génomiques, la dérégulation des 

miARNs dans une tumeur peut être le résultat d’oncogènes ou de suppresseur de 

tumeurs qui contrôlent la transcription des pri-miRs. Par exemple, l’oncogène 
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MYC active la famille de miR-17-92 dans les neuroblastomes (Dews et al., 2006; 

O'Donnell, Wentzel, Zeller, Dang, & Mendell, 2005; Schulte et al., 2008). Des 

modifications épigénétiques peuvent également contribuer à la dérégulation des 

miARNs (Guil & Esteller, 2009). 

 

Une dérégulation des enzymes de maturation comme DROSHA a également 

été observée chez certains cancers, notamment dans le cancer du col utérin 

(Muralidhar et al., 2011), le cancer de l’estomac (Tchernitsa et al., 2010) et le 

cancer du sein (Avery-Kiejda, Braye, Forbes, & Scott, 2014; Passon et al., 2012).  

Des mutations et des dérégulations dans l’expression de DGCR8 et DICER sont 

également observées menant à une diminution des niveaux globaux de miARNs 

dans les tumeurs de Wilms et de la prostate (Belair et al., 2015; Torrezan et al., 

2014; Walz et al., 2015). En plus des altérations durant la maturation des miARNs, 

leur export hors du noyau peut également être perturbé. Des mutations sur 

l’exportine-5 ont été identifiées dans le cancer du côlon et de l’estomac (Melo et 

al., 2010). Ces mutations résultent dans un défaut dans l’export des pré-miRs et 

conséquemment une diminution des niveaux de sa forme mature.  

 

1.6.5 Identification de miARNs chez les RCCs 

Plusieurs miARNs ont été identifiés comme étant surexprimés chez les ccRCC 

tels que miR-7, -21, -23b, -155, -224, -590 et -210. De même, une sous-expression 

des miARNs -30c, -30d, -34a, -99a, -138, -200c, -584 a été rapportée (Li et al., 

2015). Une corrélation a été observée entre les niveaux de méthylation de miR-9 et 

miR-126 et le développement de métastases (Hildebrandt et al., 2010; Khella et al., 

2015). De plus, le miR-451 a une corrélation inverse avec le pronostic de patients 

atteints de RCCs (Zhu, Huang, & Su, 2016). 
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1.6.6 miARNs dont l’expression varie en fonction du niveau de VHL 

Puisque VHL joue un rôle important dans le développement des ccRCCs, 

l’identification de miARNs dépendants de VHL est également d’intérêt. Une étude 

a démontré, par micropuce, la sous-expression des miARNs-720, -31, -663, -21 

tandis que miR-210, -155, -193b et la famille de miARNs-17-92 étaient 

surexprimés chez des cellules RCC déficientes en VHL comparativement à leurs 

contreparties ayant un gène VHL fonctionnel (Neal, Michael, Rawlings, Van der 

Hoek, & Gleadle, 2010).  

 

En plus de ce profil, d’autres études démontrent le rôle de VHL dans la 

régulation de miARNs et leurs effets sur différents processus. Par exemple, miR-

210 qui est régulé par HIF-α, joue un rôle dans la prolifération, la migration et 

l’invasion des RCCs ainsi qu’autres types de cancer (Nakada et al., 2011; Qin, 

Furong, & Baosheng, 2014; Redova et al., 2013). D’autre part, une étude réalisée 

par l’équipe de Czyzyk-Krzeska démontre que le miR-204 joue un rôle dans la 

prolifération et l’invasion cellulaire et possède un potentiel de suppression 

tumorale via l’inhibition de l’autophagie dans les cellules de RCC inactives en 

VHL (Mikhaylova et al., 2012; Xiong et al., 2016). Ces travaux viennent supporter 

ceux publiés dans le laboratoire démontrant un rôle pour VHL dans l’autophagie. 

Le miR-155 a également un rôle dans la prolifération, l’invasion et la progression 

des RCCs. De façon intéressante, l’oncogène miR-23b a été associé aux RCCs où 

l’inhibition de miR-23b mène à l’expression de PTEN avec une diminution de Akt 

de la voie PI3K (L. Chen et al., 2012; W. Liu et al., 2010; Zaman et al., 2012). 

 

Malgré ces études, il n’en demeure pas moins que de démontrer l’interaction 

entre un miARN et sa cible et son implication dans le développement tumoral est 

un travail de longue haleine. Certains miARNs sont bien caractérisés comme miR-

210 ou miR-155, mais l’identification de miARNs en lien avec les ccRCCs, le 

gène VHL, leur dépendance à l’hypoxie demeure d’actualité. La recherche se 

poursuit afin de mieux caractériser ces tumeurs et déterminer plus précisément 
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quelles molécules sont impliquées dans le développement et la croissance des 

tumeurs.  

 

1.6.7 Les miARNs comme potentiel thérapeutique 

Il va sans dire que cibler le débalancement de miARNs dans diverses maladies 

pourrait mener à l’identification et au développement de nouvelles options 

thérapeutiques. Par contre, tout comme le développement et la commercialisation 

de traitements anti-cancéreux, les thérapies ciblant les miARNs (anti-miARNs et 

mimiques) nécessitent encore beaucoup d’études et doivent franchir plusieurs 

étapes avant d’obtenir l’approbation clinique.  L’identification et la validation de 

miARNs, suivit d’études de perte et de gain de fonction in vitro et in vivo et des 

études pharmacologiques sont nécessaires avant de poursuivre aux études 

cliniques. Malgré une augmentation dans le nombre de brevets reliés aux miARNs, 

seule une étude est présentement en clinique (phase I) pour le traitement de cancer, 

soit miR-34 (MRX34) qui réduit l’expression d’oncogènes, régresse les tumeurs 

du foie et augmente le taux de survie des patients (Bader, 2012).  Cela étant dit, il 

existe des études précliniques, tels que l’anti-miR-10b pour le traitement de 

glioblastomes qui bloque le cycle cellulaire menant à une réduction de la 

prolifération et une mort cellulaire (Teplyuk et al., 2016) et l’anti-miR-221 qui 

diminue la progression de tumeurs hépatiques et conséquemment augmente le taux 

de survie (Christopher et al., 2016; Park et al., 2011).   
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Ces dernières années, les miARNs ont démontré leur potentiel en tant que 

biomarqueur pour le diagnostic et le pronostic ainsi que pour le traitement du 

cancer. Bien que différentes études se sont portées sur le cancer du rein, il n’existe 

aujourd’hui aucun biomarqueur effectif et les traitements de ccRCCs métastatiques 

demeurent limités et non curatifs. Étant donné que les mutations inactivant le gène 

VHL sont liées au développement de tumeurs rénales, cette étude a comme but 

d’identifier des miARNs dont la régulation est dépendante de VHL afin d'identifier 

des biomarqueurs potentiels et de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant 

spécifiquement les cellules cancéreuses rénales dont VHL est inactivé. Nos trois 

objectifs spécifiques sont : 

i) Identifier des miARNs dont la régulation est VHL-dépendante  

ii) Déterminer si les miARNs sélectionnées sont HIF-dépendante  

iii) Reconnaître les cibles potentielles de ces miARNs  

Pour ce faire, nous avons utilisé le séquençage à haut débit afin de pouvoir 

établir une signature de miARNs dépendants de VHL. Des cellules de ccRCCs 

déficientes en VHL et dont le gène fonctionnel a été réintroduit par transfection 

stable ont été utilisées pour réaliser cette étude. Le niveau d’expression de 

miARNs a par la suite été évalué par qRT-PCR dans trois différents modèles de 

ccRCC déficients et positifs pour VHL. En utilisant la base de données de TCGA 

(The Cancer Genome Atlas), nous avons pu obtenir des données de miARNs et 

d’ARNm de patients atteints de ccRCC ayant une mutation sur le gène VHL afin 

de corroborer nos résultats in vivo. Afin de pouvoir identifier des cibles 

potentielles pour notre miARN d’intérêt, soit miR-2355, nous avons créé une 

lignée de cellules avec des niveaux réduits de miR-2355 en utilisant le système 

CRISPR-Cas9.  Les données d’ARNm obtenues par séquençage dans nos 

différents modèles in vitro en plus de celles provenant de la cohorte de patients ont 

été utilisées afin de les corréler avec les cibles potentielles prédites et validées par 

miRWalk. Ces approches méthodologiques nous ont permis d’identifier des 

nouveaux miARNs régulés par VHL in vitro et chez les patients qui pourraient être 

importants dans la tumorigénèse des ccRCCs.  
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3.1 Résumé 
 Les carcinomes rénaux à cellules claires (ccRCC) est la forme de tumeurs 

malignes la plus fréquente chez les cancers du rein adultes. Les microARNs 

(miARNs) sont souvent dérégulés dans divers types de cancers, y compris les 

ccRCC. Des mutations qui inactivent le gène suppresseur de tumeur von Hippel-

Lindau (VHL) sont l'un des principaux événements dans le développement des 

ccRCCs. Dans cette étude, nous avons cherché à identifier les miARNs régulés par 

VHL et leurs gènes cibles impliqués dans le développement des ccRCC. En 

effectuant un séquençage à haut débit dans les cellules déficientes en VHL par 

rapport aux cellules avec le gène fonctionnel, nous avons identifié 183 miARNs 

exprimés différemment. Après leur comparaison avec une cohorte de patients 

atteints de VHL-muté, nous avons confirmé la dérégulation de 19 et 13 miARNs 

surexprimés et sous-exprimés, respectivement. Nous avons choisi miR-2355, 

surexprimé dans 97% des patients et démontrons que son expression est dépendant 

de HIF-2α, favorisant la tumorigénèse ccRCC. Nous avons ensuite utilisé le 

système CRISPR / Cas9 pour diminuer l’expression de miR-2355 dans les cellules 

786.0 VHL-déficientes et comparé l’expression de son ARNm avec les données 

d'ARNm de la cohorte de patients afin d'identifier la protéine 4 contenant un 

domaine sushi (SUSD4) et la sous-unité régulatrice IIB de la protéine kinase A 

(PRKAR2B) en tant que gènes potentiels ciblés de miR-2355. Au total, cette étude 

identifie des nouveaux miARNs régulés par la VHL et des gènes cibles potentiels 

qui pourraient fournir de nouveaux outils thérapeutiques pour le ccRCC. 
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3.2 Abstract 
Clear cell Renal Cell Carcinoma (ccRCC) is the most common malignant 

form of neoplasm among adult kidney cancers. MicroRNAs (miRNAs) are 

frequently dysregulated in various types of cancer including ccRCC. Mutations 

that inactivate the von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor gene is one of the 

major driver events in RCC carcinogenesis. In this study, we aimed to identify 

VHL-regulated miRNA and their target genes involved in the development of 

RCC. Using deep sequencing in VHL-deficient cells compared to cells with the 

functional gene, we found 183 differently expressed miRNAs. After comparison 

with a cohort of patients with VHL-mutated, we confirmed 19 upregulated and 13 

downregulated miRNAs. We selected miR-2355, overexpressed in 97% of 

patients, and showed that this miRNA is dependent of the hypoxia inducible 

factor-2, which promotes ccRCC tumorigenesis. We then utilized the 

CRISPR/Cas9 editing system to decrease miR-2355 in 786.0 VHL-deficient cells 

and compared with mRNA data from the patient cohort and identify the Sushi 

Domain Containing 4 (SUSD4) and the Protein Kinase cAMP-Dependent Type II 

Regulatory Subunit Beta (PRKAR2B) as potential targets of miR-2355. 

Altogether, our study identified novel VHL-regulated miRNAs and potential target 

genes that could provide new therapeutic tools for ccRCC. 
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3.3 Introduction 
Kidney cancer accounts for 3% of adult malignancies worldwide and its 

incidence has risen for the past two decades contributing to an increasing mortality 

rate (Rini et al., 2009). Clear Cell Renal Cell Carcinomas (ccRCCs) is the most 

common (70-80%) and lethal subtype of RCC histology (Znaor et al., 2015). For 

patients with early-stage ccRCCs, surgery remains one of the best therapeutic 

options. Unfortunately, due to the absence of symptom and effective biomarkers, 

30% of patients will present themselves with advanced-stage and metastatic 

tumors at the time of diagnosis and additional 30-40% of patients with localized 

tumors will have a metastatic relapse (Chin et al., 2006; Lam et al., 2005; Motzer 

et al., 1996). The overall 5-year survival rate for advanced stage ccRCC is roughly 

10% (Allory, Culine, & de la Taille, 2011). Despite the progress in genetic 

alterations driving ccRCC development, these tumors remain under-characterized 

resulting in a lack of long-term effective therapies (Greef & Eisen, 2016). A better 

understanding of ccRCC pathogenesis is crucial to improve ccRCC detection and 

treatment.  

 

Tumor heterogeneity in ccRCC is particularly challenging due to the 

variability in mutational signatures that occur during their progression (Gerlinger 

et al., 2014). However, most ccRCC (85%) involve mutations or epigenetic 

silencing in the von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor gene (Herman et al., 

1994; Kondo & Kaelin, 2001). We have previously demonstrated that targeting the 

loss of VHL could be a promising therapeutic option (Chan et al., 2011; Sutphin et 

al., 2007; Turcotte et al., 2008). The coded protein, pVHL, is a critical component 

of the E3 ubiquitin ligase complex composed of cullin-2 that interacts with VHL, 

elongin C, elongin B (VBC-Cul2) and Rbx at its C-terminus (Iwai et al., 1999). 

This complex is involved in the degradation of diverse targets, such as Hypoxia-

Inducible Factors (HIF). Briefly, the HIF-α subunits are hydroxylated on specific 

proline residues (Pro-402 and Pro-564 in HIF-1 and Pro-405 and pro-531 in HIF-

2) by prolyl hydroxylases (PHDs) under normoxic conditions (Ivan et al., 2001; 

Jaakkola et al., 2001). This modification allows recognition of HIF by the VBC-
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Cul2 complex for its polyubiquitination and proteosomal degradation (Ivan et al., 

2001; Jaakkola et al., 2001; Kaelin, 2002). Conversely, this interaction does not 

occur under hypoxic conditions since PHDs activity is inhibited, resulting in 

stabilization of HIF-. Furthermore, mutations in VHL gene observed in VHL 

disease and RCCs disrupt HIF- ubiquitination leading to its constitutive 

expression, translocation to the nucleus and dimerization with the stable β subunit 

(HIF-1β), forming a heterodimeric transcription factor capable of binding to 

Hypoxia Response Element (HRE) sequence. While HIF-1α and HIF-2α share 

some functions, HIF-1α seems to be responsible of the regulation of genes 

involved in the glycolytic pathways (GLUT1, GLUT3, PDK1, CAIX, PGK) while 

HIF-2α favors angiogenesis and tumor growth promotion (VEGF, Cyclin D, TGF-

α) (Hu et al., 2003; Raval et al., 2005).  Interestingly, studies have demonstrated 

that HIF-2α is the primary oncogenic driver in ccRCC while HIF-1α 

overexpression results in reduced tumour growth (Raval et al., 2005). 

Consequently, suppression of HIF-2α in xenograph models has been showed to be 

sufficient for inhibition of ccRCC development (Kondo et al., 2003; Raval et al., 

2005). 

 

MicroRNAs (miR, miRNA) are double stranded small non-coding RNAs 

of 19-23 nucleotides-long known to regulate gene expression at a post-

transcriptional level (Carmell & Hannon, 2004). miRNAs have developmental 

stage- as well as tissue-specific expression and their deregulation has been studied 

in various diseases including cancer. Microarrays and deep sequencing identified 

several downregulated miRNAs in patients with ccRCC compared to normal 

kidney tissue such as miR-200c, -141, -363, -429 and -514. Besides, miR-16, miR-

21, -27, -34a, -155, -210, -224, and -452 were found to be upregulated (Jung et al., 

2009; Osanto et al., 2012; Tang & Xu, 2015). While ccRCC miRNA profiling 

analysis have been previously studied for diagnostic or prognostic purposes, still 

few take into consideration the status of VHL (J. Chen et al., 2013; Gowrishankar 

et al., 2014; Neal et al., 2010; Slaby et al., 2012; White et al., 2011). In this study, 
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we used next-generation sequencing to identify novel VHL-regulated miRNAs in 

ccRCC and their molecular targets. By combining in vitro, in silico and clinical 

data, we report 32 clinically relevant VHL-regulated miRNAs in ccRCC. We 

focused on novel miRNA-2355 and regulated pathways providing new insights 

into the mechanisms and pathways underlying RCC oncogenesis.  
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3.4 Results 

3.4.1 Deep sequencing to identify VHL-regulated miRNAs in ccRCC 

To better understand the effects of VHL inactivation on miRNA expression, we 

used next-generation sequencing to generate a miRNA signature profile comparing 

VHL-deficient cells (RCC4 VHL -/-) against their isogenic counterparts with a 

functional VHL gene (RCC4 VHL +/+). We found a total of 183 miRNAs that 

show significant differential expression based on VHL gene status (p<0.05) 

(Figure 3.1A). From this list, we identified 87 miRNAs that were upregulated 

while 96 miRNAs were downregulated in the absence of VHL. Although, some of 

them have been reported such as miR-210 and miR-155, our results identified 

novel miRNAs that are deregulated in ccRCC based on VHL mutational status. To 

further verify the reliability of the deep sequencing analysis, the expression of 22 

miRNAs was quantified by qRT-PCR using Taqman probes. Our results 

confirmed that most of the selected miRNAs were significantly up or down-

regulated in RCC4 VHL +/+ cells (Figure 3.1B, 3.1C). Additionally, we evaluated 

the expression level of these 22 miRNAs in two other VHL-/- cell lines, RCC10 

and 786.0, compared to their isogenic matched counterparts with wild-type VHL. 

Our analysis demonstrated that miR-210, -155, -495 and -2355 expression was 

significantly decreased in all three experimental VHL-/- cell lines compared to 

VHL+/+ cells while the expression of miR-340, -197, -138, -203, -154, -381, -363, 

-1271 and -152 decreased in at least two VHL-/- cell lines. These results 

established a signature profile of miRNAs that show differential expression based 

on the VHL status in ccRCC. 

 

3.4.2 Identification of clinically relevant VHL-regulated miRNAs by TCGA 

In order to correlate our in vitro findings with clinical data, we used the cBioPortal 

database (Cerami et al., 2012; Gao et al., 2013) to identify a cohort of 34 patients 

with ccRCC included in The Cancer Genome Atlas (TCGA) 

(http://cancergenome.nih.gov/) (Table 1). The criteria of selection were patients 

that i) harbor VHL mutations and ii) have miRNA expression data from the tumor 
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sample and patient-matched normal adjacent tissue. As seen in the general 

population, there are more men than women in this cohort with a mean of 62 years 

of age. Tumor grades vary from G2 to G4, cover all stages and include patients 

with or without lymph node or distant metastasis. A total of 35 VHL mutations 

have been identified by sequencing (13 missense, 8 FS deletion, 6 FS insertion, 5 

nonsense, 1 splice and 1 nonstop) dispersed on all 3 exons with none of them 

before the codon 54. (Table 2, Figure 3.2A). In this patient population, 252 other 

mutations were identified with PBRM1, MUC4, SETD2 and BAP1 being the most 

frequent mutated genes, as reported by others using TCGA (Figure 3.2B). The 

comparison between normalized miRNA expression in ccRCC and patient-

matched normal tissue identified a total of 246 significantly (p<0.05) deregulated 

miRNAs in a minimum of 50% of patients (Figure 3.2C). Among them, 32 

miRNAs were correspondingly observed in our RCC4 miRNA profile 

(upregulated or downregulated) (Table 3). The expression of 8 miRNAs 

previously quantified in three ccRCC models with or without VHL was also 

observed in the cohort of patients as shown by boxplot, demonstrating an increase 

of miR-210, miR-155, miR-2355, miR-576, miR-340, miR-1271, miR-130b and 

miR-197 in tumors versus normal patient samples (Figure 3.2D). Taken together, 

these results distinguished 32 VHL-regulated miRNAs based on in vitro profiling 

that show clinical relevance in ccRCC patient samples. 

 

3.4.3 pVHL regulates miR-210, -155, -2355 and -197 in a HIF-dependent manner. 

Because of the important role for VHL in the regulation of the HIF-α subunit and 

hypoxic related pathways, we investigated whether the upregulation of miRNAs in 

VHL-inactivated cells was occurring through a HIF-dependent mechanism. We 

selected miR-155-3p, miR-2355-5p, miR-1271-5p and miR-197-3p that were 

significantly overexpressed in at least two VHL-/- cell lines as well as in 50% of 

our patient population. To study this question, RCC4 VHL -/- cells naturally 

expressing high levels of HIF-1α and HIF-2α were stably transfected with shRNAs 

against HIF-1α or HIF-2α (RCC4 shHIF-1α or RCC4 shHIF-2α). Knockdown 
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expression of HIF- subunits was validated by western blot analysis (Figure 3.3A) 

while HIF- targets were quantified by qRT-PCR (Figure 3.3B, 3.3C). As 

expected, a decrease of HIF-1α protein expression and HIF-1α targets BNIP3 and 

PDK1 mRNA levels were observed in RCC4 shHIF-1α without variation in RCC4 

shHIF-2α. Similarly, knockdown of HIF-2α protein expression in RCC4 shHIF-2α 

cell lines was observed with a significant decrease in VEGFA levels (HIF-2 

target) and negligible variations in RCC4 shHIF-1α. Afterwards, miRNAs 

quantification demonstrated decreased levels of miR-1271-5p and miR-155-5p 

expression in both RCC4 shHIF-1α and RCC4 shHIF-2α cell lines (Figure 3.3D). 

In contrast, miR-2355-5p and miR-197 were unaffected by the loss of HIF-1α, but 

expression was decreased in RCC4 shHIF-2α to the same levels as observed in 

RCC4 VHL +/+ cell lines. These results suggest that miR-1271 and miR-155 are 

HIF-1 and HIF-2 regulated whereas miR-2355 and miR-197 are only regulated 

by HIF-2. To further confirm possible regulation of miR-2355-5p and miR-197-

3p by HIF-2α, VHL-/- 786.0 cells expressing only high levels of HIF-2α and no 

HIF-1 were used to generate 786.0 shHIF-2α cell line. As anticipated, the level 

of VEGFA decreased in 786.0 shHIF-2 cells at a similar level than the one 

observed in 786.0 VHL+/+ cells when compared to parental 786.0 cells (Figure 

3.3E). MiRNA quantification demonstrated once more decreased levels of miR-

2355 and miR-197 in HIF-2α knockdown models (Figure 3.3F). Since HIF-2 has 

been shown to promote ccRCC tumor development, these results suggest that miR-

2355-5p and miR-197-3p could be involved in ccRCC tumorigenesis. Then, we 

further narrowed our selection to miR-2355, which is upregulated in VHL-/- cells 

and in the TCGA database with a fold change of 2.14 and 3.09, respectively, and 

overexpressed in 97.06% of patients. By investigating the cohort data, we found 

that miR-2355 expression significantly decrease with disease progression and 

metastasizes from G2 to G4 (Figure 3.3G). To further demonstrate that miR-2355 

is regulated by the presence of VHL, we silenced VHL in the 786.0 VHL+/+ cells 

using the CRISPR/Cas9 system. Validation by western blot analysis showed a 

decrease in VHL expression in both CRISPR A and CRISPR B constructs (Figure 

3.3H). Elegantly, our results showed that the level of miR-2355 significantly 
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increased with the knockdown of VHL as observed with miR-210 (Figure 3.3I). 

These results demonstrate that the upregulation of miR-2355 originates from 

VHL-inactivation and the deregulation of HIF-2α in ccRCC.  

 

3.4.4 Signaling pathways affected by VHL inactivation in 786.0 cells and ccRCC 

patients 

Considering that HIF-2α, but not HIF-1, has been shown to contribute to RCC 

tumor growth, our studies were further pursued in the HIF-2α expression cell line, 

786.0. To identify signaling pathways and genes differently expressed in response 

to VHL expression, we first performed next-generation sequencing in 786.0 VHL -

/- and 786.0 VHL +/+ cells and identified 1948 genes deregulated in the absence 

of VHL (Figure 3.4A). About 1221 and 727 genes were upregulated and 

downregulated, respectively, including GLUT1 (SLC2A1), Adipose 

differentiation-related protein (ADRP) and Cyclin D1 (CCND1), which are known 

to be upregulated in VHL-/- cells (Hu et al., 2003) (Figure 3.4B). Although 

VEGF-A did not meet our cut off criteria during the deep sequencing analysis, its 

expression was significantly higher when individually measured in 786.0 VHL -/- 

cells (fold change of 3.19). We next looked at the available mRNA sequencing 

data (N=32) of our TCGA patient cohort to identify clinically relevant VHL-

regulated genes. Our analysis found 7374 significantly deregulated mRNAs 

(p<0.05) in a minimum of 50% of patient tumour samples, 3401 up- and 3973 

downregulated. As expected, GLUT1, ADRP, CCND1 and VEGF-A expression 

was significantly higher in tumor samples when compared to normal adjacent 

tissue (Figure 3.4C). By comparing our in vitro data to the analyzed clinical data, 

we determined 607 genes that were significantly deregulated in ccRCC resulting 

from VHL inactivation (Figure 3.4A, 3.4D). Then, we used DAVID 6.8 database 

to perform a KEGG Pathway analysis of the 607 genes and identified 12 

significantly relevant VHL-regulated pathways (p<0.05) including metabolism, 

cell cycle, DNA replication and mismatch repair (Table 4). Taken together, these 
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results demonstrate the effects of VHL inactivation on various pathways and its 

contribution to ccRCC carcinogenesis. 

 

3.4.5 Knockout of miR-2355 by the CRISPR-Cas9 system and deep sequencing to 
identify miR-2355-5p regulated genes 

To gain further insight into miR-2355 regulated genes and pathways, we created a 

miR-2355 knockout cell line (786.0 VHL-/- CRISPR 2355) using the CRISPR-

Cas9 technique (Figure 3.5A). As expected, amplification of the 1kb genomic 

region surrounding miR-2355-5p CRISPR target site was cleaved in two fragments 

(600bp and 400bp) by the T7 endonuclease confirming CRISPR KO (Figure 

3.5B). Decrease in both miR-2355-5p and -3p expression was observed while the 

level of other miRNAs remained stable (Figure 3.5C). These results demonstrate 

the efficiency of our CRISPR/Cas9 approach to target miR-2355. To investigate 

the functional role of miR-2355 and identify potential targets, we performed next-

generation sequencing in 786.0 CRISPR miR-2355 KO cells compared to 786.0 

VHL -/- cells. Following analysis, we found 519 deregulated genes at the 

transcriptional level. By comparing this list with the 7374 genes previously 

identified in the TCGA patient cohort, we end up with 80 genes potentially 

regulated by miR-2355 (Figure 3.5D, 3.5E). Taken together, these results suggest 

that miR-2355 could actively regulate, either directly or indirectly, various gene 

expression in ccRCCs. 

 

3.4.6 MirWalk prediction combined with data analyses to identify miR-2355-5p 
targeted genes 

To take into consideration the VHL status of the 786.0 cells, we added the 607 

VHL-regulated genes identified by our mRNA analysis presented in Figure 3.4B 

into the analysis. Thus, we compared the genes differently expressed between the 

786.0 cells with or without VHL and the 80 miR-2355-regulated genes identified 

in our last analysis between TCGA patient cohort and the 786.0 cells with CRISPR 
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miR-2355 (Figure 3.6A). A total of 6 up- (PTGDR, UPK3A, KIR3DL2, EBF2, 

UBASH3A and KCNT1) and 4 downregulated genes (MTNR1A, SUSD4, AFP, 

and PRKAR2B) were identified. Pearson’s Correlation Coefficient of mRNA and 

miRNA data demonstrate the degree of correlation between miR-2355 expression 

and these genes (Figure 3.6B). Our last step was to distinguish genes that could be 

the result of a direct interaction between miR-2355 and its mRNA target. The 

miRwalk 2.0 prediction database (Dweep & Gretz, 2015; Dweep, Sticht, Pandey, 

& Gretz, 2011) was used and generated an overwhelming list of 11839 genes 

hosting a potential miR-2355-5p binding sites in their mRNA (Figure 3.6C). To 

further narrow down this list, we compared these predictions to both previous 

analyses and found 5 upregulated (PTGDR, KIR3DL2, EBF2, UBASH3A and 

KCNT1) and 2 downregulated (PRKAR2B and SUSD4) genes (Table 5, Table 6). 

Interestingly, patient samples data demonstrates that an increase in miR-2355 

expression is often associated with a decrease in predicted targets PRKAR2B and 

SUSD4 (Figure 3.6D). Taken together, our results demonstrate that miR-2355 is 

overexpressed in VHL-inactivated tumors (in vitro and in TCGA clinical samples) 

and have identified PTGDR, KIR3DL2, EBF2, UBASH3A, KCNT1, PRKAR2B 

and SUSD4 as potential direct targets of miRNA-mRNA interaction resulting in 

the deregulation of various genes and pathways contributing to ccRCC 

development. 
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3.5 Discussion 

Despite recent advances in cancer therapy and diagnosis, there are no 

effective biomarkers to detect ccRCCs at early stages and metastatic RCC remain 

resistant to treatments. Thus, searching for alternative diagnostic and prognostic 

tools in RCC as well as novel treatment options is of the greatest importance. 

Abnormally expressed miRNAs have been shown to contribute to ccRCC 

initiation, development as well as migration and invasion  (Cai, Li, & Zhang, 

2016;  Gao et al., 2016; Lu et al., 2015; Wang, Li, Cui, Feng, & Fan, 2016; Xing 

& He, 2016). Although few studies reported VHL-regulated miRNAs, profiling 

signature in RCCs based on VHL mutational status is still limited. This study 

aimed i) to identify miRNAs that are differently expressed in VHL-inactivated 

cells and tumors and ii) to determine potential targets for selected miR-2355. First, 

we identified 183 miRNAs with significant differential expression between VHL-

inactivated cells compared to the VHL gene reintroduced cells (Fig. 1A). In 

addition to some miRNAs reported in the literature such as miR-210, -155, -30, 

and -106, our study identified several novel VHL-regulated miRNAs. We used 

three different RCC models with VHL inactivation to validate selected miRNAs. 

While we were able to validate all miRNAs in the RCC4 cell line, only 4 (miR-

210, miR-155, miR-495 and miR-2355) were deregulated in all cell lines and 13 in 

at least two cell lines (Fig. 1B, C). These results demonstrated the heterogeneity 

between RCC. Variations can also be attributed to cell lines manipulation and 

immortalization.  

 

To constrain this element, we corroborated our signature profile with 

clinical samples from the TCGA database to find the most clinically representative 

deregulated miRNA and improve our understanding of ccRCC development. We 

selected patients harboring a VHL mutation for which miRNA expression from the 

tumor and the normal adjacent tissue were available (Table 1 and Fig. 2). To our 

knowledge, among the 32 clinically relevant miRNAs that met our stringent 

criteria, only miR-210, -100, -30c, -200a, -155, -340, -576, -130b, -455, -19a, -
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1271, -138, -139, -27b and -10a have been previously reported in RCC literature 

(Table 3) (Gao et al., 2016; Gu et al., 2015; Liang et al., 2013; Ma et al., 2016; 

Mathew et al., 2014; Osanto et al., 2012; Redova et al., 2013; Wotschofsky et al., 

2012; Wu et al., 2012). Interestingly, miR-155 and miR-210 have been shown to 

significantly correlate with ccRCC tumour size (Neal et al., 2010) whereas miR-

100 overexpression correlates with unfavorable prognosis (Wang et al., 2013). 

Although miR-204 did not meet all of our criteria, we were able to quantify 

differential expression using Taqman probe (data not shown). MiR-204 has been 

recently identified as a VHL-regulated miRNA with the potential to supress 

tumour growth via LC3B-mediated autophagy demonstrating the potential for 

miRNAs in the future of ccRCC treatments, prognosis and diagnosis (Mikhaylova 

et al., 2012).  

 

Given the major role of VHL in the regulation of HIF-α, we selected miR-

2355, -1271 and -197 to study their HIF-dependency using VHL-/- cells stably 

expressing HIF-1 or HIF-2 shRNA with miR-155 serving as a control (Fig. 3). 

We found that miR-1271 was HIF-1α and HIF-2α dependant whereas miR-2355 

and miR-197 solely depend on HIF-2α expression. This was very exciting 

considering studies have demonstrated the therapeutic potential of HIF-2α 

suppression in RCC (Fan et al., 2016; Raval et al., 2005). MiR-1271 has been 

shown to increase cell proliferation and invasion in non-small-cell lung carcinoma, 

and is overexpressed in head and neck cancer. It was also reported to be 

downregulated in gastric, pancreatic and ovarian cancer. MiR-197 has been found 

dysregulated in a variety of cancers and upregulated in lung and pancreatic cancers 

(Hamada et al., 2013; Mavridis et al., 2015) and is associated with drug resistance 

in ovarian cancer (Liu et al., 2015). Finally, there is only one publication on miR-

2355, which reports its downregulation in breast cancer cells with increased 

invasive and migrative capabilities. They also observed a decrease of miR-2355 

expression in serum of breast cancer patients following treatment with 

antiangiogenic drugs bevacizumab and rh-endostatin (Wei, Cuicui, Jing, & Kai, 
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2015).  Interestingly, miR-2355 fold change seems to decrease as grade increases 

in our cohort suggesting it might be an important molecule for initiation and low 

grade tumor development. Given its novelty and taking into consideration our 

acquired data, we selected miR-2355 for further analysis and its VHL-regulation 

was once more confirmed in our 786.0/VHL +/+ CRISPR VHL KO model. 

 

We next chose the 786.0 VHL -/- cell line only expressing high levels of 

HIF-2α to further study miR-2355 related pathways. By comparing the list of 

VHL-regulated genes from our NGS mRNA analysis with the selected cohort from 

TCGA (Fig. 4) and performing KEGG Pathways analysis, we emphasises the 

metabolic importance in ccRCC, with deregulations observed in the pentose 

phosphate pathway (PPP), the biosynthesis of amino acids, 

glycolysis/glucogenesis, fructose and mannose metabolism (Table 4), supporting 

currently published ccRCC data (Zaravinos et al., 2014). Cell cycle and DNA 

repair were also among the signaling pathways affected by the VHL status.  

 

We were interested to further study the role of miR-2355 in ccRCC and 

developed a knockdown cell line for this miRNA using the CRISPR/Cas9 system 

and performed mRNA profiling by NGS (Fig. 5). We used the 786.0 cell line and 

found 80 genes that were significantly differently expressed between the parental 

and the miR-2355 knockdown cells. When we interrogated the miRwalk database 

to find validated and predicted miR-2355 targets, we found 7 dysregulated genes 

(Fig. 6). Five genes were upregulated (PTGDR, KIR3L2, EGF2, UBASH3A, 

KCNT1) and probably indirect targets or consequence of this overexpressed 

miRNA. On the other hand, PRKAR2B and SUSD4 are two downregulated gene 

that could be direct targets of miR-2355. The Sushi Domain-Containing Protein 4 

(SUSD4) functions as a complement inhibitor. This protein is expressed in two 

isoforms (SUSD4a and SUSD4b) and present in several human tissues. Only one 

scientific paper studied the expression of SUSD4 in cancer and showed that 
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SUSD4 is expressed in epithelial breast tumor cells and can affect migration and 

invasion (Englund et al., 2015). They also observed that expression of SUSD4 was 

associated with a better prognosis for breast cancer patients. No study report 

expression of SUSD4 in RCC. It could be very interesting to study the 

consequence of lower SUSD4 expression level observed in VHL-inactivated 

tumors cells associated with higher level of miR-2355 in future studies.  Besides, 

the major intracellular signalling event induced by cAMP is the activation of the 

protein kinase A (PKA). In mammals, PKA is composed of two catalytic (C) and 

two regulatory (R) subunits. The protein kinase A regulatory subunit 2B 

(PRKAR2B) has been studied in different cancer types excluding RCC. A paper 

recently published indicated that PRKAR2B is overexpressed in metastasis 

compared to primary site in prostate cancer (Sha et al., 2017).This same study 

showed that PRKAR2B affects cell invasion by modulating cell cycle genes 

expression. Others, demonstrated that inhibition of PRKAR2B decrease TNF-α 

action on HIF-1a stability (Schoolmeesters, Brown, & Fedorov, 2012). PRKAR2B 

has also been shown to play a role in growth regulation of neuroblastoma cells, 

cholangiocarcinoma and malignant tyroid tissue (Ferrero et al., 2015; Kim et al., 

1997; Loilome et al., 2011) 

 

In summary, our study identified a 32 miRNAs signature including novel 

VHL-regulated miRNAs that could be important in ccRCC. Among them, we 

showed that miR-2355 is overexpressed in 97% of patients with VHL-mutated 

tumors, decreases with disease progression and is acting through an HIF-2α 

dependent manner. Considering the role of HIF-2α in ccRCC, we further pursued 

our study and used different molecular approaches combined with next generation 

sequencing and database analyses to identify SUSD4 and PRKAR2B as potential 

target for miR-2355. Further inquiries will be necessary to fully understand the 

role of miR-2355 in the development of ccRCC that could lead to either a potential 

therapeutic target or novel biomarker for the diagnosis or prognosis of ccRCC.  
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3.6 Materials and methods 

3.6.1 Cell culture 

The human ccRCC cell lines (RCC4, RCC10 and 786.0) and their isogenic 

counterparts stably expressing VHL (RCC4-VHL, RCC10-VHL and 786.0-VHL) 

were kindly provided by Amato J. Giaccia (Stanford University, CA, USA). The 

293T cell line was provided by Anne-Marie Mes-Masson (Montreal Cancer 

Institute, QC, Canada). All cell lines were tested for mycoplasma and 

authentication was performed by short tandem repeat (STR) DNA profile at 

Genetica DNA Laboratories (Burlington, NC, USA). Cells were maintained in 

DMEM/high glucose medium (GE Healthcare Life Science, UT, USA), 

supplemented with 10% Fetal bovine serum (FBS) (Wisent Bio Science, QC, 

Canada), 2mM L-glutamine and 1mM sodium pyruvate (GE Health Life Sciences, 

ON, Canada) and cultured at 37˚C in a humidified incubator with 5% CO2. The 

cells were passed every 3-4 days using trypsin-EDTA. 

 

3.6.2 Stable transfection for HIF-2 knockdown 

RCC4 and 786.0 shHIF-1α and shHIF-2α were generated using the Human 

pLKO.1 lentiviral shRNA target gene set (RHS5433) from Open Biosystem. 

Briefly, lentivirus were produced by co-transfection of the plasmid sequence and 

the lentiviral packaging mix in the 293T cells. Cells were transduced with 

lentiviral particle expressing shRNA constructs for HIF-1 (TRCN0000003808 

and 3810) and HIF-2 (TRCN0000003804 and 3807) in presence of 6 g/mL 

polybrene. Puromycin (1 g/mL) was used for selection. Knockdown was tested 

by western blot analysis while HIF-target genes were quantified by qRT-PCR. 

 

3.6.3 microRNA profiling by Next-Generation Sequencing 

Small RNA was isolated using the miRVana isolation kit (Thermo Fisher 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions. RNA library construction 
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and sequencing were conducted with Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific) 

protocols. Small RNAs were loaded on an Ion PI Chip v2 and sequenced with an 

Ion Proton Sequencer using the 260 flows parameter. Small RNA libraries were 

constructed from three biological replicates for each condition. Initial FASTQ files 

were gathered and adaptor sequences were trimmed. Sequencing data filtered by 

eliminating reads of < 16 and of > 60 nucleotides. Reads with bases showing Q 

scores of < 20 were eliminated. Data was normalized using the Quartile and TMM 

method. 

 

3.6.4 mRNA sequencing using Ion Torent 

Total RNA was first quantified using the Qubit® RNA HS Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific) and RNA quality was assessed using the Tapestation 2200 with 

High Sensitivity RNA ScreenTape (Agilent, ON, Canada).  Poly(A) mRNA was 

isolated from 20-50 g of total RNA using the Dynabeads® mRNA DIRECT 

Micro KitTM (Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturers 

protocol.  These mRNA samples were analyzed for quality and purity using High 

Sensitivity RNA ScreenTape on Tapestation 2200 and quantified with the Qubit® 

RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). 20 ng of each mRNA sample were 

partially digested for 3 min with RNase III (to reduce RNA fragment size) prior 

being used for the synthesis of cDNA libraries using the Ion Total RNA-Seq Kit 

v2 (Thermo Fisher Scientific).  Quality and integrity of the final libraries were 

confirmed using the Tapestation 2200 with High Sensitivity D1000 

ScreenTape.  Final library cDNA concentrations were determined by qPCR with 

PerfeCTa® NGS Quantification Kit (Quanta Biosciences, MA, USA) according to 

the manufacturer protocol.  Prior to sequencing, two barcoded libraries were 

diluted to 7 pM and pooled before performing emulsion PCR on OneTouch 2 

system using the Ion PI™ Hi-Q™ OT2 200 Kit (Thermo Fisher Scientific).  Ion 

spheres particles produced were then purified and loaded on Ion PI™ Chip v3 (Ion 

Torrent, Thermo Fisher Scientific) in order to be sequenced on Proton Sequencer 

with Ion PI™ Hi-Q™ Sequencing 200 Kit and 560 flows. At least 21 million reads 
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were sequenced from each library and each condition was analysed in duplicate. 

Bam files obtained were trimmed using cutadapt software in order to remove 

adapter sequences and bases with a quality score under Q20.  Reads shorter than 

17bp or higher than 300bp were removed before alignment.  Two pass alignment 

was performed with TopHat then Bowtie2 softwares using the human genome 

reference (HG19).  Resulting aligned reads were merged using Picard tools v1.80 

and analyzed with Strand NGS software (formerly Avadis NGS). 

 

3.6.5 Identification of VHL mutated ccRCC patients in cBioPortal 

The online cBioPortal Cancer Genomics Tool was used to characterize the VHL 

status of ccRCC patients from The Cancer Genome Atlas (TCGA-Nature 2013), 

(Table 2). Once the VHL-mutated ccRCC patients were identified, miRNA and 

mRNA TCGA datasets (Illumina GA or Hiseq Level 3) and corresponding clinical 

data (Table 1) were obtained from the TCGA data portal. Only patients with 

miRNA data from ccRCC and matching adjacent tissue were used for this 

analysis.  

 

3.6.6 TCGA miRNA and mRNA data analysis 

Fold changes were calculated by comparing normalized reads per million 

miRNA/mRNA mapped (RPM) between tumor and normal sample obtained from 

the same patients. All Zeros were replaced with the lowest RPM quantified. All 

used data is publically available and open-access. Only patients that met the 

following criteria were used in our analysis: (1) patients with VHL-mutated 

ccRCC and (2) available tumor and patient-matching normal tissue miR 

expression data. MiRNAs and mRNA were considered clinically relevant by 

applying the following criteria (1) paired two-tailed student t-test value p <0.05, 

(2) median fold change of <0.667 or >1.5 in 50% of patients and (3) up- or 

downregulation of miRNA in miRNA or mRNA profiling. Significance between 
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miR-2355 expression and tumor grade was assessed using a generalized linear 

model (GLM) in RStudio where *p<0.05. 

 

3.6.7 RNA isolation and Quantitative real time-polymerase chain reaction (qRT-
PCR) 

Total RNA was isolated from cell lines using TRIzol reagent (Thermo Fisher 

Scientific) according to the manufacturer’s protocol. RNA was quantified using 

the Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) and its purity was assessed by 

the ratio absorbance 260/280. RNAs (5µg) were subjected to reverse transcription 

using SUPERSCRIPT II transcriptase (Invitrogen, CA, USA). The resulting cDNA 

was used for real-time qPCR (Realplex2, Eppendorf) for quantification by SYBR 

green (Quanta Biosciences). RNA expression was normalized to RPLPO 

expression. mRNA relative expression was calculated by the ΔΔCt method. All 

primers sequences were provided by PrimerBank 

(https://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/). 

 

3.6.8 miRNA isolation and TaqMan qRT-PCR 

MiRNAs were isolated using the miRPremier microRNA isolation kit (Sigma-

Aldrich, ON, Canada) following the manufacturers protocol. Briefly, ≤5x106 cells 

were lysed in the provided lysis solution + 10% β-mercaptoethanol, and 

centrifuged at 16,000 x g for 5 min. A volume of 1.5x ethanol 100% was added to 

the supernatant. The mixture was then passed through the column, washed and 

eluted in nuclease-free water. The miRNAs were quantified using the Nanodrop 

ND-1000 and its purity was assessed by the ratio of absorbance 260/280. Isolated 

miRNA samples (10-100 ng) were converted to cDNA using the TaqMan 

microRNA reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, CA, USA) for the 

selected miRNAs. miRNA quantification was performed by PCR using the 

TaqMan Universal Master Mix II, with UNG (Applied Biosystem) on the 

Mastercycle Realplex2 (VWR, ON, Canada). The specificity of amplification was 
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monitored by the dissociation curve of the amplified product. Fold changes were 

calculated after normalizing the data to RNU44 by the ΔΔCt method. The selected 

miRs and assay ID were as follows : miR-1301 (002827), miR-224 (121210), 

miR-213 (00516), miR-34a (000426), miR-99a (00435), miR-130b (000456), 

miR-340 (002258), miR-576 (002351), miR-197 (000497), miR-138 (002284), 

miR-2355 (241374), miR-155 (002287), miR-203 (000507), miR-154 (000478), 

miR-495 (001663), miR-381 (000571), miR-210 (000512), miR-218 (000521), 

miR-363 (001271), miR-1271 (002779), miR-152 (000475) and miR-9 (000583) 

 

3.6.9 Western blot assay 

Total proteins were extracted using M-PER lysis buffer (50mM Tris (HCl) pH 7.5, 

200mM NaCl, 0.25% Triton X-100, 10% Glycerol) containing 1X Protease and 

phosphatase inhibitor cocktails. Cell lysates were centrifuged at 12,000 x g for 10 

min at 4˚C and quantified by BCA protein assay kit (Thermo Fisher scientific) 

using the SpectraMax Plus 384 microplate reader. Proteins (30µg) were separated 

on 10-15% SDS/PAGE gel and transferred onto a 0.45 micron PVDF transfer 

membrane (Immobilon-P, Millipore, IE).  Membranes were blocked using 5% 

skim milk diluted in a solution of 0.075% PBS-Tween (PBS-T) and incubated 

overnight in 3% BSA with specific primary antibodies (HIF-1α 1:500 (BD 

Biosciences, ON, Canada), HIF-2α 1:500 (Novus Biologicals, ON, Canada), VHL 

1:200 and β-actin 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)). Immunoblots 

were washed and incubated with HRP-conjugated secondary antibodies diluted in 

5% skim milk PBS-T (Jackson Immunoresearch Laboratories, PA, USA) and 

visualized using the Amersham ECL Primer Western Blotting Detection reagent, 

(GE Healthcare Life Sciences, ON, Canada) on a Chemidoc MP Imager (BIO-

RAD, ON, Canada).  
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3.6.10 CRISPR Knockout 

Specific primers were designed using MIT CRISPR Designer 

(http://crispr.mit.edu/), phosphorylated and annealed using T4 ligase buffer (NEB, 

ON, Canada). The annealed product was ligated into BsmBI (NEB, ON, Canada) 

digested lentiCRISPRv2 plasmid, a gift from Feng Zhang (Addgene plasmid 

#52961) and amplified using quick ligase (NEB, ON, Canada). Lentivirus were 

produced by co-transfection of the sequenced plasmid and the lentiviral particle 

containing LP1, LP2 and pVSV-G vectors in the 293T cells. Cells were transduced 

with lentiviral particle expressing plasmids by spinfection for 2 hr at 37°C in 

presence of polybrene to aid transduction. Puromycin (1 g/mL) was used for 

selection. Knockdown of miR-2355 and VHL were validated by qPCR and 

western blot analysis, respectively.  

 

3.6.11 T7 endonuclease assay 

Genomic DNA was extracted using the PureLink Genomic DNA Kit 

(Invitrogen, CA) and subjugated to T7 endonuclease assay using the EnGen 

mutation detection kit (NEB, ON, Canada). Briefly, amplification of 1000bp 

region with an off centered CRISPR target using specific primers and Q5 hot-start 

HF enzyme was performed. The Tm of specific primers was calculated using NEB 

Tm calculator. Resulting cDNA was analysed on 0.4% agarose gel (1X SYBR 

Safe DNA gel stain) to verify amplification. Once confirmed, the product was 

denatured and annealed followed by T7 endonuclease digestion for 30 or 60 min. 

Reaction was stopped by proteinase K addition. Resulting digestion was run on a 

2% agarose gel (1X SYBR Safe DNA gel stain) and visualised on a Chemidoc MP 

Imager (BIO-RAD, ON, Canada). 
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 3.6.11 Statistical analysis 

Values are expressed as mean ± standard error of mean (SEM). All 

experiments were performed at least three times, and all samples were analyzed in 

triplicates. Paired student t-tests were used to determine the statistical significance 

where * p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 unless otherwise specified. 
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Figure 3.1. miRNAs profiling in RCC4 and RCC4/VHL cells by Next-

Generation Sequencing.  

A. Heatmap showing mature miRNAs that are significantly up- or downregulated 

in RCC4 cells according to the VHL status. miRNAs from RCC4 VHL-/- and 

RCC4 VHL+/+ cells were extracted using mirVana kit. Deep sequencing was 

performed in three biological replicates on Ion Torrent platform, analyzed and 

normalized with the TMM and the quartile methods. The criteria for selection was 

based on miRNAs that had a significant differential expression (p<0.05), with a 

fold change of <0.67 or >1.5, a minimum of 1 reads in both cell lines and at least 

one cell line with 5 reads. Data is represented as Log2 fold change. B. Validation 

of upregulated and (C) Downregulated miRNAs expression by Taqman qRT-PCR 

in RCC4, RCC10 and 786.0 VHL-deficient cells (VHL -/-) versus their VHL 

positive counterparts (VHL+/+). Relative expression of miRNAs was normalised 

to RNU44 expression and fold change was compared to VHL-/- (dotted line). 

Mean and SEM were calculated from at least three independent experiments. 

Statistical analysis was performed between the fold change from VHL+/+ to VHL-

/- cells using Student’s T test (*p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001). 
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Figure 3.2. Identification and validation of clinically relevant miRNAs.  

A. Information on VHL mutation type, location and frequency in a cohort patients 

(N=34) with VHL-mutated ccRCC from The Cancer Genome Atlas (TCGA) B. 

Representation of top mutated genes in this cohort. C. A total of 246 differently 

expressed miRNAs were identified in VHL mutated ccRCC versus adjacent 

normal tissue. The criteria for selection was based on miRNAs that had a 

significant differential expression (p<0.05) with a fold change of <0.67 or >1.5 in 

at least 50% of patients. Data are represented as Log2 fold change. D. Boxplot of 

selected miRNAs that show an increase expression in ccRCC tumors versus 

patient-matched normal tissue (N=34). Quantification is represented by the 

number of reads per million between normal and tumor patient sample. Statistical 

analyses were calculated using Student T-test between normal and tumor sample 

(*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001). 



www.manaraa.com

63 
 

 

 

 



www.manaraa.com

64 
 

 

Figure 3.3. VHL-regulated miRNAs are dependent of the HIF-α subunit.  

A. Validation of lentiviral stable transfection of shRNA in RCC4 VHL -/- 

targeting HIF-1α or HIF-2α by western blot analysis. -actin was used as loading 

control. B. Expression of HIF-1α and (C) HIF-2α targets were measured by qRT-

PCR in cells stably transfected with shRNA against HIF-1 or HIF-2. D. 

Quantification of miR-210, -1271, -197 and -2355 by Taqman qPCR to verify their 

regulation via the HIF-α subunit in cells as described in A. E. Stable lentiviral 

transfection of HIF-2α targeting shRNA was performed in 786.0 VHL -/-. HIF-2α 

knockdown was confirmed by expression of HIF-2 target VEGFA by qRT-PCR. 

F. Quantification of miR-2355 and miR-197 in 786.0 cells as described in E. G. 

miR-2355-fold change expression data versus tumour grades was assessed using 

the general linear model (GLM) regression analysis on R. H. Stable VHL KO cell 

lines were generated by the CRISPR-Cas9 system in 786.0 VHL +/+ KO. VHL 

and HIF-2 protein expressions were evaluated by western blot analysis. β-actin 

was used as a loading control. (I). miR-210 and 2355 were quantified by Taqman 

qPCR. Relative expression of miRNAs and mRNA are normalized to RNU44 and 

RPLPO expression, respectively, and represented as fold change were compared to 

RCC4 VHL-/- (dotted line). Mean and SEM were calculated from at least three 

independent experiments. Statistical analyses were calculated using Student T-test 

between transfected and control transfected cells where *p<0.05, **p<0.01 and 

***p<0.001. 
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Figure 3.4.  Identification of clinically relevant deregulated genes in ccRCC. 

A. TCGA mRNA data analysis in patients with VHL -/-  tumors compared to 

normal adjacent tissue showed 7374 genes. In comparison, next generation 

sequencing in 786.0 compared to their VHL +/+ counterparts identified 1948 

deregulated genes. A total of 607 common genes were found. B. mRNA 

expression of CCND1, VEGFA, ADRP and GLUT1 (SLC2A1) in 786.0 VHL -/- 

cells. C. Boxplots representing mRNA expression of HIF-targeted genes in 

patients with ccRCC compared to normal adjacent tissue. D. Heatmap of the 607 

genes identified in A in 786.0 VHL -/- cells compared to VHL +/+ cells. Data are 

represented as Log2 fold change. The criteria of selection were based on mRNA 

that were differently expressed (p<0.05) with a fold change of <0.67 or >1.5 in at 

least 50% of patients and corroborate with in vitro 786.0 sequencing data. Relative 

expression of mRNA was normalized to RPLPO expression, represented as fold 

change and compared to VHL -/- (dotted line). Statistical analyses were calculated 

from three independent experiments using Student T-test where *p<0.05, 

**p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 3.5.  CRISPR-Cas9 targeting miR-2355 identified regulated genes in 

ccRCC.  

A. The CRISPR-Cas9 system was used to target miR-2355-5p genomic region to 

generate a 786.0 miR-2355 knockout cell line. B. T7 digestion of an amplificated 

1000bp genomic DNA region containing miR-2355. C. Quantification of miR-

2355-5p, -2355-3p and -155-3p in CRISPR-Cas9 miR-2355 cells compared to 

786.0 parental cells. D. Next generation sequencing in 786.0 compared to their 

CRISPR miRNA-2355 knockout counterparts identified 519 deregulated genes. 

Compared to the 7374 genes identified by TCGA, a total of 80 common genes 

were found.  E. Deregulated genes in patients potentially regulated by miR-2355. 

Relative expression of miR was normalised to RNU44 expression. Data are 

represented as fold change from three independent replicates. Statistical analysis 

was performed using Student’s T-test where *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. 
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Figure 3.6. Identification of miR-2355 potential targets in VHL-inactivated 

tumors 

A. Venn diagram representing common deregulated genes based on VHL status in 

cells, in tumor sample and miR-2355 expression. B. Correlation between mRNA 

of the 10 deregulated genes identified in A and miRNA expression. C. miRWalk 

predicted 11839 potential targets for miR-2355. By comparing this list of genes to 

our previous analyses, we found 5 up- and 2 down-regulated genes. D. Boxplots 

showing that miR-2355 expression increase in VHL-/- tumors correlates with 

downregulation of PRKAR2B and SUSD4 genes expression.  
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Table 3.1. Clinicopathological characteristics of 34 TCGA RCC patients 
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Table 3.2. VHL  AA mutations type in a cohort of N=34 RCCs 
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Table 3.3. Clinically relevant VHL-dependent microRNAs 
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Table 3.4. KEGG Pathways of 607 deregulated genes in 786.0 VHL -/- 
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Table 3.5. Predicted deregulated targets 

 

   



www.manaraa.com

76 
 

 

Table 3.6. MiRNA-2355 predicted targets fold change expression in ccRCC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



www.manaraa.com

77 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.0 DISCUSSION 
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L’incidence du cancer du rein est en hausse depuis les 20 dernières années, 

laquelle est associée avec une augmentation du taux de décès par cette maladie. 

Différents facteurs peuvent expliquer cette augmentation, notamment une 

amélioration dans les méthodes de détection pour les petites masses rénales, mais 

aussi le vieillissement de la population. Le cancer rénal est habituellement détecté 

aux alentours de l’âge de 63 ans et comme indiqué dans un rapport de la Société 

Canadienne du Cancer, le vieillissement de la population Canadienne augmentera 

significativement le nombre de diagnostics au cours de la prochaine décennie (tous 

types de cancer et non seulement le rein) (Karakiewicz et al., 2008; Society, 2016). 

Lorsque les tumeurs rénales atteignent le stade métastatique, les cellules 

cancéreuses sont particulièrement résistantes aux traitements de chimiothérapie 

(Rini, Campbell, & Escudier, 2009). Une meilleure compréhension des différents 

types de cancer rénaux est nécessaire afin de développer de nouvelles options 

thérapeutiques et aussi d’identifier des biomarqueurs permettant de détecter de 

façon précoce la maladie.  

L’inactivation, par mutations ou hyperméthylation du promoteur, du gène de 

suppression tumorale VHL est à l’origine de la majorité des développements des 

carcinomes rénaux à cellules claires (ccRCC) (Dalgliesh et al., 2010; Dulaimi et 

al., 2004).  Ainsi, les traitements utilisés en clinique ciblent principalement les 

cascades de signalisation impliquées dans la réponse hypoxique, soit les facteurs 

angiogéniques et la voie mTOR et donc les cellules endothéliales (Linehan & 

Srinivasan, 2013). Le laboratoire du professeure Turcotte s’intéresse à la 

possibilité de cibler les cellules dont VHL est inactivé afin de développer une 

thérapie ciblée pour ces cellules cancéreuses spécifiquement. Les cellules 

normales seraient alors peu touchées par ce traitement.  

La biogénèse des miARNs est un processus très régulé et l’expression de ces 

molécules est spécifique au tissu ainsi qu’à son stade de développement. Malgré 

plusieurs études et l’identification récente de plusieurs miARNs contribuant au 

développement des tumeurs rénales, encore peu d’études prennent en compte le 
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statut de VHL lors d’études établissant le profil de miARNs dans les ccRCC (J. 

Cao et al., 2016; Khella et al., 2015; Lou et al., 2017; Mikhaylova et al., 2012; 

Neal et al., 2010; Szabo et al., 2016; Xiao et al., 2015).  Étant donné le rôle 

important de VHL en tant que suppresseur de tumeurs ainsi que le potentiel des 

miARNs pour le traitement, le diagnostic et le pronostic, nous nous sommes 

intéressés à étudier les miARNs régulés par le gène VHL chez les ccRCCs.  

 

Par séquençage à haut débit, l’expression d’un total de 2578 miARNs a été 

étudiée chez des cellules RCC4 parentales ayant une mutation dans le gène VHL 

(VHL-/-) comparativement à sa contrepartie où le gène VHL a été réintroduit de 

façon stable (VHL +/+), afin d’établir un profil d’expression des miARNs régulés 

par le gène VHL. Parmi un total de 1186 miARNs identifiés dans cette étude, 

l’expression de 183 miARNs s’est avérée différemment exprimée de façon 

significative (Figure 3.1A).  Nous avons pu identifier 87 et 96 miARNs dont 

l’expression est régulée à la hausse ou à la baisse, respectivement. Alors que 

certains avaient déjà été rapportés dans la littérature tels que miR-210, -155, -30, -

200 nous avons pu identifier plusieurs autres nouveaux miARNs. Parmi la liste, un 

total de 22 miARNs fut sélectionné et validé dans trois modèles cellulaires de 

ccRCCs ayant un VHL inactif (VHL-/-), soit les RCC4, les 786.0 et les RCC10, 

versus leurs contreparties avec le gène VHL actif (VHL +/+) (Figure 3.1B et 

3.1C). Alors que seuls 4 miARNs se sont validés dans chacune des 3 lignées 

cellulaires, soit miR-2355, miR-155, miR-495 et miR-210, 10 miARNs se sont 

validés dans au moins 2 lignées cellulaires, soit miR-340, miR-203, miR-154, 

miR-381, miR-197 miR-363, miR-1271, miR-138, miR-210 et miR-152. Ces 

résultats démontrent l’hétérogénéité des ccRCCs observée au niveau clinique.  

 

Afin d’aller un peu plus loin dans notre analyse et corroborer nos données in 

vitro avec ceux retrouvés chez des patients atteints de ccRCCs, nous avons utilisé 

les données provenant de la base de données TCGA disponible sur le site web 
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(http://cancergenome.nih.gov/) (Cerami et al., 2012; J. Gao et al., 2013). De plus, 

nous avons utilisé cBioPortal (www.cbioportal.org) afin d’identifiée une cohorte 

de 34 patients atteints de ccRCCs mutés pour VHL (Tableaux 3.1 et 3.2, Figure 

3.2A). Les critères de sélection pour ces patients furent (i) une mutation sur le 

gène VHL (ii) la disponibilité des données de séquençages de miARNs 

normalisées de la tumeur ainsi que du tissu adjacent normal (associée à la base de 

données TCGA). Il est important de noter que même si VHL est le gène le plus 

fréquemment muté chez les ccRCCs, d’autres mutations sur différents gènes sont 

aussi rapportées. Cette cohorte de 34 patients comprend un total de 252 différents 

gènes mutés incluant VHL, PBRM1, MUC4, SETD2, BAP1, MTOR, KRTAP4-

11, COL5A3, ERBB4 et SLITRK6 (Figure 3.2B). La plupart de ces gènes ont été 

précédemment rapporté lors de la caractérisation des tumeurs rénales comprises 

dans la base de données TCGA, supportant une fois de plus l’hétérogénéité de ces 

tumeurs (The cancer genome atlas network, 2013). PBRM1, SETD2, BAP1, 

MTOR, MUC4 et ERBB4 ont également été rapporté chez les ccRCCs (Ghosh et 

al., 2015; Gu et al., 2015; Shinagare et al., 2015). Par contre, la mutation ainsi 

qu’une sous-expression de ERBB4 est une caractéristique qui ne semble pas être 

spécifique au ccRCC, mais commune des RCC puisque sa sous-expression est 

également retrouvée chez les pRCC et chRCC (Thomasson, Hedman, Ljungberg, 

& Henriksson, 2012).  Aucune dérégulation ou mutation de SLITRK6, COL5A3 et 

KRTAP4-11 est rapportée chez les ccRCCs. 

 

 En comparant les données normalisées de miARNs (reads per million, 

RPM) de la tumeur versus le tissu normal provenant du même patient, un total de 

246 miARNs (Figure 3.2C) furent identifiés comme étant dérégulés en absence de 

VHL chez les ccRCCs. En comparant les miARNs identifiés in vitro avec ceux 

identifiés dans notre cohorte de patients, nous avons généré un profil de 32 

miARNs VHL-dépendant qui sont dérégulés chez les ccRCCs (Tableau 3.3). 

Ceux-ci incluent 8 miARNs que nous avons préalablement quantifiés dans nos 

trois lignées cellulaires, soit miR-210, -155, -2355, -576, -340, -1271, -130b et -
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197. L’expression de ces miARNs est régulée à la hausse chez les tumeurs ccRCC 

versus le tissu normal adjacent (Figure 3.2D). À nos connaissances, seuls les miR-

210, -27b, -100, -30c, -30a, -200a, -155, -340, -576, -138, -139, -130b, -19a, -10a, 

-455, -1271 ont été rapportés dans la littérature (Y. Gao et al., 2016; Gu et al., 

2015; Liang et al., 2013; Ma et al., 2016; Mathew et al., 2014; Osanto et al., 2012; 

Redova et al., 2013; Wotschofsky et al., 2012; Wu et al., 2012). Notre étude a 

permis d’identifier plus d’une dizaine de nouveaux miARNs chez les ccRCCs dont 

l’expression varie en fonction du statut de VHL et ce, en utilisant différents 

modèles in vitro et une cohorte de patients atteints de ccRCC et ayant une 

mutation sur le gène VHL. 

  

Puisque VHL joue un rôle important dans la régulation de HIF et que celui-

ci régule plusieurs processus cellulaires impliqués dans la survie et la prolifération 

des cellules cancéreuses, nous nous sommes intéressés à savoir si certains de ces 

miARNs sont régulés via un mécanisme dépendent de HIF-. Pour ce faire, des 

cellules RCC4 VHL -/-, qui expriment des niveaux élevés de HIF-1α et HIF-2α, 

ont été stablement transfectées avec un shRNA dirigé contre HIF-1α (RCC4 

shHIF-1α) ou HIF-2α (RCC4 shHIF-2α). Cette approche nous a permis de réduire 

les niveaux des sous-unités des HIF- ainsi que de leurs cibles (Figure 3.3A, 3.3B, 

3C). Suite à la diminution de l’expression de HIF-1α ou HIF-2α, une diminution 

des niveaux de miR-1271-5p et miR-155-3p fut observée (Figure 3.3D), 

confirmant que la régulation de ceux-ci est HIF-dépendant. D’autre part, une 

diminution des niveaux de HIF-2α a mené à une réduction des niveaux de miR-

2355-5p et miR-197-3p uniquement (Figure 3.3D). Étant donné que l’inhibition de 

HIF-2α dans les modèles de xénogreffes chez la souris est suffisante pour inhiber 

la croissance des ccRCCs, la dépendance de ces deux miARNs pour HIF-2α a 

attiré notre attention. Puisque les cellules RCC4 et les RCC10 proviennent de 

tumeurs de type H1H2 tandis que les 786.0 sont de type H2, nous avons décidé de 

poursuivre l’étude des miARNs dépendant de HIF-2 en utilisant les cellules 

786.0.  Conséquemment, ces cellules ont été transfectées de façon stable avec un 
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shRNA dirigé contre HIF-2α (Figure 3.3E) validant le rôle de HIF-2α dans la 

régulation de miR-2355-5p et miR-197-3p (Figure 3.3F). À ce jour, un seul article 

se penche sur miR-2355 qui a été étudié dans le cancer du sein (Wei et al., 2015). 

Parce que ce miARN est exprimé à la hausse dans 97% des patients atteints de 

ccRCC, qu’il agit de manière dépendante de HIF-2a, qu’il est peu étudié et 

pourrait démontrer un rôle dans le développement du cancer du rein, miR-2355 a 

été sélectionné pour des études subséquentes. En investiguant davantage les 

données de la cohorte pour ce miARN, les données démontrent que son expression 

diminue de façon significative avec le grade de la tumeur (Figure 3.3G). Il serait 

intéressant de poursuivre cette validation sur une cohorte indépendante pour voir 

un lien entre le niveau d’expression de miR-2355 dans les métastases versus les 

tumeurs primaires. Finalement, nous avons démontré la dépendance de miR-2355 

au statut de VHL en utilisant les cellules 786.0 exprimant VHL+/+ dans lesquelles 

nous avons utilisé le système CRISPR-Cas9 pour diminuer les niveaux de VHL et 

démontré une augmentation des niveaux de ce miARN (Figure 3.3H, 3.3I). 

 

Par la suite, nous avons comparé les données de séquençage à haut débit 

provenant des cellules 786.0 -/-  et 786.0 VHL +/+ obtenues dans notre laboratoire 

avec les données d’ARNm séquencées dans la cohorte de patients obtenue via la 

base de données TCGA. Par cette approche, nous avons pu identifier un total de 

607 gènes dérégulés entre ces deux analyses (Figure 3.4A). Parmi les gènes 

analysés, une augmentation de VEGFA, ADRP, SLC2A1 et CCND1 est observée 

chez les 786.0 VHL -/- ainsi que dans la cohorte de patients, corroborant la 

littérature (Figure 3.4B, 3.4C) (Zeng, Que, Zhang, & Hu, 2014). Puis, nous avons 

utilisé l’annotation fonctionnelle DAVID 6.8 pour ces 607 gènes identifiés in vitro 

et in situ et démontré que l’inactivation du gène VHL mènerait à la dérégulation de 

différentes cascades (KEGG pathways) dont le cycle cellulaire et le métabolisme 

(Tableau 3.4). Les RCCs étant connus comme une maladie métabolique. Étant 

donnée la sur-expression des sous-unités HIF-α en absence de VHL qui ont 

comme rôle la régulation de diverses de protéines impliqués dans le métabolisme 
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(GLUT1, PGK1, PFKL, LDHA, HK1, HK2), il n’est pas surprenant de voir la 

dérégulation des cascades du cycle pentose phosphate, fructose et mannose, de 

carbone, de biosynthèse d’acides aminés et de la glycolyse/gluconeogénèse 

(Linehan et al., 2010; Zaravinos et al., 2014; Semenza., 2003). De plus, des 

dérégulations du cycle cellulaire (via HIF-2α/CCND1) ainsi que la réplication de 

l’ADN (via HIF-1α/C-Myc) sont aussi des mécanismes cellulaires importants 

associés au RCCs ( Gordan et al., 2008; Macheret & Halazonetis, 2015; Sandhu & 

Slingerland, 2000; Raval et al., 2005). 

 

Afin de mieux caractériser les cascades régulées par miR-2355 et identifier 

des cibles potentielles pour ce miARN, nous avons utilisé une fois de plus le 

système CRISPR-Cas9 pour préparer une lignée cellulaire 786.0 VHL -/-  

exprimant des niveaux faibles de miR-2355 (786.0 CRISPR-2355). Pour ce faire, 

un bris fut effectué dans la séquence SEED du miR-2355-5p (Figure 3.5A) qui fut 

validé par T7 endoculéase (Figure 3.5B), menant à une inhibition de plus de 80% 

et 65% des niveaux de miR-2355-5p et -3p respectivement (Figure 3.5C). Aucune 

différence dans le niveau d’expression d’autres miARNs VHL-dépendant (miR-

155) n’a été observée suggérant que les niveaux globaux de miARNs dans la 

cellule n’ont pas été affecté par le système CRISPR/Cas9. Ces résultats indiquent 

que les changements observés dans ces cellules sont via la dérégulation des 

cascades miR-2355-dépendant. Une fois la lignée établie, nous avons effectué un 

séquençage à haut débit sur les cellules 786.0 parentales et les CRISPR-2355. Par 

cette approche, nous avons identifié un total de 519 gènes dont l’expression varie 

en fonction du niveau de miR-2355 (Figure 3.5D). En comparant cette liste de 

gènes aux 7374 identifiés chez les patients, nous avons déterminé une liste de 80 

gènes dérégulés chez les patients, lesquels seraient potentiellement régulés par 

miR-2355 (Figure 3.5E). En poussant un peu plus loin nos analyses, nous avons 

comparé la liste des 607 gènes régulés par le statut de VHL (in vitro et chez les 

patients) à celle des 80 gènes différemment exprimés selon le niveau de miR-2355 

pour identifier un total de 10 gènes communs (Figure 3.6A et 3.6B). Des 
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coefficients de corrélation ont été calculés et démontrent que la régulation de ces 

gènes in vitro et chez les patients serait le résultat d’un débalancement de miR-

2355 suite à la perte de VHL.  

 

Finalement, la base de données miRWalk regroupant plusieurs algorithmes 

de prédiction d’interaction entre un miARN et l’ARNm fut utilisée afin de prédire 

des cibles potentielles de miR-2355-5p. Plus de 11 839 gènes ont été identifiés 

comme cibles potentielles du miARN-2355-5p. Commun entre toutes nos 

analyses, on retrouve 2 gènes sous-exprimés (PRKAR2B et SUSD4) et 5 

surexprimés (PTGDR, KIR3DL2, EBF2, UBASH3A (CLIP4) et KCNT1) (Figure 

3.6D, Tableaux 3.5, 3.6). Parmi ceux-ci, seul UBASH3A (CLIP4) est rapporté 

dans les ccRCCs et sa surexpression augmente la migration des cellules (Ahn et 

al., 2016). Cette surexpression est également observée chez le cancer du sein 

démontrant aussi un rôle dans l’invasion et la migration cellulaire (S. T. Lee et al., 

2013). Contrairement, PRKAR2B, SUSD4 EBF2 et PTGDR n’ont pas été 

rapportés chez les RCCs mais ils ont été étudiés chez d’autres cancers (Battistella 

et al., 2016; Englund et al., 2015; Kalmar et al., 2015; Loilome et al., 2011; 

Patino-Garcia et al., 2009). Selon nos recherches, aucun lien entre KCNT1 et le 

cancer n’a été rapporté. Parmi ces gènes, seuls PRKAR2B et SUSD4 sont sous-

exprimés suggérant ceux-ci comme cibles directes de miR-2355-5p. 

Contrairement, les gènes surexprimés sont probablement un effet indirect 

puisqu’un haut niveau de miARN régule, dans la majorité des cas, négativement 

l’expression de ces gènes cibles.  

 

La Sushi Domain-Containing Protein 4 (SUSD4) est une protéine peu 

étudiée. Le gène code pour deux isoformes, soit SUSD4a et SUSD4b, et ont 

comme rôle l’inhibition des compléments affectant le système immunitaire 

(Holmquist, Okroj, Nodin, Jirstrom, & Blom, 2013). Seule une étude effectuée 

dans le cancer du sein démontre que son expression est associée à un meilleur 
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pronostic et que sa présence diminue la migration et la croissance de cellules 

cancéreuses du sein in vitro (Englund et al., 2015). Cette étude démontre 

également que l’expression de SUSD4 augmente chez les cellules T CD4+ et 

CD8+ suite à leur stimulation, suggérant qu’il est impliqué dans la fonction de ces 

cellules et supportant son rôle dans le système immunitaire. Pour sa part, la 

protéine kinase A (PKA) est une enzyme composée de 2 sous-unités catalytiques 

(C) et deux sous-unités régulatrices (R). L’inactivation de la sous-unité régulatrice 

2B de la protéine kinase A (PRKAR2B) chez une lignée adrénocorticale mène à 

une augmentation de la survie et une réduction de l’apoptose (Sha et al., 2017). 

Cette même étude démontre qu’une surexpression de PRKAR2B est observée dans 

les tumeurs métastatiques de la prostate démontrant un rôle dans le cancer. De 

plus, une étude intéressante démontre qu’une réduction de PRKAR2B mènerait à 

une augmentation des niveaux de HIF-1α dans le cancer de la prostate et 

d’ostéosarcome (Schoolmeesters et al., 2012). Cette caractéristique est d’intérêt 

avec notre étude puisque nos résultats suggèrent que PRKAR2B pourrait être 

impliqué dans l’hypoxie via sa régulation par miR-2355 qui lui, est influencé par 

les niveaux de HIF-2α.  

 

Comme perspectives futurs, il serait premièrement nécessaire de valider par 

RT-qPCR SYBR la dérégulation de l’expression de PRKAR2B/SUSD4 chez les 

786.0 VHL +/+ et les 786.0 VHL -/- CRISPR miR-2355 comparativement au 

786.0 VHL -/-. Étant donné que la régulation de miR-2355 est HIF-2α-dépendant, 

il serait également intéressant d’étudier leur niveau d’expression chez les lignées 

shHIF-2α. Deuxièmement, afin de mieux caractérisé l’interaction entre et le miR-

2355 et ces cibles, des essais luciférase entre miARN et la région 3’UTR de ses 

cibles potentielles. Dernièrement, des études de perte et de gain, in vitro et in vivo, 

à l’aide de mimique et d’inhibiteur de miR-2355 ainsi que ces cibles validées 

serait d’intérêt afin de déterminer plus spécifiquement le rôle chez ces tumeurs et 

la contribution de leur dérégulation chez le développement des ccRCCs.   
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En conclusion, nous avons identifié 32 miARNs dont l’expression varie en 

fonction du statut de VHL dans les ccRCCs. Parmi ceux-ci, miR-2355 a suscité 

notre intérêt puisqu’il est i) surexprimé chez 97% des patients atteints de ccRCC 

dont VHL est muté, ii) que son expression varie en fonction du grade et iii) qu’il 

est HIF-2α dépendant. À l’aide de séquençage à haut débit et des données de la 

base de données TCGA, nous avons identifié SUSD4 et PRKAR2B comme cible 

potentielles de miR-2355. 
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