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Résumé  
Le carcinome rénal à cellules claires (cRCC) est le principal type histologique de 

carcinome rénal et l'une des tumeurs les plus résistantes à la chimio et à la radiothérapie. 

L'absence de biomarqueurs pour la détection précoce et pour le suivi des patients est 

responsable d'un mauvais pronostic. Il est nécessaire d'identifier de nouveaux biomarqueurs 

et des cibles thérapeutiques pour améliorer la prise en charge des patients. Les microARNs, 

des petits ARN non codants de 22 nucléotides, qui ont été précédemment montrés comme 

favorisant l'initiation et la progression tumoral, semblent être de bons candidats. 
Nous avons focalisé notre étude sur (i) miR-21 qui est le principal oncomiR 

surexprimé dans le cRCC et (ii) le récepteur nucléaire PPARα (Peroxisome Proliferator 

Activated Receptor), l'une des cibles de miR-21. 
D'une part, sur une cohorte de 99 échantillons de cRCC primaires, nous avons 

montré que l'expression de miR-21 était plus élevée dans les tissus cancéreux que dans les 

tissus non tumoraux adjacents. In vitro, miR-21 est également surexprimé dans les lignées 

cellulaires de carcinomes rénaux comparées à la lignée cellulaire épithéliale HK-2 provenant 

de tubes proximaux humains. De plus, nous avons également montré que la surexpression 

de miR-21 augmente les propriétés de migration et d'invasion des cellules cancéreuses 

rénales ainsi que les voies de signalisation prolifératives et anti-apoptotiques, alors que des 

résultats opposés ont été observés en utilisant une stratégie d'inhibition anti-miR-21. Enfin, 

nous avons évalué le rôle du miR-21 dans la chimiorésistance du cRCC et montré, en outre, 

que l'inhibition de miR-21 augmentait significativement la chimiosensibilité au paclitaxel, au 

5-fluorouracile, à l'oxaliplatine et au dovitinib, diminuait l'expression des transporteurs à 

efflux MRP1-6/ABCC1-6 et augmentait l'expression des transporteurs à influx 

SLC22A1/OCT1, SLC22A2/OCT2 et SLC31A1/CTR1. Ces résultats ont permis la publication 

d'un article dans Tumor Biology se trouvant en annexe. 
D'autre part, dans les tissus de patients atteints de cRCC, nous avons montré pour la 

première fois que la surexpression de miR-21 est en corrélation avec une perte d'expression 

de PPARα. In vitro, nous avons montré que miR-21 cible le 3'-UTR de PPARα et diminue 

son expression protéique et que la surexpression de miR-21 diminue l'activité 

transcriptionnelle de PPARα. En outre, la surexpression et l'activation de PPARα diminuent 

l'expression de miR-21. En effet, PPARα interagit avec les facteurs de transcription AP-1 et 

NF-κB et empêche ainsi leur liaison au promoteur de miR-21 diminuant ainsi sa transcription. 
En conclusion, nous avons montré que (i) miR-21 est un acteur clé de la progression 

du cancer du rein et joue un rôle important dans la résistance aux chimiothérapies et (ii) qu'il 

existe une boucle de régulation négative entre miR-21 et PPARα dans le cRCC. 
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Abstract 

Renal clear cell carcinoma (cRCC) is the major histological type of renal carcinoma 

and one of the most chemo- and radio-resistant tumors. The absence of biomarkers for early 

detection and for monitoring patients is responsible of a poor prognosis. It is necessary to 

identify new biomarkers and therapeutic targets to improve patient care. MicroRNAs, small 

noncoding RNAs of 22 nucleotides, which have been previously shown to promote malignant 

initiation and progression, appear to be good candidates.  
We focused our study on (i) miR-21 which is the main overexpressed oncomirs in 

cRCC and (ii) the nuclear receptor PPARα (Peroxisome Proliferator Activated Receptor), one 

of miR-21 targets. 
In one hand, by using a cohort of 99 primary cRCC samples, we showed that miR-21 

expression in cancer tissues was higher than in adjacent non-tumor tissues. In vitro, miR-21 

was also overexpressed in renal carcinoma cell lines compared to HK-2 human proximal 

tubule epithelial cell line. Moreover, we also showed that miR-21 overexpression increased 

migratory, invasive, proliferative, and anti-apoptotic signaling pathways whereas opposite 

results were observed using an anti-miR-21-based silencing strategy. Finally, we assessed 

the role of miR-21 in mediating cRCC chemoresistance and further showed that miR-21 

silencing significantly increased chemosensitivity of paclitaxel, 5-fluorouracil, oxaliplatin and 

dovitinib, decreased expression of multi-drug resistance genes and increased 

SLC22A1/OCT1, SLC22A2/OCT2 and SLC31A1/CTR1 platinum influx transporter 

expression. These results led to the publication of an article in Tumor Biology in annex. 
In other hand, in cRCC tissue patients, we showed for the first time that miR-21 

overexpression correlates with a loss of expression of PPARα. In vitro, we showed that miR-

21 targets PPARα 3'-UTR and decreases its protein expression and miR-21 overexpression 

decreases the transcriptional activity of PPARα. Furthermore, PPARα overexpression and 

activation decrease miR-21 expression. In fact, PPARα interacts with AP-1 and NF-kappaB 

transcription factors and thus prevents their binding to the miR-21 promoter thus decreasing 

its transcription. 
In conclusion, we have shown that (i) miR-21 is a key actor of renal cancer 

progression and plays an important role in the resistance to chemotherapeutic drugs and (ii) 

there is a negative regulatory loop between miR-21 and PPARα in cRCC.
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IRM : Imagerie par résonance magnétique 

ISUP : International Society of Urological Pathology 

LBD : Ligand Binding Domain 

LDH : Lactate déshydrogénase 

LNA : locked nucleic acid 

lncARN : long ARN non codant 

miARN : microARN 

MMP : métalloprotéase 

MRE : miRNA Response Element 

MRP : Multidrug résistance-associated protein 

mTOR : mammalian Target of Rapamycin 
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NF-κB : nuclear factor-kappa B 

NLS : Nuclear localization sequence 

OC : Oncocytome 

OCT : Organic cation transporter 

OUU : Obstruction urétérale unilatérale 

PAZ : PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE 

PD-1 : programmed death 1 

PDCD4 : Programmed cell death protein 4 

PDGFβ : Platelet derived growth factor beta 

PDK1 : Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1 

PI3K : phosphoinositide 3-kinase 

piARN : ARN associé à PIWI 

PIP2 : phosphatidyl-inositol-diphosphate  

PIP3 : phosphatidyl- inositol-triphosphate  

PPARα : Peroxisome Proliferator Activated Receptor 

PPRE : PPAR Response Element 

pRCC : Carcinome rénal à cellules papillaires 

PTEN : phosphatase and tensin homolog 

RCC : Carcinome à cellules rénales 

RISC : RNA-induced silencing complex 

RLC : RISC loading complex 

RTK : Récepteur tyrosine kinase 

RXR : Retinoïd X Receptor) 
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siARN : petit ARN intérférent 
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snARN : petit ARN nucléolaire 
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TNFα : Tumor necrosis factor 

TNM : Tumor, Nodes, Metastasis 

TNRC : Trinucleotide repeat-containing protein 

TSC : Tuberous Sclerosis Complex 
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Objectifs de thèse 
Ce travail de thèse s’articule autour de deux axes.  

Dans un premier temps, nous avons reconfirmé les données de la littérature 

concernant le rôle de miR-21 dans le cRCC. Tout d’abord, in vivo, nous avons 

déterminé le profil d’expression de miR-21 sur une cohorte de patients atteints de 

cRCC par rapport aux tissus sains correspondants. Ensuite, in vitro, nous disposons 

d’un panel de lignées cancéreuses rénales et des outils nécessaires à la modulation 

de l’expression de miR-21 (premiR-21 et LNA-anti-miR-21) permettant de déterminer 

son effet sur les différentes propriétés cellulaires (migration, invasion, prolifération et 

apoptose). Finalement, nous nous sommes intéressés à un éventuel rôle de miR-21 

dans la chimiorésistance caractéristique du cRCC. 

Dans un deuxième temps, nous nous sommes focalisés sur l’une des cibles 

de miR-21, PPARα. L’analyse de la littérature nous a laissé penser qu’il pouvait 

exister une boucle de régulation négative entre ces deux protagonistes. D’un côté, 

PPARα inhibe les voies de signalisation AP-1 et NF-kB qui sont-elles même 

impliquées dans la régulation transcriptionnelle de miR-21. D’un autre côté, miR-21 

cible PPARα et diminue son expression. 
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Introduction 
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I Le cancer du rein 

A Anatomie et fonction du rein  

Les reins appartiennent à l’appareil urinaire qui comprend également la 

vessie, les uretères reliant la vessie aux reins et l’urètre reliant la vessie à l’extérieur 

(Figure 1). Leur rôle est important puisqu’ils servent de filtre qui séparent les déchets 

circulant dans le sang et les éliminent en produisant l’urine.  

 
Figure 1 : Place des reins dans le système urinaire (www.e-cancer.fr) 

L’Homme possède en principe deux reins, situés dans l’abdomen 

immédiatement sous le diaphragme à la hauteur des deux dernières côtes et à 

proximité du dos. Ils sont disposés de manière symétrique de chaque côté du corps ; 

le rein droit se trouve en dessous et en arrière du foie et le rein gauche en dessous 

et en arrière de la rate. Toutefois, un seul rein suffit pour vivre et 5% des individus 

n’en ont qu’un, le plus souvent il s’agit du rein droit. Il est protégé par plusieurs 

couches tissulaires ; tout d’abord une couche de graisse appelée graisse périrénale 

puis ensuite d’une couche de tissu conjonctif appelée fascia rénal ou fascia de 

Gérota. D’une longueur moyenne de 12 centimètres, d’une hauteur de 6 centimètres 

et d’une largeur de 3 centimètres, il se compose de plusieurs parties  

(Figure 2), tout d’abord, la capsule qui est l’enveloppe externe protégeant le rein, 
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ensuite, le parenchyme rénal comprenant le cortex périphérique et finalement la 

médullaire profonde centrale. Il s’agit de la partie renfermant les néphrons qui sont 

les unités structurales et fonctionnelles du rein. Ils sont composés de plusieurs 

parties : le glomérule, le tube proximal, le tube intermédiaire, le tube distal et le 

segment d’union. Finalement les calices et le bassinet collectent l’urine produite par 

les néphrons pour la déverser dans la vessie via l’urètre. 

 
Figure 2 : Structure du rein (www.e-cancer.fr) 

Le rein assure de nombreuses fonctions. Son rôle principal est l’équilibre 

hydro-électrique en éliminant les sels (sodium, potassium, calcium, etc.) et l’eau en 

excès ainsi que les déchets produits par l'organisme comme l'urée, l'acide urique ou 

la créatinine. Il joue également un rôle de détoxification en éliminant des substances 

exogènes telles que des résidus de médicament qui pourraient être nocifs pour 

l’organisme. Il a finalement une fonction endocrine permettant de réguler certaines 

fonctions physiologiques. Il produit ainsi l'érythropoïétine (EPO) qui stimule la 

production des globules rouges dans la moelle osseuse, et la rénine qui participe au 

contrôle de la tension artérielle. 

B Les cancers du rein 

Un cancer survient lorsqu’une cellule rénale normale se transforme et se 

multiplie de manière incontrôlée pour donner un amas de cellules cancéreuses 

appelé tumeur. La plupart des tumeurs du rein se développent à partir des cellules 

du parenchyme rénal. Elles peuvent provenir de différentes parties du néphron ce qui 

donnera différentes tumeurs. A l’heure actuelle, seule l’analyse histologique permet 
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de différencier les différents types de tumeurs du rein lors du diagnostic de la 

maladie (Figure 3).  

a) Tumeurs bénignes 

Dans 10% des cas, les tumeurs rénales sont bénignes. Il s’agit d’une 

néoformation tissulaire très similaire à un tissu sain et l’évolution lente restera locale. 

Elles ne donneront pas de métastases et n’aboutiront pas au décès du patient. Il 

s’agira le plus fréquemment d’adénomes papillaires souvent retrouvés en cas 

d’hypertension artérielle ou de néphroangiosclérose. Ces tumeurs sont le plus 

souvent asymptomatiques mais leur coexistence fréquente avec le carcinome 

papillaire peut suggérer une évolution maligne.	 Il peut également s’agir 

d’oncocytomes (OC) qui se développent à partir des cellules des tubes collecteurs 

tout comme le carcinome chromophobe. Il partage des caractéristiques 

morphologiques similaires à celui-ci qui complique le diagnostic (Méjean et al. 2004). 

b) Tumeurs malignes 

Les cancers du rein sont des carcinomes qui se développent à partir des 

tissus épithéliaux que l’on nomme carcinomes à cellules rénales (RCC). Plus d’une 

trentaine de sous-type histologique de tumeurs du rein sont décrits en fonction de 

leur origine mais la majorité, 70% des cas, est représentée par les carcinomes 

rénaux à cellules claires (cRCC). Ils proviennent des cellules du tube contourné 

proximal et se caractérisent par une prolifération de cellules au cytoplasme 

apparemment vide d’où son appellation. On trouve dans ces tumeurs une activité 

angiogénique importante ainsi que des foyers de polynucléaires éosinophiles. Les 

tumeurs peuvent avoir plusieurs formes ; solide, papillaire ou kystique. Ce sont des 

tumeurs très agressives et de mauvais pronostic. La mutation du gène vhl (von 

Hippel-Lindau) est fréquemment retrouvée dans les cRCC ce qui en fait une tumeur 

richement vascularisée. Les patients atteints de cRCC ont le plus mauvais pronostic 

quel que soit le stade ou le grade (Capitanio et al. 2009). Le taux de survie à 5 ans 

est de 91%, 74%, 67% et 32% pour les stades I, II, III et IV de la classification TNM 

(voir chapitre F page 20) (Tsui et al. 2000).  Ce sont ces tumeurs qui vont nous 

intéresser dans notre étude. 

Dans 15% des cas, on trouve les carcinomes rénaux à cellules papillaires 

(pRCC) issus des cellules du tube contourné distal. Ils présentent une trisomie des 
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chromosomes 7 et 17 ainsi qu’une perte du chromosome Y. Les pRCC sont 

hétérogènes avec deux sous-types présentant chacun une histologie et un pronostic 

propre. Comparé au cRCC, les pRCC sont plus localisés avec un taux de pT1 plus 

important (74,9% vs 62,9%) et ont un meilleur pronostic avec une survie à 5 ans de 

85,1% vs 76,9% (Steffens et al. 2012). Les pRCC de type 1 sont composés de 

petites cellules cubiques à cytoplasme basophile et à noyau peu nucléolé et sont en 

général de bon pronostic. Tandis que les pRCC de type 2 sont composés de cellules 

plutôt cylindriques à cytoplasme éosinophile et à noyau nucléolé et ont un moins bon 

pronostic (Sukov et al. 2012). 

Dans 5% des cas, on trouve les carcinomes rénaux à cellules chromophobes 

(chRCC) qui se développent à partir des cellules intercalaires du tube collecteur. La 

tumeur, souvent unique, est composée des cellules à membranes cytoplasmiques 

très nettes et non optiquement vides. Des pertes des chromosomes 2, 10, 13 ,17 et 

21 sont fréquemment retrouvées. Le pronostic des chRCC est plutôt bon avec un 

taux de survie à 5 ans de 93% et à 10 ans de 88,9% (Volpe et al. 2012). 

Figure 3 : Coupes histologiques des différents types de RCC (Corti et al. 2006). 
(A) cRCC, (B) pRCC et (C) chRCC 

C Données épidémiologiques 

En 2015, en France, on estime à 13 000 le nombre de nouveaux cas de 

cancer du rein. Il représente ainsi environ 3% de l'ensemble des cancers de l’adulte. 

Il est situé en troisième position des tumeurs urologiques après le cancer de la 

prostate et le cancer de la vessie. Il touche deux fois plus les hommes que les 

femmes. L'âge moyen au moment du diagnostic est de 65 ans (e-cancer.fr).  

Les formes familiales ne concernent qu’un individu sur 36 000 naissances et 

se caractérisent par la survenue précoce (avant 30 ans) d’une tumeur de petite taille 

qui peut être bilatérale. 
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On a observé au cours des vingt dernières années une augmentation 

constante de l’ordre de 2% de l’incidence de survenue du cancer du rein en Europe 

mais également dans le monde entier. Son incidence reste généralement plus 

importante dans les pays développés. Cela est dû à des facteurs de risques tels que 

le tabagisme et l’obésité qui sont de plus en plus présents mais également à une 

découverte fortuite lors d’examen de routine également plus importante. Ce taux 

d’incidence semble toutefois se stabiliser.  

En France, 3 957 décès par cancer du rein ont été estimés en 2012 (2 651 

chez les hommes et 1 306 chez les femmes). L’âge de mortalité se situe entre 75 et 

85 ans. Le taux de mortalité a augmenté régulièrement jusque dans les années 

1990, pour ensuite se stabiliser et finalement entamer une baisse pouvant 

s’expliquer par une baisse du tabagisme et une maitrise des autres facteurs de 

risques (www.artur-rein.org). 

D Facteurs de risques 

Parmi les facteurs de risque, on pointe le mode de vie et plus particulièrement 

le tabagisme, l’obésité et l’hypertension artérielle. Il existe d’autres facteurs de 

risques suspectés dont l’implication n’est pas encore totalement prouvée. 

a) Tabac 

Le premier facteur de risque établi est le tabac, responsable dans 25 à 30% 

des cas de la survenue de la maladie. Un homme fumeur a un risque de cancer du 

rein augmenté de 50% par rapport à un non-fumeur ; pour une femme fumeuse, le 

risque de cancer du rein est augmenté de 20% par rapport à une non fumeuse. Une 

fois la fumée inhalée, une partie de ses composants passe dans le sang pour ensuite 

être éliminée par le système urinaire, en premier lieu par le rein, puis par la vessie. 

Cependant, le mécanisme d’action du tabac sur la carcinogenèse rénale n’est pas 

encore connu (Hunt et al. 2005). 

b) Obésité 

Il s’agit du second facteur de risque établi. En effet, plusieurs études ont 

montré un lien entre un indice de masse corporelle élevé et un risque de cancer du 

rein plus important que ce soit chez l’homme ou chez la femme. 25% des cas de 

cancer du rein seraient dû à un excès de poids qui conduit à des perturbations 

hormonales impliquées dans cette survenue accrue (Ljungberg et al. 2011). 
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c) Hypertension artérielle 

L’hypertension artérielle est également présentée comme étant à l’origine de 

la survenue du cancer du rein. Il existerait une relation de type dose-effet entre la 

pression artérielle élevée et le cancer du rein : plus les valeurs de la pression 

artérielle sont élevées plus le risque augmente et inversement si les valeurs 

diminuent le risque diminue avec le temps. Les mécanismes associant hypertension 

artérielle et cancer du rein sont eux aussi mal connus (Weikert et al. 2008).  

d) Insuffisance rénale 

Les patients atteints d’une insuffisance rénale chronique ont un risque plus 

important de développer un cancer du rein. Le fait que ces patients soient traités par 

dialyse durant plusieurs années fait apparaître des kystes au niveau des reins que 

l’on nomme maladie kystique ou dysplasie multikystique qui augmentent le risque de 

cancer du rein (Hora et al. 2008). 

E Diagnostic 

Le but du diagnostic est d’établir la maladie : quel est le type de cancer et quel 

est son stade d’avancement ? Afin de permettre aux cliniciens d’adapter la prise en 

charge du patient et de définir la stratégie thérapeutique à adopter. 

a) Circonstance de découverte 

Le cancer du rein reste longtemps asymptomatique. Il est dans 40% des cas 

découvert de manière fortuite lors d’un examen médical pratiqué pour une raison 

autre. Il existe toutefois des signes cliniques tels que l’hématurie, des douleurs 

lombaires ou plus rarement une masse lombaire. Ces trois signes sont 

caractéristiques d’une maladie avancée et agressive (Patard et al. 2003). Le cancer 

du rein peut être également diagnostiqué suite à la découverte de métastases 

(poumons, ganglions, os, foie, cerveau). En effet, au moment du diagnostic 25% des 

patients sont déjà à un stade avancé métastatique. Le cancer du rein peut être 

simplement découvert à la suite de symptômes non spécifiques : amaigrissement, 

fièvre, sueurs nocturnes (Kim et al. 2003). 

Plus rarement, dans les cas de formes familiales, le cancer du rein peut être 

découvert suite à un dépistage systématique. En effet, quand une forme héréditaire 
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est suspectée, un dépistage sera réalisé chez les proches à partir d'un âge fixé selon 

la forme héréditaire suspectée. 

b) Imagerie diagnostique 

Echographie abdominale 

L’échographie est une technique d’imagerie médicale reposant sur la capacité 

des tissus à rétrodiffuser les ultrasons. Elle permet de mettre en évidence une masse 

solide. Il ne s’agit pas de l’examen de référence car peu sensible et peu spécifique. Il 

s’agit souvent de l’examen qui permet de découvrir une tumeur du rein de manière 

fortuite. 

Tomodensitométrie (TDM ou scanner)	

Le scanner est l’examen de référence en l’absence de contre-indications aux 

produits de contrastes iodés. Il repose sur l’absorption des rayons X par les tissus 

suite à l’injection de produit de contraste. Cela permet de reconstituer des images en 

2D ou en 3D des structures anatomiques. Il permet une étude détaillée, il peut 

parfois distinguer la nature histologique de la tumeur rénale, rechercher des 

envahissements veineux ou ganglionnaires mais également des métastases. 

Imagerie par résonance magnétique (IRM) 

L’IRM remplacera le scanner en cas de contre-indication (insuffisance rénale, 

allergie à l’iode, grossesse). Il repose sur la résonance magnétique nucléaire des 

atomes composant les tissus. Il peut également être utilisé en complément du 

scanner pour caractériser certaines tumeurs ou pour le diagnostic d’extension locale. 

c) Bilan biologique 

Le bilan biologique permet d’évaluer la fonction rénale et de dépister 

d’éventuelles anomalies accompagnant la tumeur. Il inclut obligatoirement la 

créatininémie et l’hémogramme. En cas de métastases, des examens 

supplémentaires sont à réaliser afin d’évaluer les facteurs pronostiques. A l’heure 

actuelle, il n’existe malheureusement pas de marqueurs sanguins du cancer du rein. 

d) Biopsie 

La biopsie percutanée est recommandée dans plusieurs cas (i) pour le 

diagnostic histologique en cas de tumeurs difficiles à classifier, (ii) dans le cas de 

tumeurs de petite taille pour déterminer la surveillance, (iii) avant un traitement ablatif 
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et (iv) avant de sélectionner la thérapie à mettre en place en cas de maladie 

métastatique. Elle est réalisée sous anesthésie locale, en ambulatoire, sous scanner 

ou échographe pour le guidage. La biopsie rénale a une sensibilité et une spécificité 

élevée pour une morbidité minime. 

Elle permettra d’effectuer un examen anatomopathologique qui permet de 

confirmer le diagnostic et de déterminer les caractéristiques de la tumeur Elle 

permettra également d’adapter la prise en charge thérapeutique du patient en 

fonction du type de tumeur et de son avancée.  

e) Bilan d’extension 

Le bilan d’extension permet de déterminer si le cancer est étendu à d’autres 

organes comme les poumons, le foie, les os, le cerveau ou les glandes surrénales. Il 

comprend un scanner du thorax (souvent réalisé en même temps que le scanner de 

l'abdomen) pour les métastases pulmonaires, d'une scintigraphie pour les 

métastases osseuses, d'un scanner ou d'une IRM pour les métastases cérébrales. 

 

Suite au bilan diagnostic, une réunion de concertation pluridisciplinaire est 

réunie afin de définir la prise en charge thérapeutique du patient.  

F Pronostic 

L’évaluation du pronostic du cancer du rein reste difficile mais est nécessaire 

afin de prévoir l’évolution de la maladie et l’efficacité du traitement. Elle repose 

essentiellement sur le stade auquel la maladie est diagnostiquée, la taille et le grade 

histologique de la tumeur. 

a) Classification TNM 2009 

La classification TNM est la plus utilisée pour la pratique clinique et 

scientifique. Elle repose sur la taille de la tumeur (T), l’atteinte des ganglions (N) au 

moment de l’intervention et la présence de métastases (M) (Tableau 1). Elle permet 

de différencier les formes localisées (stade I et II), les formes localement avancées 

(stade III) et les cancers métastatiques (stade IV) (Tableau 2) (Sobin et al. 2010). 
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Tableau 1 : Classification TNM 2009 des carcinomes rénaux 
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Tableau 2 : Détermination des stades d'avancée des RCC en fonction de 
la classification TNM 

 

b) Grade nucléaire de Führman / grade nucléolaire de l’ISUP 

Le grade de Führman est utilisé pour évaluer la malignité d’une tumeur. Une 

analyse microscopique est effectuée, par des anatomopathologistes, soit sur une 

biopsie soit sur une pièce opératoire après néphrectomie. Elle est basée sur la taille 

et les contours des nucléoles, sur l’aspect des nucléoles et sur la présence de 

cellules monstrueuses. Ces éléments reflètent le degré de différenciation des cellules 

présentent dans la tumeur associé à l’avancée de la maladie. En effet, plus les 

cellules semblent être bien différenciées (similaires aux cellules rénales normales), 

plus la maladie est précoce et donc de bon pronostic. A l’inverse, plus les cellules ont 

un faible niveau de différenciation (semblables à des cellules embryonnaires), plus la 

maladie se trouve à un stade avancé avec un pronostic péjoratif. 

Ces observations histologiques vont permettre de définir 4 grades avec une 

agressivité croissante et un pronostic de moins en moins bon : 

– grade 1 : nucléoles ronds de petite tailles (10µm), avec contour régulier, non 

visibles à x400, aspect normal, bon pronostic (28% des cancers du rein) 

– grade 2 : nucléoles un peu plus gros (15µm), avec membranes nucléaires 

légèrement irrégulière, visibles à x400, pronostic intermédiaire (30%) 

– grade 3 : nucléoles volumineux (20µm), avec membrane nucléaire 

irrégulière, visibles à x100, pronostic intermédiaire (30%) 

– grade 4 : idem que grade 3 plus présence de cellules monstrueuses 

multilobées, mauvais pronostic (10%) 

Les nouvelles recommandations en onco-urologie 2016-2018 du CCAFU 

(Comité de Cancérologie de l’Association Française d’Urologie) indiquent que 

l’utilisation du grade de Führman doit être remplacée par celle du grade nucléolaire 
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de l’ISUP (International Society of Urological Pathology) sauf dans les cas de cRCC 

et de pRCC (Bensalah et al. 2016). Cette classification définit également 4 

grades mais repose uniquement sur le critère de la taille du noyau : 

– grade 1 : nucléole peu ou pas visible au grossissement x400 (10µm) 

– grade 2 : nucléole visible au grossissement x400 (15µm)  

– grade 3 : nucléole visible au grossissement x100 (20µm)  

– grade 4 : pléomorphisme nucléaire et présence de cellules monstrueuses 

c) Systèmes pronostiques  

Plusieurs systèmes de pronostic sont utilisés que ce soit pour les cancers 

localisés ou métastatiques. Ils reposent sur la combinaison de différents facteurs : 

– clinique : évaluation du degré d'autonomie et de dépendance d'un patient 

par l’utilisation de l’index ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) ou de l’index 

de Karnofsky, symptômes locaux et systémiques, cachexie, délai entre le diagnostic 

et le traitement. 

– anatomique : classification TNM  

– histologique : grade de Führman/grade nucléolaire, sous-type histologique, 

composante sarcomatoïde et/ou rhabdoïde, présence d’emboles vasculaires et 

présence de nécrose tumorale 

– biologique : polynucléaires neutrophiles, hémoglobine, plaquettes, LDH, 

calcémie 

Ces systèmes vont permettre de définir des groupes de bon ou mauvais 

pronostic et ainsi orienter le suivi des patients mais également de sélectionner des 

patients pour des études cliniques. 

G Voies moléculaires impliquées 

Le cancer du rein survient à la suite d’une série de mutations dans les cellules 

du néphron qui vont conduire à un dérèglement de la signalisation intracellulaire. 

Pour chaque type histologique de RCC, des voies moléculaires sont impliquées dans 

les étapes de la carcinogenèse rénales et seront prises en compte dans le choix 

thérapeutique. Dans le cadre du cRCC, deux voies présentent une importance 

majeure dans la biologie du cRCC, la voie VHL/HIF/VEGF et la voie PI3K/Akt/mTOR. 
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a) La voie VHL/HIF/VEGF 

Le cancer du rein est une tumeur richement vascularisée et présentant des 

taux de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) circulant élevés. Cela est dû à 

une activation constitutive de la voie VHL/HIF/VEGF dans une majorité de cRCC. 

Elle permet le développement d’une néoangiogenèse tumorale par la surexpression 

de facteurs proangiogéniques par les cellules tumorales, qui activeront à leur tour les 

cellules endothéliales pour la formation de nouveaux vaisseaux tumoraux (Edeline et 

al. 2010). 

L’inactivation du gène vhl, soit par mutations somatiques soit par 

hyperméthylation du promoteur, est retrouvée dans 70% des cRCC et n’est pas 

retrouvée dans les autres types de RCC (Gnarra et al. 1994). Le gène vhl code pour 

la protéine pVHL dont le rôle principal est la régulation du facteur HIF (Hypoxia 

Inducible Factor) (Figure 4). HIF est un facteur de transcription existant sous deux 

formes, HIF1 et HIF2, et composé de deux sous-unités, α et β, qui contrôle 

notamment l’expression des gènes de survie et de réponse au stress hypoxique 

dans les cellules.  

 

Figure 4 : La voie VHL/HIF/VEGF (Edeline et al. 2010) 
En présence d’oxygène, l’hydroxylation de HIF par la prolylhydroxylase (PHD) va 
permettre sa polyubiquitinylation par le complexe multiprotéique formé autour de 
pVHL (Rbx, Culin2, Elongin B et C, et Nedd8) et conduire à sa dégradation par le 
protéasome. En absence d’oxygène ou d’inactivation de VHL, HIFα va se lier à HIFβ 
dans le noyau et entraîner la surexpression de nombreux gènes liés à l’hypoxie en 
interagissant avec les domaines HRE (Hypoxia Responsive Element)  contenus dans 
les promoteurs de ces gènes cibles. 

En condition normoxique, la sous-unité α, qui est constitutivement exprimée, 

va être hydroxylée par la prolylhydroxylase puis reconnue par la protéine pVHL ce 
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qui va conduire au recrutement d’un complexe multiprotéique (Rbx, Culin2, Elongin B 

et C et NEDD8) induisant sa poly-ubiquitinylation qui entraine à son tour sa 

dégradation par le protéasome. En condition hypoxique ou en cas d’inactivation de 

vhl, HIFα va pouvoir s’hétérodimeriser avec la sous-unité β et jouer son rôle de 

facteur de transcription en allant se fixer sur ses gènes cibles présentant des 

éléments de réponses à l’hypoxie (HRE) (Kondo et Kaelin, 2001). 

Les gènes activés par HIF sont nombreux et présentent des fonctions très 

variées : l’angiogenèse (via VEGF et PDGFβ (Platelet-Derived Growth Factor)), le 

métabolisme cellulaire au niveau du transporteur au glucose (GLUT1), la prolifération 

cellulaire (avec l’implication du TGFα (Transforming Growth Factor)), la régulation de 

l’érythropoïèse (EPO). Ces facteurs, conduisent en situation physiologique, à faciliter 

la survie cellulaire en condition d'hypoxie, et en situation pathologique à stimuler la 

croissance tumorale et à stopper l’entrée des cellules en apoptose. 

L’inactivation du gène vhl permettant l’activation de la voie VHL/HIF/VEGF est 

un évènement primordial dans la carcinogenèse rénale. La surexpression des 

facteurs qui s’ensuit permet à la tumeur de croître, de proliférer, et lui confère un 

pouvoir métastatique. Cela fait de cette voie une cible thérapeutique majeure.  

b) La voie PI3K/Akt/mTOR 

La voie PI3K/Akt/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire souvent 

dérégulée dans les cancers. Les protéines la constituant sont pour la plupart des 

gènes suppresseurs de tumeurs ou des proto-oncogènes pouvant être mutés, 

délétés ou surexprimés et favorisant alors le développement tumoral. 

La voie PI3K/Akt/mTOR est activée suite à la fixation d’un facteur de 

croissance (EGF, IGF, HGF) sur son récepteur tyrosine kinase (RTK) ce qui va 

enclencher une cascade de phosphorylation : la PI3Kinase (PI3K), activée par le 

RTK, phosphoryle le phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) en phosphatidyl-

inositol-triphosphate (PIP3) qui active PDK1 (Pyruvate Dehydrogenase Kinase 1), qui 

active ensuite Akt qui finalement active mTOR (mammalian target of rapamycin) en 

inhibant TSC (Tuberous Sclerosis Complex) (Figure 5).  

mTOR est principalement activé par la voie PI3K/Akt mais peut également 

l’être par la voie des MAPKinases via ERK. mTOR est une kinase qui peut former 

deux complexes multiprotéiques : 
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- mTORC1, en association avec Raptor, va conduire à la surexpression et à la 

stabilisation d’HIF1α et contribuer à la néoangiogenèse. 

- mTORC2, en association avec Rictor, va phosphoryler les facteurs p70S6K 

et 4E-BP1, dont les substrats sont respectivement la protéine ribosomale p70S6 et le 

facteur d’initiation de la traduction eIF4E, et ainsi stimuler l’initiation de la traduction 

de protéines impliquées dans la prolifération (Cycline D1, c-myc). 

En situation physiologique, la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) régule cette voie en s’opposant à la PI3K par déphosphorylation de PIP3 

en PIP2 ce qui inhibe Akt. En situation cancéreuse, la voie PI3K/Akt/mTOR peut être 

altérée à de nombreux niveaux : (i) perte de fonction de PTEN par mutation, (ii) 

activation constitutive des RTK par surexpression ou par mutation ou (iii) mutation de 

PI3K et Akt. Toutefois, aucune mutation de mTOR n’est pour le moment connue ce 

qui en fait une cible thérapeutique intéressante (Dreyer et al. 2009). 

 
Figure 5 : La voie PI3K/AkT/mTOR (Edeline et al. 2010) 

Après fixation d’un facteur de croissance (FC) sur son récepteur, la PI3K activée 
phosphoryle le PIP2 en PIP3. Le PIP3 active PDK1, qui active ensuite Akt qui 
finalement active mTOR en inhibant TSC. mTOR régule des facteurs qui contrôlent 
des protéines-clés dans la traduction : d’une part, mTOR inhibe les protéines 4E-BP 
qui lient et inhibent le facteur initiateur de la traduction eIF4E, et d’autre part, mTOR 
active la p70S6K qui active la protéine ribosomale p70S6. Finalement, nous avons 
une stimulation de la traduction de protéines liées à la survie cellulaire via TORC1 et 
une augmentation de l’expression d’HIFα via TORC2.  
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H Traitement 

a) Chirurgie 

Malgré les récentes avancées dans le traitement du RCC, la thérapie de 

référence, que ce soit à un stade local ou avancé, reste l’exérèse chirurgicale. Dans 

le cas des tumeurs localisées, la néphrectomie partielle est privilégiée à la 

néphrectomie totale si celle-ci est techniquement possible. Elle permet ainsi de 

préserver une fonction rénale et donc d’améliorer la survie du patient (Scosyrev et al. 

2013). D’autres techniques dites thermo-ablatives existent, la radiofréquence et la 

cryothérapie sont celles utilisées actuellement tandis que d’autres sont en cours 

d’évaluation (micro-ondes, laser, ultrasons, radiothérapie). Ces techniques sont 

recommandées chez les patients, avec une tumeur de petite taille, qui ne sont pas 

de bon candidat pour la chirurgie à cause d’un risque de morbidité important 

notamment dû à un âge avancé (Ljungberg et al. 2015). 

Dans le cas des tumeurs localement avancées c’est à dire qu’elles ne sont ni 

intracapsulaires (pT1, pT2) ni métastatiques (M1), une néphrectomie totale est 

recommandée avec possibilité de curage ganglionnaire. Dans le cas des tumeurs 

métastatiques, une néphrectomie cyto-reductrice pourra être réalisée chez les 

patients de bon pronostic ou de pronostic intermédiaire avant un traitement médical 

(Zini et al. 2008). 

En cas de métastases, une chirurgie peut également être proposée afin 

d’améliorer la survie des patients. Concernant les métastases pulmonaires, 

hépatiques et pancréatiques, la métastasectomie totale améliore la survie globale 

(Alt et al. 2011). En cas de métastases osseuses ou cérébrales, l’exérèse 

chirurgicale peut également permettre d’améliorer la survie globale mais de manière 

moins importante (Fuchs et al. 2005 ; Shuch et al. 2008). 

b) Chimiothérapies classiques 

Les chimiothérapies cytotoxiques classiques ainsi que l’hormonothérapie et la 

radiothérapie n’ont pas montré d’efficacité dans le traitement du cancer du rein 

métastatique. 
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c) Immunothérapies 

Jusqu’en 2005, le traitement du cancer du rein métastatique était 

l’immunothérapie. Elle reposait sur l’utilisation de cytokines, molécules produites par 

les lymphocytes et participant à la défense de l’organisme contre les cellules 

cancéreuses, notamment l’interleukine 2 (IL-2) et l’interféron alpha (IFNα). Ces deux 

molécules ont permis d’obtenir des régressions importantes mais seulement chez 

une très faible proportion de patients et avec une toxicité importante.  

Actuellement seul l’IFNα est utilisé mais uniquement, en traitement de 

première ligne, à faible dose, en association avec une thérapies ciblée : le 

bevacizumab (Tableau 3). 

d) Thérapies ciblées 

De 2005 à 2015, le développement des thérapies ciblées a changé les 

schémas thérapeutiques. Il s’agit de molécules agissant sur l’une des deux voies de 

l’angiogenèse, soit une inhibition directe du VEGF sur son récepteur soit une 

inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR.  

Actuellement, 7 molécules sont disponibles en France : 

- 4 inhibiteurs de tyrosines kinases (TKIs) : le sunitinib (SUTENT® Laboratoire 

PFIZER), le sorafenib (NEXAVAR® Laboratoire BAYER), le pazobanib (VOTRIENT® 

Laboratoire GSK) et l’axitinib (INLYTA® Laboratoire PFIZER) 

- 1 anticorps monoclonal inhibiteur du VEGF : le bevacizumab (AVASTIN® 

Laboratoire ROCHE) 

- 2 inhibiteurs de mTOR : le temsirolimus (TORISEL® Laboratoire WYETH) et 

l’éverolimus (AFINITOR® Laboratoire NOVARTIS) 

L’efficacité de ces molécules a été principalement évaluée pour le cRCC. Les 

recommandations actuelles dépendent dans un premier temps sur la classification 

pronostique et ensuite sur la ligne de traitement suivie (Tableau 3). 

Depuis septembre 2015, deux nouvelles thérapies sont développées en cas 

d’échec d’un premier traitement anti-VEGF. Le nivolumab (OPDIVO® Laboratoire 

BRISTOL-MYERS SQUIBB), il s’agit d’un anticorps monoclonal qui se lie au 

récepteur PD-1 (Programmed death 1) et bloque ainsi son interaction avec ses 

ligands PD-L1 et PD-L2. Il potentialise ainsi la réponse immunitaire vis à vis des 
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cellules cancéreuses. Il a été approuvé par l’agence européenne du médicament en 

octobre 2016 comme traitement du cRCC métastatique en cas d’échec d’un 

traitement par un anti-VEGF. Il présente une survie plus importante que l’éverolimus 

avec une meilleure tolérance et une meilleure qualité de vie. Un nouvel inhibiteur de 

tyrosine kinase est également disponible, le cabozantinib (CABOMETYX® 

Laboratoire IPSEN PHARMA) présentant une activité anti-MET, anti-VEGFR-1,-2 et -

3 et anti-AXL. Il présente une meilleure survie sans progression et une meilleure 

survie que l’éverolimus. Il a été approuvé par l’agence européenne du médicament 

en janvier 2017 comme traitement de seconde ligne (www.has-sante.fr). 

Tableau 3 : Synthèse des recommandations des traitements 
systémiques dans le cRCC métastatique 
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II Les microARNs 

Les microARNs sont une nouvelle classe de petits ARNs non codants de 20-

22 nucléotides. Ils permettent la régulation post-transcriptionelle de protéines cibles 

en s’appariant de manière spécifique aux ARNs messagers. Ils inhibent leur 

traduction ou entrainent leur dégradation et, dans d’autres cas, activent leur 

traduction. Ils permettent la régulation d’au moins 50% des gènes codants pour des 

protéines impliquées dans de nombreux processus cellulaires (prolifération, 

différenciation et apoptose) et sont associés à de nombreuses pathologies 

humaines. 

A Les petits ARNs régulateurs 

Après analyse du génome, on s’est rendu compte que 70% de celui-ci était 

activement transcrit mais que seulement 1,2% codait pour des protéines. Il existe 

donc de nombreux ARNs non codants. Parmi eux, nous trouvons des ARNs de 

structure tels que les ARNs de transfert (ARNt), les ARNs ribosomiques (ARNr) et 

les petits ARNs nucléaires (snARN) mais nous trouvons également de nombreux 

petits ARNs régulateurs (Birney et al. 2007). 

Tableau 4 : Classification des ARNs régulateurs  
(adapté de Cech et Steitz. 2014) 

 
Chez les eucaryotes, il existe plusieurs types de petits ARNs régulateurs 

endogènes classés dans 3 grandes catégories selon leur nature, leur mode d’action 

et leur cofacteurs (Tableau 4) : les siARNs endogènes (small interfering RNA), les 

microARNs (microARN) et les piARNs (PIWI interacting RNA) (Kim et al. 2009). Plus 
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récemment, il a été mis en évidence une nouvelle catégorie ; les lncARNs (long non 

coding RNA) (Gutschner et Diederichs 2012). 

B Découverte de l’interférence 

Le premier phénomène de l’interférence a été découvert en 1990 par l’équipe 

de Jorgensen (Napoli et al. 1990). En voulant surexprimer le gène de la Chalcone 

synthase, qui permet la coloration violette chez le pétunia, par l’introduction de 

copies supplémentaires de celui-ci, ils ont obtenu le résultat inverse. En effet, les 

fleurs obtenues étaient soit totalement soit partiellement blanches et leur taux 

d’ARNm était inférieur à celui des fleurs sauvages. Ils ont appelé ce mécanisme la  

« co-suppression » où les deux copies du gène (endogène et exogène) interagissent 

de manière négative en se « co-supprimant ». 

En 1998, Andrew Fire et Craig Mello décrivent pour la première fois le 

mécanisme d’inactivation des gènes par l’ARN interférence (ARNi) chez 

Caenorhabditis elegans (Fire et al. 2008). Ils montrent que l’injection d’un ARN 

double brin homologue au gène ciblé inhibe de manière spécifique et efficace 

l’expression endogène de ce gène et cela de façon plus importante que l’injection 

d’ARN simple brin sens ou antisens. Ces travaux ont été récompensés en 2006 par 

le Prix Nobel de Médecine et de Physiologie pour la découverte de l’ARNi. 

C Découverte des microARNs 

En parallèle à la découverte du mécanisme de ARNi, différentes études sur C. 

elegans ont permis de mettre en évidence l’existence de petits ARNs interférents 

transcrits à partir du génome cellulaire : les microARNs. Le premier microARN 

découvert en 1993 par les équipes de Victor Ambros et Gary Ruvkun est lin-4 

impliqué dans le développement larvaire (Lee et al. 1993). Ils ont montré que le gène 

lin-4 ne codait pas pour une protéine mais pour deux transcrits de petites tailles dont 

une partie est partiellement complémentaire à une partie du 3’-UTR de l’ARNm de 

lin-14 permettant ainsi la régulation de sa traduction par une interaction ARN-ARN. 

En 2000, l’équipe de Ruvkun découvre un second microARN ; let 7 qui inhibe 

l’expression de lin-41 impliqué dans le développement larvaire de C.elegans. 

(Reinhart et al. 2000). Contrairement à lin-4, let-7 présente de nombreux 

homologues chez d’autres organismes notamment chez les mammifères (Pasquinelli 

et al. 2000). 
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Depuis, il a été mis en évidence par diverses équipes l’existence de nombreux 

gènes codants pour des petits ARNs semblables à lin-4 et let-7. Il existe des 

microARNs chez beaucoup d’organismes aussi éloignés que les végétaux et les 

animaux mais ils sont absents chez les organismes unicellulaires que ce soit les 

bactéries ou les levures. Les voies de biogenèse et les mécanismes d’action sont 

différents chez les végétaux et les animaux. De plus aucune famille de microARN 

n’est conservée entre les deux espèces ce qui suggère une origine différente au 

cours de l’évolution. Chez les animaux, de nombreux microARNs sont conservés 

chez des espèces aussi différentes que le nématode, la drosophile et l’homme 

montrant ainsi l’importance de leur rôle au cours de l’évolution (Ibanez-Ventoso et al. 

2008). De nos jours, plus de 1 000 microARNs humains ont été identifiés, séquencés 

et annotés dans le génome (www.mirbase.org). 

D Organisation génomique 

Les microARNs sont dans 40% des cas au sein d’unités transcriptionnelles 

codant des protéines et dans 60% des cas dans des gènes non codants. Environ 

40% des gènes codant pour un microARN sont dans des unités introniques connues 

du génome (Griffiths-Jones et al. 2008 ; Rodriguez et al. 2004 ; Saini et al. 2007). Ils 

sont dans la majorité des cas transcrits à partir du promoteur de leur gène hôte et 

sont alors obtenus par épissage alternatif. Dans d’autres cas transcrits à partir d’un 

promoteur indépendant et, dans de rares cas, un microARN peut être transcrit à 

partir de deux promoteurs différents. Quelques microARNs sont présents dans des 

régions exoniques, il s’agit alors principalement des gènes non codants. Un tiers des 

microARNs sont organisés en « cluster », et sont transcrits en un seul pri-microARN 

polycistronique qui sera ensuite clivé en plusieurs microARNs (Lee et al. 2002).  

E Biogenèse des microARNs 

a) Transcription du pri-microARN 

La synthèse des microARNs est complexe et implique de nombreuses 

enzymes et protéines (Figure 6). Les microARNs sont transcrits dans le noyau dans 

la majorité des cas par l’ARN polymérase II (Lee et al. 2004) mais certains semblent 

être transcrits par l’ARN polymérase III (Borchert et al. 2006). Ils forment alors un 

long précurseur primaire de plusieurs kilobases. Ces transcrits primaires sont 

composés d’une tige d’environ 33 paires de base, d’une boucle terminale reliant les 
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deux brins de la tige ainsi que de séquences « flanquantes » simple brin. Ils portent 

alors tout comme les ARNm des marques caractéristiques telles que la coiffe 

représentée par la structure 7-méthyl-guanosine (m7G) à l’extrémité 5’ et la queue 

poly-A à l’extrémité 3’. 

  

Figure 6 : Voie canonique de la biogenèse des microARNs  
(d’après Winter et al. 2009) 

La synthèse des microARNs commence dans le noyau par la transcription par l’ARN 
polymérase de type II du pri-microARN qui est ensuite clivé par la RNase Drosha 
pour donner le pré-microARN. Le pré-microARN est ensuite exporté vers le 
cytoplasme via l’exportine 5 afin d’y être clivé par le complexe Dicer et donner un 
microARN double brin. Le brin mature est pris en charge par le complexe RISC qui le 
dirige vers son ou ses ARNm cibles pour induire sa dégradation, l’inhibition ou 
l’activation de sa traduction.  

b) Maturation 

Formation du pré-microARN dans le noyau 

Le pri-microARN va alors subir un premier clivage dans le noyau afin de 

donner un pré-microARN d’environ 70 nucléotides ayant une structure tige-boucle 

avec deux brins complémentaires. Le microprocesseur nucléaire composé de 
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Drosha, une RNAse de type III et de DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 

Gene 8) va permettre ce clivage. DGCR8 est une protéine possédant des domaines 

de fixation à l’ARN double brin. Elle reconnaît une structure particulière se trouvant à 

la jonction ARN double brin et de l’ARN simple brin permettant le bon positionnement 

du microprocesseur sur le pri-microARN et ainsi un bon positionnement du site 

catalytique de Drosha aboutissant au clivage et à la formation du pré-microARN 

(Denli et al. 2004 ; Gregory et al. 2004 ; Han et al. 2004). Ce processus se fait de 

manière co-transcriptionnelle n’entravant pas la bonne transcription du gène hôte 

(Morlando et al. 2008). 

Export du pré-microARN vers le cytoplasme 

Le pré-microARN va ensuite être pris en charge par l’Exportine-5 (XPO5) pour 

être exporté dans le cytoplasme via les pores nucléaires (Yi et al. 2003). La fixation 

du pré-microARN à l’Exportine-5 est dépendante d’une Ran GTPase. Le complexe 

premiR/XPO5/RanGTP assure une protection contre la dégradation par les 

nucléases. L’hydrolyse du GTP en GDP permet la libération du pré-microARN dans 

le cytoplasme (Zeng et Cullen 2004). 

Formation du microARN mature dans le cytoplasme 

Le pré-microARN libéré dans le cytoplasme va être pris en charge par le 

complexe RLC (RISC loading complex) composé de Dicer, une seconde RNase de 

type III associée aux protéines TRBP, PACT et Ago2 (Macrae et al. 2008). Le pre-

microARN va alors subir un second clivage via Dicer pour donner un duplex 

microARN-microARN de 22 nucléotides. Le brin dit passager va être éliminé tandis 

que le brin guide va être incorporé au complexe RISC (RNA-induced silencing 

complex). Après dissociation du RLC, le complexe RISC activé, composé du 

microARN mature et de la protéine Ago2, va conduire le microARN mature vers son 

ARNm cible et conduire ainsi au « silencing » (Kim et al. 2007). 

F Nomenclature des microARNs  

Un système de nomenclature a été mis en place selon plusieurs critères 

(Griffiths-Jones et al. 2006). Il est indiqué dans un premier temps par un préfixe en 3-

4 lettres précisant l’espèce d’origine comme hsa-miR-101 pour homo sapiens. 

Ensuite, viens l’annotation « miR » pour les microARNs matures ou « mir » pour leur 

précurseur ou leur gène codant suivi d’un tiret et d’un numéro s’appuyant sur l’ordre 

de leur découverte.  
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Lorsque deux microARNs matures ne différent que d’un ou deux nucléotides, 

on ajoute comme suffixe deux lettres différentes, mmu-miR-10a et mmu-miR-10b par 

exemple. 

Lorsque deux microARNs matures proviennent de deux précurseurs différents 

et possèdent la même séquence mature, on ajoute comme suffixe un numéro 

supplémentaire, dme-mir-281-1 et dme-mir-281-2 par exemple. 

Lorsqu’un pré-microARN aboutit à deux microARNs matures, on ajoute 

comme suffixe -5p ou -3p pour indiquer le brin d’origine (5’ ou 3’), miR-17-5p et miR-

17-3p par exemple. 

G Mode d’action 

a) Interaction microARN-ARNm cible 

La régulation par les microARNs est spécifique grâce à l’appariement du 

microARN mature avec une séquence complémentaire située dans l’ARNm cible 

appelée MRE (miRNA Response Element). Dans 46% des cas, cette séquence se 

trouve au niveau du 3’-UTR de l’ARNm ; dans 50% au niveau de la partie codante et 

dans 4% au niveau du 5’-UTR (Thomson et al. 2011). Dans le règne animal, dans la 

majorité des cas, la complémentarité entre le microARN et la séquence MRE de 

l’ARNm cible est imparfaite ce qui conduira à un blocage de la traduction, en cas 

d’appariement parfait l’ARNm sera dégradé.  

 

Figure 7 : Règles classiques d'appariement entre microARN et ARNm cible 
(Filipowicz et al. 2008) 

L’hybridation entre un microARN et l’ARNm cible dans le règne animal est 
incomplète. Il existe des mésappariements dans la région centrale tandis qu’il y a un 
appariement parfait au niveau de la partie 5’ du microARN (encadré rouge) et des 
nucléotides de l’ARNm (encadré vert) et un appariement plus ou moins parfait au 
niveau de la partie 3’ du microARN et des nucléotides de l’ARNm (encadrés rose). 

Les règles d’appariement les plus classique consistent, premièrement à un 

appariement parfait entre l’ARNm et les nucléotides 2-8 en 5’ du microARN qui 
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constitue la séquence « seed ». Deuxièmement, des mésappariements sont 

retrouvés au niveau de la région centrale qui protège l’ARNm d’un clivage par la 

protéine Ago2 contenu dans le complexe RISC. Et finalement, nous retrouvons un 

appariement plus ou moins parfait au niveau de la région 3’ pour augmenter la 

spécificité d’interaction et compenser les mésappariements centraux (Figure 7) 

(Filipowicz et al. 2008).  

En suivant ces règles d’appariement, des outils bioinformatiques tels que 

TargetScan permettent de prédire les cibles des microARNs. Il existerait plusieurs 

centaines de cibles pour un seul microARN. Toutefois, des méthodes expérimentales 

sont nécessaires afin de valider ces cibles. Elles s’appuient sur la surexpression ou 

l’inhibition du microARN d’intérêt suivi de la mesure de l’expression de la cible 

prédite mais également sur l’utilisation de gène rapporteur tel que la luciférase 

couplée au 3’-UTR de l’ARNm ciblé. 

b) Le miRISC 

Les protéines Argonautes  

Les microARNs double-brin matures ne possèdent pas d’activité catalytique 

propre, leur activité biologique dépend donc de la formation du complexe RISC. Le 

complexe RISC minimal est composé du microARN mature qui est en interaction 

direct avec une protéine Argonaute qui constitue l’élément central du complexe sur 

lequel s’assemblent les autres partenaires.  

Les protéines AGO appartiennent à la famille Argonaute et jouent des rôles 

importants dans le développement embryonnaire, la différenciation cellulaire et le 

maintien des cellules souches (Peters et Meister 2007). Ces protéines sont classées 

en deux sous-familles en fonction des similitudes de séquence : les protéines de la 

sous-famille AGO et celles de la sous-famille PIWI. Chez les mammifères, les 

protéines AGO sont exprimées dans toutes les cellules et prennent en charge les 

siARNs et les microARNs, tandis que les protéines PIWI, dont l'expression est limitée 

aux lignées germinales, n’interagissent qu’avec les piARNs (Meister et al. 2004 ; 

Meister et Tuschl 2004).  

Les protéines Argonautes ont une masse moléculaire d’environ 100 kDa. Elles 

ont une structure commune composée de 4 domaines (Figure 8) : le domaine  

N-terminal (N), le domaine PAZ (PIWI-ARGONAUTE-ZWILLE), le domaine MID et le 

domaine PIWI. Des études ont montré que les protéines Argonautes présentent une 
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structure bilobée avec d’un côté les domaines N et PAZ et de l’autre les domaines 

MID et PIWI (Yuan et al. 2005 ; Höck et al. 2007)  

Le domaine PAZ reconnaît et se fixe au niveau de l’extrémité 3’ sortante du 

duplex microARN/ARNm tandis que le domaine MID forme une poche de fixation 

pour l’extrémité 5’. Le domaine PIWI forme une poche hydrophobe contenant le 

domaine catalytique RNase H constitué de résidus conservés (D597, E637, D669 et 

H807) (Song et al. 2003). La fonction du domaine N est encore peu étudiée, il 

semblerait avoir un rôle dans l’assemblage du complexe RISC (Kwak et Tomari, 

2012). 

Chez les mammifères, il a été montré l’existence de 4 protéines Argonautes 

(Ago1-4) mais seule Ago2 possède une activité catalytique endonucléase capable de 

cliver l’ARNm cible (Liu et al. 2004). 

 
Figure 8 : Structure des protéines Argonautes (Kuhn et Joshua-Tor 2013) 

Le domaine PAZ (en rouge) se trouve à côte du domaine N (en bleu) et est important 
pour la fixation de l’extrémité 3’ du microARN. Le domaine MID (en vert) permet de 
fixer l’extrémité 5’ du microARN. Le domaine PIWI (en rouge) renferme les résidus 
catalytiques permet le clivage endonucléolytique.  

Les protéines GW182 

Les protéines de la famille GW182 (glycine-tryptophan repeat-containing 

protein of 182 kDa) sont retrouvées au niveau du complexe miRISC où elles vont 
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jouer un rôle important pour l’inhibition de l’expression de l’ARNm cible par les 

microARNs. Elles sont également retrouvées au niveau de foci cytoplasmiques 

appelés corps-P ou corps-GW contenant des enzymes de dégradation des ARNm et 

impliqués dans le catabolisme et le stockage des ARNm non traduits (Eystathioy et 

al. 2003). Chez l’homme, il existe 3 protéines GW182 : TNRC6A, TNRC6B et 

TNRC6C pour trinucleotide repeat-containing protein. 

Les protéines GW182 vont interagir avec les protéines AGO afin de conduire 

au « silencing » dépendant des microARNs. L’interaction va se faire au niveau du 

domaine PIWI d’AGO et du domaine ABD (AGO-binding domain) présent au niveau 

du segment Nt des protéines GW182 constitué de nombreuses répétitions GW, WG 

ou GWG. Le complexe AGO-GW182 va alors conduire au « silencing » de l’ARNm 

cible soit par inhibition de la traduction soit par dégradation de l’ARNm.  

Le domaine Nt est suivi d’un domaine UBA-like (ubiquitine-associated domain) 

et d’un domaine riche en résidus glutamine (Q-rich) permettant la localisation des 

protéines GW182 dans les corps-P. L’extrémité Ct contient le domaine RRM (RNA 

Recognition Motif) impliqué dans la déstabilisation et l’inhibition de la traduction de 

l’ARNm (Baillat et Shiekhattar 2009 ; Zipprich et al. 2009) (Figure 9). 

Les protéines GW182 vont avoir différents partenaires pour conduire à la 

dégradation des ARNm ; elles vont interagir avec la protéine PABP (cytoplasmic 

poly(A)-binding protein) mais aussi avec les complexe de déadenylation PAN2-PAN3 

et CCR4-NOT. Leur mode d’action sera décrit plus précisément dans la partie c «  

Mécanismes de régulation ». L’inhibition de la traduction peut se faire à différentes 

étapes qui seront décrites également dans la partie c) (Zielezinski et Karlowski 

2015). 

 

Figure 9 : Structure des protéines GW182 
Les protéines GW182 sont constituées d’un domaine Nt ou N GW182 (en violet) 
capable d’interagir avec les domaines MID et PIWI des protéines AGO. Les 
domaines UBA (en bleu) et Q-rich (en vert) sont responsables de la localisation des 
protéines GW182 dans les corps-P. Le domaine RRM au niveau Ct (en orange) est 
impliqué dans la déstabilisation et l’inhibition de la traduction de l’ARNm.  
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c) Mécanismes de régulation 

Inhibition de la traduction 

Les mécanismes impliqués dans l’inhibition de la traduction restent sujets à 

controverses. Plusieurs études montrent un blocage de l’initiation de la traduction 

tandis que d’autres montrent une régulation pendant l’étape d’élongation.  

De nombreuses études ont montré que les microARNs entrainaient une 

diminution de l’expression protéique de la cible sans changement de son taux 

d’ARNm suggérant donc un blocage de la traduction (Doench et Sharp, 2004 ; Pillai 

2005). La coiffe m7G et la queue poly(A) sont nécessaires à la répression de la 

traduction induite par les microARNs. Ces données suggèrent que le blocage de la 

traduction par les microARNs intervient à l’étape d’initiation. Les mécanismes 

proposés sont l’inhibition de la reconnaissance de la coiffe (Mathonnet et al. 2007 ; 

Thermann et Hentze 2007 ; Wakiyama et al. 2007 ; Wang et al. 2006) ou l’inhibition 

du recrutement de la sous-unité 60S du complexe ribosomique (Chendrimada et al. 

2007 ; Wang et al. 2008). 

D’autres données indiquent une inhibition de la traduction après l’étape 

d’initiation confortée par l’observation d’une association des microARNs aux 

polysomes (Huntzinger et Izaurralde, 2011). Les mécanismes impliqués seraient un 

détachement des ribosomes pendant l’élongation ou une dégradation du peptide 

naissant (Petersen et al. 2006).  

Deadenylation et dégradation de l’ARNm 

Les études initiales sur le rôle des microARNs montraient que le niveau des 

ARNm réprimés restait inchangé ce qui suggérait que la répression dépendante des 

microARNs n’affecte pas la stabilité des ARNm. Différentes études réalisées sur 

l’animal, des cellules en culture ou encore des extraits cellulaires, ont montré depuis 

que la répression de nombreuses cibles de microARNs s’accompagne de leur 

déadénylation et de leur dégradation (Wu et al. 2006 ; Eulalio et al. 2008). 

Les protéines GW182 recrutées par AGO entraine une déadénylation de 

l’ARNm cible en recrutant le complexe CCR4-NOT1 puis le complexe DCP1-DCP2 

permet le décoiffage et enfin la digestion exonucléolytique 5’-3’ est effectuée par 

XRN1 (Behm-Ansmant et al. 2006 ; Chen et al. 2009).  
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Activation de la traduction 

Ces dernières années, deux études sont venues bousculer le mécanisme de 

régulation négative de l’expression génique par les microARNs puisque des 

microARNs ont été retrouvés associés à une régulation positive. 

Dans la première étude publiée en 2007, l’équipe de Vasudevan a montré que 

la formation d’un complexe ribonucléoprotéique au niveau du 3’-UTR de l’ARNm 

codant la protéine TNFα (Tumor necrosis factor alpha) induisait l’activation de sa 

traduction dans les cellules HEK293. En effet, lors de l’entrée en quiescence des 

cellules, le miR-369-3 va se fixer au niveau des séquences ARE (AU rich element) 

présentes au niveau du 3’-UTR permettant ainsi le recrutement de Ago2 et de FXR1 

(Fragile X mental retardation-related protein 1) et l’activation de la traduction de la 

protéine TNFα (Vasudevan et al. 2007). 

Dans la seconde étude publiée en 2008, miR-10a va se fixer au niveau de 

motif TOP (5’-terminal oligopyrimidine tract) présent dans le 5’-UTR d’ARNm codant 

des protéines ribosomales pour stimuler leur traduction. En stimulant ainsi la 

biogenèse des ribosomes, miR-10a serait donc un régulateur positif global de la 

synthèse protéique (Orom et al. 2008). 

H Intérêt clinique dans le cadre du cancer du rein  

Les microARNs jouent un rôle important dans l’homéostasie et la 

physiopathologie. En effet, une dérégulation de leur expression a été démontrée 

dans de nombreuses maladies (inflammation, cancer...). Les gènes codant pour les 

microARNs sont fréquemment trouvés dans des régions génomiques impliquées 

dans les cancers (Calin et al. 2004). Des études de microarray chez des patients 

atteints de cancer du rein ont notamment montré une expression différentielle dans 

le tissu tumoral par rapport au tissu sain. Certains microARNs sont surexprimés et 

jouent alors le rôle d’oncogène, on les nomme oncomiRs, tandis que d’autres sont 

sous exprimés et sont alors considérés comme des suppresseurs de tumeurs. En 

tant que biomarqueurs, ils pourraient donc être des outils utiles pour le diagnostic, le 

pronostic et le suivi de la maladie. 

Les microARNs peuvent être sécrétés et se retrouver dans des fluides 

biologiques tels que le sang ou les urines (Weber et al. 2010). Ces microARNs 

circulants représentent de nouveaux biomarqueurs non invasifs et résistants aux 

conditions drastiques (pH extrêmes, cycle de congélation/décongélation, chauffage, 
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stockage prolongé) dans lesquelles la plupart des ARNs sont dégradés (Chen et al. 

2008). La dérégulation de leur expression est un événement précoce au cours de la 

tumorigenèse et leur dosage dans les fluides biologiques pourrait donc permettre la 

détection précoce des cancers, de suivre ou de prédire la réponse aux traitements et 

d'avoir une valeur pronostique (Cortez et al. 2011). De plus, les microARNs 

représentent des nouvelles cibles thérapeutiques potentielles en restaurant ou en 

bloquant leur expression (Nana-Sinkam et Croce 2013).  

a) Comme biomarqueurs 

Diagnostic 

 

Figure 10 : Schéma récapitulatif de l'étude de microarray permettant de 
différencier les différents types de cancer du rein à l'aide du profil d'expression 

de 14 microARNs (Powers et al. 2011) 

Il est important de distinguer les différents sous types de cancer du rein car le 

pronostic et la thérapie à mettre en place seront différents en fonction du sous-type 

et le diagnostic par simple étude morphologique n’est pas totalement spécifique. Une 

étude a montré qu’il était possible de différencier les quatre types de cancer du rein 

par leur profil d’expression en microARNs. Ils ont effectué une étude de microarray et 

de caryotype par SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sur des tissus de pRCC, 

chRCC et de cRCC ainsi que sur des OC et des reins sains. Les anomalies 
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chromosomiques identifiées ne peuvent toutefois pas être corrélées au profil 

d’expression des microARNs. Ils ont obtenu 14 microARNs dérégulés dans les tissus 

tumoraux par rapport aux tissus sains permettant de différencier les 4 sous-types de 

tumeurs rénales (Figure 10). miR-21, connu pour être un oncomiR surexprimé dans 

de nombreux cancers, est retrouvé surexprimé seulement dans les cRCC et pRCC 

qui sont les deux formes les plus agressives (Powers et al. 2011). 

Une autre équipe s’est intéressée à l’expression des microARNs à la fois dans 

le tissu tumoral et le sérum en effectuant une analyse par TLDA (TaqMan Low 

Density Array). Ils ont trouvé 36 microARNs à la fois surexprimés dans la tumeur et 

le sérum comparé à des tissus et sera sains. Ils ont sélectionné 7 microARNs 

candidats et ont vérifié leur expression par qPCR dans une cohorte de sera issus de 

patients atteints de cRCC et de patients sains. Pour la validation, ils ont déterminé 

l’expression de miR-1233 dans 3 cohortes indépendantes composées de tumeurs 

malignes, de tumeurs bénignes et de tissus sains. Ils ont retrouvé une surexpression 

au niveau des cRCC, des pRCC et des chRCC mais également au niveau des 

tumeurs bénignes ce qui ne permet pas de considérer ce microARN comme un bon 

marqueur diagnostique (Wulfken et al. 2011). 

Tableau 5 : MicroARN permettant de distinguer en 4 étapes un rein normal des 
différents sous types de carcinomes rénaux (Youssef et al. 2011) 

 

De nombreuses autres études ont déterminé des profils d’expression de 

microARNs que ce soit dans la tumeur primitive ou dans le sérum. Ainsi, Youssef et 

al ont développé un outil permettant de distinguer les différents sous types de cancer 

du rein en fonction du profil de microARNs en seulement 4 étapes en suivant un 

système de classification permettant de créer un arbre hiérarchique de décision 

(Tableau 5) (Youssef et al. 2011). Tandis que Redova et al ont montré que la simple 

combinaison de l’expression de miR-378 et miR-451 dans le sérum permettait de 
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discriminer un patient atteint de cancer du rein d’un patient sain (Redova et al. 2012). 

Toutes ces études nécessitent la validation clinique pour l’utilisation de ces 

microARNs pour le diagnostic.  

Pronostic/Prédictif 

Les microARNs régulent de nombreux processus cellulaires ce qui suggère 

qu’ils pourraient être impliqués dans le pronostic du cancer ou dans la réponse aux 

thérapies. L’identification de ces biomarqueurs est nécessaire pour le suivi des 

patients. 

De nombreuses études ont montré qu’il existe des microARNs dont 

l’expression est associée avec un mauvais pronostic c’est-à-dire soit avec une faible 

survie ou une récurrence précoce après néphrectomie. Ainsi en 2009, une première 

étude de microarray a pu mettre en évidence à la fois un profil d’expression de 

microARNs associé à chaque sous type de carcinomes rénaux mais également 

associé aux cRCC de mauvais ou bon pronostic défini en fonction de la survie à 5 

ans post-néphrectomie. Ils identifient ainsi la surexpression de miR-32 comme 

associée à un mauvais pronostic (Petillo et al. 2009). L’équipe de Vyzula a établi un 

profil d’expression permettant d’identifier les patients avec un haut risque de récidive 

après néphrectomie. Pour cela, ils ont effectué une technique de TLDA sur une 

cohorte de patients atteints de cRCC dont les données cliniques étaient connues. 

Après validation, ils montrent une sous expression de 6 microARNs chez les patients 

développant une récidive. Une analyse par Kaplan-Meier montre que l’expression de 

miR-127-3p, miR-145 et miR-126 est significativement corrélée avec la survie sans 

récidive (Slaby et al. 2012). 

20 à 30% des patients présentent des métastases au moment du diagnostic et 

un tiers en développeront après néphrectomie. Il est donc important pour les 

cliniciens d’identifier une signature de microARNs corrélée au risque métastatique. 

Une étude de microarray a comparé l’expression des microARNs à la fois dans le 

tissu sain, dans la tumeur primitive de patients non métastatiques et dans des 

tumeurs osseuses provenant de patients métastatiques. Ils ont ainsi établi un profil 

d’expression différent dans les trois populations (Wotschofsky et al. 2012). La tumeur 

primitive est donc différente de la métastase ce qui suggère un traitement différent 

de la tumeur primitive et des métastases. Ce qui serait plus relevant serait d’identifier 

des différences d’expression entre des tumeurs primitives de patients non 



 

 41 

métastatiques comparées à des tumeurs primitives de patients métastatiques afin 

d’avoir un biomarqueur prédictif de la survenue des métastases. L’équipe de Vyzula 

s’est donc intéressée à l’expression de microARNs identifiée dans des études de 

microarray précédentes afin de la corréler avec la survie sans récidive et de trouver 

un biomarqueur prédictif des métastases après néphrectomie. Pour cela, ils ont 

analysé leur expression dans une cohorte de cRCC venant de patients ayant 

développé des métastases précoces ou en rémission. Ils ont identifié un niveau plus 

faible de miR-155, miR-106a et miR-106b chez les patients métastatiques mais seul 

miR-106-b atteint la significativité. Une analyse de Kaplan-Meier a montré qu’il existe 

bien une corrélation de l’expression de miR-106-b avec la survie sans récidive (Slaby 

et al. 2010). Une étude de 2012 établie une signature de 4 microARNs afin de 

déterminer le statut métastatique des patients atteints de cRCC. miR-199-5p et miR-

130b sont surexprimés dans les tumeurs métastatiques tandis que miR-10b et miR-

139-5p sont sous exprimés. L’expression de ces 4 microARNs dans la tumeur 

primaire permet d’établir un score qui évalue le risque plus ou moins important de 

développement de métastases (Wu et al. 2012). Ces études nécessitent une 

validation clinique sur des cohortes plus larges et indépendantes afin que leur 

détection puisse être appliquée en routine.  

Une des caractéristiques principales du cRCC est leur forte chimiorésistance. 

Il est donc nécessaire de trouver un ou des biomarqueurs permettant de déterminer 

la réponse aux différents traitements afin de pouvoir proposer une thérapie adaptée 

aux patients. Une première étude de 2013 a comparé les profils d’expression en 

microARNs dans des tissus de patients atteints de cRCC ayant reçus du sunitinib en 

traitement de première ligne. miR-141 est significativement sous exprimé chez les 

patients mauvais répondeurs (avec une progression de la maladie dans les 6 mois 

après le traitement) par rapport aux bon répondeurs (survie sans progression de la 

maladie dans les 1 an après le traitement). La surexpression in vitro de miR-141 

conduit à une inversion de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et à une 

sensibilité accrue à l’hypoxie (Berkers et al. 2013). Il reste toutefois à déterminer si 

l’inversion de la TEM peut affecter la réponse au sunitinib. Une seconde étude a 

montré une forte expression de miR-942, miR-628-5p, miR-133a et miR-484 chez les 

patients résistants au sunitinib qui est corrélée à une progression de la maladie plus 

rapide et à une survie plus courte. Seul miR-942 atteint la significativité et pourrait 

servir de biomarqueur prédictif (Prior et al. 2014). 
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b) Comme thérapie 

L’avantage des microARNs est leur capacité à cibler plusieurs ARNm, parfois 

participant au même processus biologique (prolifération, migration, différenciation) ce 

qui leur donne une grande efficacité dans la régulation de ces processus. Il existe 

deux grandes stratégies pour l’utilisation des microARNs en thérapie : restaurer 

l’expression de microARNs dont l’expression est diminuée dans le cancer ou cibler 

les microARNs surexprimés afin d’inhiber leur action.  

Restauration 

La réexpression des microARNs suppresseurs de tumeurs dont l’expression 

est perdue ou diminuée dans les cellules tumorales peut se faire par l’utilisation soit 

de microARNs mimics soit de vecteur d’expression codant pour le microARN.  

Les microARNs mimics sont des oligonucléotides de synthèse qui imitent le 

microARN mature double brin endogène. Ils vont donc être pris en charge par le 

complexe RISC, une fois transfectés dans la cellule, pour donner un microARN 

mature simple identique au microARN endogène. Les modifications chimiques des 

mimics sont assez limitées du fait que cela modifierait l’efficacité de prise en charge 

par le complexe RISC. Afin d’augmenter leur entrée dans la cellule et leur stabilité, 

des systèmes d’administration basés sur l’utilisation de nanoparticules ont été 

développés (Rupaimoole et al. 2017). 

Il est possible d’utiliser des vecteurs d’expression tels que les adénovirus ou 

les lentivirus contenant la séquence codant pour le microARN qui une fois transcrite 

donnera un microARN double brin qui sera naturellement pris en charge par la 

cellule pour donner un microARN mature simple brin semblable au microARN 

d’intérêt. Leur avantage est que selon le promoteur utilisé dans la construction 

l’expression pourra être tissu spécifique (Bader et al. 2010).  

Inhibition 

Il est possible d’inhiber l’action des oncomiRs surexprimés dans les cellules 

tumorales par l’utilisation d’oligonucléotides antisens (ASO) également appelés anti-

miRs. Il s’agit d’oligonucléotides complémentaires à la séquence du microARN 

mature d’intérêt qui ont été modifiés chimiquement pour améliorer leur stabilité dans 

la cellule. Les antimiRs ont une forte spécificité et affinité pour leur cible, ils vont 
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donc se fixer au niveau de leur cible pour donner une structure double brin qui ne 

pourra être prise en charge par le complexe RISC et qui finira par être dégradée. 

Plusieurs modifications chimiques ont été développées pour donner soit les 

antagomiRs soit les locked nucleic acids (LNA). Les antagomiRs présentent l’ajout 

d’un groupement méthyle sur l’oxygène en 2’ du ribose ce qui augmente leur affinité 

de fixation et diminue leur digestion par les nucléases. Ils sont également couplés au 

cholestérol pour augmenter leur entrée dans la cellule. Les LNA possèdent un pont 

méthylène entre l’oxygène en position 2’ de l’ose et le carbone en 4’ ce qui leur 

donne l’avantage de former un complexe thermodynamique très stable avec l’ARN. 

Des tiny LNAs ont également été développés pour cibler spécifiquement la séquence 

« seed » en 5’ du microARN. Leur séquence courte de 8 nucléotides fait qu’ils ne 

sont pas spécifiques d’un seul microARN mais d’une famille de microARNs 

partageant la même séquence « seed » (Ling et al. 2013). 

D’autres stratégies basées sur l’utilisation de vecteur d’expression ont été 

développées afin d’inhiber l’action des oncomiRs. Les éponges à microARNs sont 

des ARNs contenant plusieurs sites de fixation à un microARN. Ces sites peuvent 

être identiques et ainsi cibler le même microARN pour ainsi augmenter l’inhibition 

mais ils peuvent également être différents pour ainsi cibler différents microARNs. Les 

microARNs « erasers » sont des ARNs contenant deux sites de fixation à un 

microARN. Les microARNs « target protector » sont des ARNs contenant une 

séquence « seed » identique d’un microARN afin de cibler le 3’-UTR de l’ARNm cible 

de ce microARN et le protéger ainsi de son action inhibitrice (Lorenzen et al. 2011). 

I miR-21 

MiR-21 semble être l’un des meilleurs marqueurs de dérégulation cancéreuse. 

En effet, dans une étude de l’expression des microARNs dans un panel de tissus 

représentant les tumeurs solides les plus fréquentes, il est le seul microARN retrouvé 

surexprimé dans tous les types de tumeurs (Volinia et al. 2005).  

a) Structure 

Le gène de miR-21 est situé sur le chromosome 17, il est localisé dans l’intron 

10 du gène TMEM49. Ils sont transcrits tous les deux dans la même direction mais à 

partir de promoteurs différents car leur expression n’est pas corrélée (Fujita et al. 

2008). De nombreuses études se sont intéressées à l’étude du promoteur de miR-21 
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et ont mis en évidence une complexité importante avec plusieurs sites d’initiation de 

la transcription (TSS) différents (Figure 11). C’est pourquoi nous avons décidé 

contrairement aux normes établies de commencer la numérotation de la séquence 

au début du pre-miR-21 qui lui est bien défini dans la littérature. 

 

 

Figure 11 : Représentation schématique du promoteur de miR-21 

Une première étude de l’équipe de Cullen a permis de montrer que les  

pri-microARNs tout comme les ARNm portaient une coiffe m7G en 5’ et une queue 

de poly(A) en 3’ (Cai et al. 2004). Parmi les 9 microARNs étudiés, ils ont mis en 

évidence la structure de miR-21 ainsi que la présence de deux TSS ; en -2444 et  

-2418 à partir de la séquence du pre-miR-21 (Figure 11) ; un site T1 dit mineur et un 

site T2 dit majeur (Figure 12) mais ces deux sites ne présentent pas de « TATA 

box » en amont. 

 
Figure 12 : Représentation schématique du gène de miR-21 (Cai et al. 2004) 

L’extrémité 3’ et le pri-microARN-21 ont été déterminés par RACE tandis que les 
deux sites d’initiation de la transcription indiquée par T1 et T2 ont été trouvé par 
RACE et extension d’amorce. Le site de polyadénylation, le site de clivage utilisé 
pour la polyadénylation ainsi qu’un possible ORF de 124 acides aminés sont 
également indiquéS. 

Une seconde étude a également caractérisé le promoteur de miR-21 (Fujita et 

al. 2008) (Figure 13). Ils ont mis en évidence par extension d’amorce un autre TSS 

se trouvant en amont de ceux décrit par Cai ; en -3365 à partir de la séquence du 

pre-miR-21 ; présentant cette fois ci une « TATA box ».  
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Figure 13 : Séquence de la région promotrice de miR-21 (Fujita et al. 2008) 

Les bases conservées à travers les vertébrés sont représentées en majuscules 
tandis les bases non conservées ou les délétions sont désignées par "n". La flèche 
indique le site d’initiation de la transcription du pri-miR-21. 

Fujta et al ont mis en évidence l’existence de plusieurs séquences conservées 

permettant la fixation d’éléments de réponse activateurs de la transcription au niveau 

de la région promotrice décrite. Il existe notamment 3 sites de fixation pour AP-1 

composé de sous-unités de la famille Fos et Jun mais également des sites de 

fixation pour p53 ou encore STAT3. Ils ont démontré par des expériences de retard 

sur gel et d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) que l’hétérodimère c-Fos/c-

Jun se fixait bien au niveau des éléments de réponse présents et activait ainsi la 

transcription du pri-microARN (Fujita et al. 2008). L’équipe de Zhu a re-confirmé par 

ChIP la fixation du facteur de transcription AP-1 au niveau des 3 éléments de 

réponses décrits par Fujita (Du et al. 2009). 

Une troisième étude a identifié, par la technique de RACE, deux nouveaux 

TSS se trouvant à -28 et -35 paires de bases de celui décrit par Fujita (Figure 14). Ils 

ont également mis en évidence un quatrième site de fixation pour AP-1 se trouvant 

en amont de ceux déjà confirmés et ont montré par ChIP que le facteur de 

transcription s’y fixait (Mudduluru et al. 2011). 

 

Figure 14 : Promoteur de miR-21 (Mudduluru et al. 2011) 
RTSSI représente le site majeur d’initiation de la transcription décrit par Cai tandis 
que RTSSII représente celui décrit par Fujita. NTSS correspond au nouveau site 
d’initiation de la transcription décrit par Mudduluru. 
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Deux éléments de réponse permettant la fixation de NF-κB sont présents en 

amont du promoteur décrit par Cai. Ling et al ont démontré par ChIP que la sous-

unité p65 de NF-κB se fixe au niveau du promoteur de miR-21 et active ainsi sa 

transcription (Ling et al. 2012). Une seconde étude a mis en évidence l’existence de 

deux sites de fixation à NF-κB supplémentaires se trouvant entre le TSS de Cai et le 

début de la séquence du pre-miR-21 (Zhou et al. 2010). Madhyastha et al ont montré 

que dans des conditions d’hyperglycémie, le TGFβ1 conduisait à une 

phosphorylation d’IκBα et ainsi à sa dégradation. Cela permet l’entrée dans le noyau 

de la sous-unité p65 qui se fixe au niveau des deux nouveaux sites de fixation décrits 

(Madhyastha et al. 2014). 

La spécificité tissulaire ou le type de cancer pourrait rendre compte de la 

multiplicité des sites d'initiation de la transcription. Ainsi, une étude a observé une 

induction supérieure de l'activité du promoteur identifiée par Fujita par rapport à celui 

identifié par Cai dans les cellules HeLa. Ils ont également remarqué que le 

promoteur décrit par Cai était plus actif dans les cellules HeLa alors qu’il ne l’est pas 

dans les cellules de mélanome (Ozsolak et al. 2008). 

b) Rôle de miR-21 

Au cours du développement 

Certains microARNs sont très conservés à travers les espèces tandis que 

d’autres sont spécifiques à un clade. Dans le cas de miR-21, un alignement de 

séquence du précurseur et du microARN mature a montré qu’il était hautement 

conservé à travers de nombreuses espèces. Cela suggère un rôle important dans la 

régulation des gènes (Selcuklu et al. 2009). 

MiR-21 joue un rôle très tôt dans le développement embryonnaire. En effet, 

des études sur le zebrafish ont montré que miR-21 était exprimé dès les stades 

précoces (12 h) et représentait 40% des microARNs de l’embryon (Chen et al. 2005). 

Une seconde étude a montré que les niveaux de miR-21 et de l’un de ses facteurs 

de transcription STAT3 augmentaient durant la transition maternelle zygotique, 

moment où les ARNm maternels sont dégradés pour laisser place aux ARNm 

zygotiques. MiR-21 semble donc jouer un rôle important mais encore mal défini dans 

la dégradation des ARNm maternels (Ramachandra et al. 2008).  
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MiR-21 serait également important au cours du développement pour réguler la 

pluripotence des cellules embryonnaires. Dans les cellules embryonnaires souches, 

l’expression de miR-21 est réprimée par le facteur REST. Lorsqu’un KO de REST est 

effectué dans des cellules embryonnaires souches, une perte de la capacité 

d’autorenouvelement de ces cellules est observée ainsi qu’une diminution des 

marqueurs Oct4, Nanog, Sox2 et c-Myc et un gain d’expression des marqueurs des 

différents lignages. Des effets similaires sont observés lorsque miR-21 est 

surexprimé avec une diminution de l’autorenouvelement des cellules et une 

diminution d’expression des marqueurs de cellules souches. MiR-21 joue donc un 

rôle dans la régulation de la balance entre différenciation et pluripotence (Singh et al. 

2008). 

MiR-21 joue également un rôle au cours de l’organogenèse notamment lors 

de la morphogenèse ramifiée qui est un processus important pour la formation de 

certains organes comme le rein ou le poumon. Pour que la morphogenèse se 

déroule correctement la matrice extracellulaire doit être dégradée par les 

métalloprotéases (MMP). L’expression des MMPs peut être régulée par le facteur de 

transcription AP-1 et son activité peut être inhibée par la protéine RECK. MiR-21 en 

ciblant à la fois RECK et PDCD4, inhibiteur d’AP-1, conduit indirectement à 

l’activation des MMP et ainsi à la dégradation de la matrice extracellulaire (Hayashi 

et al. 2011). 

En cancérogenèse  

La surexpression de miR-21 dans des tissus tumoraux a été montrée dans 

plusieurs études ce qui suggère son implication dans la cancérogenèse. L’étude de 

miRnome de Volinia sur 540 échantillons comprenant des tumeurs pulmonaires, 

mammaires, gastriques, prostatiques, coliques et pancréatiques aboutit à une 

signature de plusieurs microARNs surexprimés dans les tissus tumoraux. Seul  

miR-21 est retrouvé surexprimé dans les 6 types de tumeurs (Volinia et al. 2005). 

Plusieurs études ont montré le pouvoir oncogénique de miR-21. Il joue un rôle 

important dans les processus de prolifération, d’apoptose et d’invasion. L’inhibition 

de miR-21 conduit à un arrêt du cycle cellulaire, à une augmentation de l’apoptose et 

à une augmentation de la sensibilité aux chimiothérapies (Chan et al. 2014 ; Zhu et 

al. 2008 ; Park et al. 2009). 
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Dans le cancer du rein, miR-21 est surexprimé dans le tissu tumoral par 

rapport au tissu sain et son niveau d’expression permet de distinguer les différents 

sous-types de carcinomes rénaux. Son expression est significativement plus élevée 

dans les cRCC et les pRCC par rapport aux chRCC et aux OC (Faragalla et al. 

2012). De plus, une surexpression de miR-21 est corrélée à un stade et à un grade 

élevés avec une survie réduite et donc à un mauvais pronostic (Zaman et al. 2012). 

In vitro, l’inhibition de l’expression de miR-21 par des antagomiRs supprime la 

prolifération cellulaire et induit l’apoptose dans les lignées cancéreuses rénales 

(Zaman et al. 2012). MiR-21 cible de nombreux gènes notamment impliqués dans 

l’apoptose tels que le Fas ligand ou TIMP3 (Zhang et al. 2011). MiR-21 joue 

également un rôle dans les propriétés d’invasion des cellules cancéreuses rénales 

en ciblant des gènes comme TCF21 qui conduit à l’inhibition de KISS1 connu comme 

étant un gène suppresseur de tumeur impliqué dans la formation des métastases 

(Zhang et al. 2012). MiR-21 inhibe également PTEN ce qui favorise la prolifération et 

l’invasion des cellules cancéreuses rénales par la voie Akt/TORC1 (Dey et al. 2012). 

MiR-21 régule le voie de signalisation NF-κB via PTEN et PDCD4 qui font partie de 

ses cibles décrites (Bera et al. 2013 ; Bera et al. 2014). MiR-21 stimule également la 

TEM qui est un phénomène important dans les processus métastatiques (Cao et al. 

2016). 

La surexpression de miR-21 est un événement précoce dans la 

carcinogenèse rénale. Il pourrait donc servir de biomarqueur diagnostique afin de 

dépister plus tôt la tumeur et permettre une prise en charge rapide du patient. Il 

pourrait également servir de cible thérapeutique en inhibant son expression par 

l’utilisation d’anti-miR ou en empêchant sa fixation sur ses différentes cibles par 

différentes stratégies telles que le « Target protector » (Lorenzen et al. 2011). 
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III PPARα 

A Généralités 

PPARα/ NR1C1 appartient à la superfamille des récepteurs nucléaires PPAR 

(Peroxisome Proliferator Activated Receptor) dont fait partie également 

PPARβ/δ/NR1C2 et PPARγ/NR1C3 ; il s’agit de facteurs de transcription activés par 

un ligand. Ces trois PPAR présentent entre 78 et 86% d’homologie dans leur 

domaine de fixation à l’ADN et entre 63 et 71% dans leur domaine de fixation au 

ligand. Chaque isoforme est codée par son propre gène, a sa propre distribution 

tissulaire et sa propre fonction cellulaire. Le gène hPPARα est localisé sur le 

chromosome 22 en position 22q12-q13.1 et encode un polypeptide de 468 acides 

aminés. Il est principalement exprimé dans les tissus où le métabolisme des acides 

gras est important tels que le foie, le muscle squelettique, le cœur et le cortex rénal. 

Il est également retrouvé dans les cellules des parois vasculaires. Une fois activé, il 

joue un rôle dans la régulation du métabolisme lipidique et dans le contrôle de la 

réponse inflammatoire (Berger et Moller 2002). 

Comme tous les membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, 

PPARα est organisé en plusieurs domaines fonctionnels (Figure 15). 

 

Figure 15 : Structure fonctionnelle de PPARα 

- En position N-terminale, le domaine A/B, peu conservé entre les différents 

PPAR, possède une fonction de transactivation ligand-indépendante, AF-1, capable 

de lier des co-régulateurs 

- Le domaine C, très conservé, comporte le domaine de fixation à l’ADN 

(DBD) permettant de se fixer sur les séquences PPRE se trouvant dans le promoteur 

des gènes cibles  

- Le domaine charnière D, interagit avec des co-activateurs et des 

corépresseurs et contient la séquence de localisation nucléaire (NLS) 
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- En position C-terminale, le domaine E/F, comporte le domaine de fixation au 

ligand (LBD). Il est également impliqué dans l’hétérodimerisation du récepteur avec 

RXR (Retinoïd X Receptor) ainsi que dans la régulation de la transcription 

dépendante du ligand grâce à son domaine AF-2 capable de se lier à des co-

régulateurs (Pawlak et al. 2015). 

B Mode d’action des récepteurs PPARα 

Suite à son activation par un ligand, PPARα va être capable de réguler 

l’expression de gènes par deux mécanismes : l’un dépendant de sa fixation à l’ADN, 

la transactivation et l’autre non, la transrépression. 

a) Ligands de PPARα 

PPARα peut être activé par de nombreux ligands plus ou moins spécifiques. 

La plupart des ligands naturels endogènes tels que les acides gras insaturés ou 

saturés, les eicosanoïdes se lient aux 3 types de récepteurs avec une affinité faible. 

Tandis que la plupart des ligands synthétiques, développés dans un but 

thérapeutique, tels le fénofibrate ou le GW7647, spécifique de PPARα, se lient à plus 

forte affinité. Des ligands antagonistes tels le GW6471 ayant les mêmes propriétés 

de spécificité et d’affinité sont également développés dans un but de recherche 

scientifique (Blanquart et al. 2003). 

 

 

Figure 16 : Mécanismes d'action de PPARα 
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b) La transactivation 

Lorsque PPARα se trouve dans un état inactif, il est associé avec des 

protéines co-répresseurs et peut alors avoir une localisation cytoplasmique ou 

nucléaire. Apres fixation d’un de ces ligands, il va se dissocier de ces protéines pour 

s’associer avec des co-activateurs. Il va se dimériser avec son partenaire RXR. Cette 

hétérodimère va alors reconnaître des séquences spécifiques se trouvant dans le 

promoteur de ses gènes cibles, les PPAR Response Element (PPRE). Ces éléments 

sont constitués de séquences AGGTCA séparées par un ou deux nucléotides. Ces 

gènes activés sont principalement impliqués dans l’homéostasie des lipides tels que 

ACOX1 et CPT-1 (Blanquart et al. 2003) (Figure 16 et 17). 

c) La transrepression 

PPARα réprime également l’expression de gènes de manière indépendante 

de sa fixation à l’ADN en réprimant des voies de signalisation comme NF-κB et AP-1. 

L’inhibition de ces voies est due à des interactions protéines–protéines conduisant à 

la formation de complexes inactifs. Ainsi, PPARα interagit avec les sous-unités p65 

de NFκB et avec la sous-unité c-Jun du complexe AP-1. Ce mécanisme aboutit aux 

propriétés anti-inflammatoires de PPARα avec l’inhibition de cytokines pro-

inflammatoires comme l’IL-1 et l’IL-6 (Blanquart et al. 2003) (Figure 16). 

C Rôle dans le métabolisme lipidique 

 

Figure 17 : Rôle de PPARα dans le catabolisme des acides gras (AG) 
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PPARα régule l’expression des gènes impliqués dans la capture cellulaire des 

acides gras, leur estérification en acyl-CoA et leur dégradation par la voie de la β- 

oxydation peroxysomale et mitochondriale (Schoonjans et al. 1996). Tout d’abord, il 

stimule l’expression du transporteur SLC22A5, qui permet l’entrée de la carnitine 

dans la cellule, et de la protéine CPT1, se trouvant à la membrane externe 

mitochondriale, nécessaire à l’entrée des acides gras dans la mitochondrie. Il stimule 

finalement l’expression de Acox1 qui est une des enzymes clefs de la β-oxydation 

(Figure 17). 

D Rôle en cancérogenèse 

Le rôle de PPARα dans la cancérogenèse a été montré pour la première fois 

chez les rongeurs qui développent des tumeurs hépatiques après avoir ingéré sur 

une longue période des fibrates (Reddy et al. 1979) mais chez l’homme, ces agents 

n’ont pas d’incidence sur la fréquence d’apparition des cancers (Bonovas et al. 

2012). Par contre, l’administration orale d’agonistes de PPARα chez des souris 

inhibe la croissance in vitro de plusieurs lignées cancéreuses du côlon, du foie, du 

sein, de l’endomètre et de la peau (Grabacka et al. 2013). Il inhibe également in vitro 

et in vivo le potentiel métastatique des cellules de mélanomes via la phosphorylation 

d’Akt (Grabacka et al. 2006). Cette inhibition de la croissance tumorale est due, en 

partie, à l’inhibition de l’angiogenèse et de la production du VEGF et à l’augmentation 

de l’expression de TSP-1 et de l’endostatine (Panigrahy et al. 2008) et à une 

diminution de la perméabilité endothéliale (Piwowarczyk et al. 2015). PPARα peut 

aussi inhiber la tumorigenèse par deux autres voies : d’une part, en agissant 

négativement sur l’inflammation en inhibant les signaux inflammatoires tels que NF-

kB, l’IL-1, le TNFα ou encore Cox2 et, d’autres part, en contrant l’effet Warburg qui 

permet la prolifération des cellules cancéreuses. PPARα interfère avec différentes 

voies métaboliques ; par exemple, il augmente l’oxydation des acides gras et 

diminue la production de glutamine ce qui inhibe la croissance des cellules tumorales 

(Aoyama et al. 1998).  

E PPARα et miR-21 

De nombreuses cibles de miR-21 ont été validées expérimentalement. Nous 

nous sommes focalisés sur PPARα qui a été décrit comme étant rénoprotecteur dans 

la fibrose rénale. En effet, une surexpression de miR-21 dans le rein fibrosé associée 

à une diminution de l’expression de PPARα est observée dans un modèle murin 
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d’obstruction urétérale unilatérale (OUU) et dans des tissus humains (Glowacki et al. 

2013 ; Gomez et al. 2015). Lorsque l’OUU est réalisée dans des souris miR-21-/- ou 

surexprimant PPARα, les lésions de fibrose sont retardées et moins sévères. 

Lorsque les souris sont déficientes en PPARα, les effets anti-fibrotiques de  

l’anti-miR-21 ne sont plus observés (Chau et al. 2012). 

PPARα est une cible directe de miR-21, que ce soit dans des cellules 

musculaires lisses (Sarkar et al. 2010), des cellules hépatiques (Kida et al. 2011), 

des cellules endothéliales (Zhou et al. 2011) et des cellules de glioblastomes (Zhang 

et al. 2014). Une analyse par TargetScan a montré l’existence de deux sites de 

fixation à miR-21 au niveau du 3’-UTR de PPARα. Ces différentes études ont montré 

par des tests de luciférase que miR-21 se fixe au niveau de ces sites ce qui induit 

une diminution de l’expression de PPARα au niveau protéique. 

Dans la littérature, il est décrit que PPARα inhibe les voies de signalisation 

médiée par AP-1 et NF-κB (Ramanan et al. 2008 ; Delerive et al. 1999). Ces deux 

facteurs de transcription sont impliqués dans la régulation transcriptionnelle de  

miR-21 via leur fixation sur son promoteur. Il semble donc exister une boucle de 

régulation entre miR-21 et PPARα. 
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Résultats 



 

 55 

Partie I :  

Rôle de miR-21 dans la progression tumorale et la 

chimiorésistance des carcinomes rénaux à cellules claires 
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Dans cette première partie, nous avons voulu confirmer les données de la 

littérature concernant l’expression de miR-21 dans le cRCC et son rôle sur les 

propriétés des cellules cancéreuses rénales (migration, invasion, prolifération et 

apoptose). Nous nous sommes également intéressés à un rôle potentiel de miR-21 

dans la chimiorésistance caractéristique du cRCC. 

A miR-21 est surexprimé dans le cRCC 
. 

 

 

Figure 18 : miR-21 est significativement surexprimé dans des tissus humains 
de cRCC comparés à des tissus sains appariés. L’expression de miR-21 dans les 
tissus tumoraux et sains adjacent d’une cohorte de 66 patients atteints de cRCC est 
déterminée par qPCR, le RNU6B est utilisé comme contrôle interne. (A) le niveau de 
miR-21 dans chaque tumeur est mis en relation avec le niveau d’expression de miR-
21 dans le tissu sain apparié. (B) L’expression moyenne de miR-21 dans le cRCC 
est mis en relation avec la valeur moyenne obtenue dans les tissus sains (*** p 
<0,001). (C) L'hybridation in situ du miR-21 montre une surexpression dans le tissu 
tumoral par rapport au tissu sain. 
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Tout d'abord, nous avons examiné l'expression de miR-21, par RT-qPCR, 

dans 66 tumeurs de cRCC appariées à des tissus non tumoraux adjacents. 

L'expression de miR-21 a été (i) détectée dans tous les tissus étudiés, (ii) augmentée 

dans 61 des tumeurs par rapport aux tissus sains appariés (92,4%) et (iii) diminuée 

dans seulement 5 tumeurs (7,6%) (Figure 18A). L'expression de miR-21 a été 

significativement augmentée dans les cRCC par rapport aux tissus rénaux normaux 

(14,48 ± 2,6 vs 1,48 ± 2 respectivement, p <0,001; Figure 18B). La surexpression de 

miR-21 a été confirmée par un test d'hybridation in situ dans lequel le signal de 

coloration du miR-21 était très faible ou absent dans les tissus non tumoraux et forts 

dans les tissus de cRCC (Figure 18C).  

Ensuite, dans une cohorte de 99 tumeurs de cRCC, nous n'avons trouvé 

aucune relation entre l’expression de miR-21 et l’âge ou le sexe (p> 0,05). Il n’y a 

pas de différence significative ni entre les différents stades (pT1, pT2 et pT3) (Figure 

19A) et ni entre les différents grades de Furhman (II, III et IV) (Figure 19B) et ni entre 

les patients atteints de cRCC sans métastases pendant 5 ans après la chirurgie (n = 

26) et les patients atteints de cRCC développant des métastases dans les 5 ans (n = 

27) (p = 0,66, Figure 19C). L'expression de miR-21 dans les tumeurs primaires n'est 

pas un facteur prédictif de la maladie métastatique 

 

Figure 19 : Expression de miR-21 en fonction des caractéristiques clinico-
pathologiques des patients atteints de cRCC. L’expression de miR-21 dans les 
tissus tumoraux de 99 patients atteints de cRCC est déterminée par qPCR, le 
RBU6B est utilisé comme contrôle interne.  

En conclusion, dans notre cohorte, nous avons montré que miR-21 est 

surexprimé dans les tissus du cRCC indépendamment du stade et du grade de la 

tumeur. 
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B miR-21 augmente les propriétés d’invasion et de 

migration des cellules tumorales rénales 

Ensuite, nous avons étudié le niveau d'expression de miR-21 dans une lignée 

de cellule épithéliale humaine provenant des tubules proximaux, HK-2, et dans des 

lignées cellulaires humaines de cRCC. Par RT-qPCR, nous avons montré que 

l'expression de miR-21 était significativement augmentée dans les lignées cellulaires 

cancéreuses 786-O, RCC4, RCC10 et ACHN par rapport aux cellules HK-2 (p <0,05 

et p <0,001; Figure 20A). Afin de déterminer le rôle du miR-21 sur les propriétés des 

cellules cancéreuses rénales, du pré-miR-21 ou de l’anti-miR-21 (LNA) ont été 

transfectés dans les lignées cellulaires de cRCC pour surexprimer ou inhiber miR-21 

(Figure 20B et 20C, respectivement).  

 

Figure 20 : miR-21 est surexprimé dans les lignées cancéreuses rénales et son 
expression peut être modulée par la transfection d’un pré-miR-21 ou d’un  
LNA-anti-miR-21. (A) L’expression de miR-21 dans les cellules cancéreuses rénales  
786-O, RCC10, RCC4 et ACHN est comparée aux cellules épithéliales rénales 
normales HK-2. Le RNU48 est utilisé comme contrôle interne. (B-C) Les cellules 
ACHN et 786-O ont été transfectées avec 10 nM de pré-miR-21, pré-mi-Neg, LNA-C 
ou LNA-anti-miR-21. 24 h après la transfection, les expressions relatives de miR-21 
ou PDCD4 ont été mesurées par qPCR et western blot, respectivement. Les valeurs 
sont des moyens et représentent au moins trois expériences distinctes (* p <0,05 et 
*** p <0,001). 

Le rôle de miR-21 dans la migration cellulaire a été évalué en utilisant des 

chambres de Boyden. Nous avons observé une migration significativement accrue 

dans les lignées cellulaires ACHN et 786-O transfectées avec le pré-miR-21 

(respectivement 4,2 et 3,8 fois, Fig. 21A). En revanche, dans les lignées cellulaires 

transfectées avec le LNA-anti-miR-21, une migration significativement réduite a été 

observée par rapport aux cellules témoins transfectées avec un LNA-contrôle (27% 

et 24% d'inhibition, p <0,01, Fig. 21B). Les tests d'invasion, en chambres de Boyden 

recouvertes de Matrigel®, ont montré que la surexpression de miR-21 augmentait 
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significativement l'invasion des cellules ACHN et 786-O (10,8 et 12,4 fois 

respectivement, p <0,05 ; Fig. 21C) alors que le blocage de l'activité des miR-21 a 

réduit l'invasion de 30% (p < 0,01 ; Fig. 21D). 

 
Figure 21 : miR-21 augmente les propriétés de migration et d’invasion des 
cellules ACHN et 786-O. Les cellules ACHN et 786-O sont transfectés avec 10 nM 
de pré-miR-21, pré-miR-Neg (A-C), LNA-anti-miR-21 ou LNA-C (B-D). Ensuite, la 
migration cellulaire et l'invasion ont été évaluées en utilisant des chambres Boyden à 
24 puits revêtues ou non avec du Matrigel® avec 10% de sérum bovin fœtal en tant 
que chimioattractant. Après 24 heures, le nombre de cellules migratrices (A-B) et 
invasives (C-D) a été déterminé. Les valeurs sont des moyennes et représentent au 
moins trois expériences distinctes (* p <0,05, ** p <0,01 et *** p <0,001). 

C Rôle de miR-21 dans la signalisation intracellulaire 

Après avoir montré que miR-21 favorise la migration cellulaire et l'invasion, 

nous avons étudié l'impact de la surexpression de miR-21 sur les principales voies 

de signalisation intracellulaire par immuno détection. Dans les cellules surexprimant  

miR-21 par rapport aux cellules transfectées par le prémiR-neg, aucun impact n’est 

observé sur l'expression de la cycline D1 mais l'expression de sa kinase partenaire 

Cdk4 est augmentée (Figure 22A). En revanche, dans les cellules transfectées par le 

LNA-21 par rapport aux cellules transfectées par le LNA-C, l'expression de la cycline 

D1 et de Cdk4 est diminuée (Figure 22B). Ces données ont montré que l'expression 

de miR-21 est impliquée dans la régulation de la progression du cycle cellulaire. 
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L'expression de miR-21 dans les cellules ACHN et 786-O est également associée à 

la survie cellulaire. L'expression du marqueur pro-apoptotique Bax est diminuée 

tandis que l'expression du marqueur anti-apoptotique Bcl-xL est augmentée. Le 

rapport Bcl-xL / Bax est augmenté suggérant une augmentation de la résistance à 

l'apoptose dans les cellules surexprimant miR-21 (Figure 22A). Des résultats 

opposés ont été observés avec la stratégie LNA-anti-miR-21 (Figure 22B). 

 

Figure 22 : Impact de miR-21 sur l’expression des voies de signalisation. Un 
western blot a été réalisé sur des extraits totaux des cellules ACHN et 786-O 
transfectées 24h avec 10 nM de pre-miR-21, pre-miR-neg, LNA-C ou LNA-anti-miR-
21. Des anticorps dirigés contre la cycline D1, Cdk4, Bax, Bcl-xL et la b-actine ont 
été utilisés. 

D miR-21 augmente la chimiorésistance des cRCC 

Étant donné que les cRCC sont très résistants aux chimiothérapies 

cytotoxiques classiques et que la surexpression de miR-21 est associée à une 

chimiorésistance dans de nombreux cancers comme le côlon et le pancréas (Deng et 

al. 2014 ; Wei et al. 2016), nous avons étudié l'impact de la stratégie anti-miR-21 sur 

les réponses des cellules cancéreuses rénales à différents agents anticancéreux 

incluant une thérapie ciblée. 

Premièrement, nous avons testé le Paclitaxel, une drogue connue pour inhiber 

la division cellulaire en se liant à la tubuline et par conséquent en bloquant le 

désassemblage des microtubules. La mesure des IC50 a montré une sensibilité 

accrue des cellules 786-O (LNA-C = 1,2 ± 0,13 µM vs LNA-21 = 0,29 ± 0,06 µM, p 

<0,001), RCC10 (LNA-C = 1,25 ± 0,13 µM vs LNA-21 = 0,53 ± 0,13 µM, p <0,001) et 

ACHN (LNA-C = 1,21 ± 0,09 µM vs LNA-21 = 0,59 ± 0,1 µM, p <0,001) (Figure 23A) 

au Paclitaxel. Des résultats similaires ont été obtenus avec (i) le 5-fluorouracile 
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fluoropyrimidine (5-FU), un médicament anti-métabolite (Figure 23B) (LNA-C = 22,6 

± 3,1 µM vs LNA-21 = 14,1 ± 2,5 µM dans des cellules 786-O et LNA-C = 10,3 ± 1,8 

µM vs LNA-21 = 5,7 ± 0,95 µM dans les cellules RCC10) et (ii) l'oxaliplatine, un 

médicament de chimiothérapie à base de platine entraînant la formation d'adduits de 

platine sur l'ADN qui bloquent la réplication de l'ADN (Figure 23C) (LNA-C = 12,4 ± 

0,63 µM vs LNA-21 = 5,8 ± 1,5 µM dans les cellules 786-O et LNA-C = 10,8 ± 0,21 

µM vs LNA-21 = 1,27 ± 0,28 µM dans les cellules RCC10 Et LNA-C = 12,92 ± 0,77 

µM vs LNA-21 = 7,02 ± 1,36 µM dans les cellules ACHN). Ensuite, nous avons testé 

le sunitinib, un inhibiteur multi cible de RTK utilisé en première ligne chez les patients 

atteints de cRCC avancé. La sensibilité des cellules 786-O, RCC10 et ACHN au 

sunitinib n'a pas été influencée par la stratégie LNA-anti-miR-21. En revanche, pour 

la première fois, nous avons montré que le LNA-21 sensibilise les cellules 786-O et 

RCC10 au dovinitib, un autre inhibiteur multi-cible de tyrosine kinase (Figure 23D) 

(LNA-C = 22,3 ± 1,5 µM vs LNA-21 = 8,7 ± 1,1 µM et LNA-C = 22,4 ± 3,7 µM vs LNA-

21 = 9,3 ± 3,1 µM, respectivement). 

 

Figure 23 : La stratégie anti-miR-21 sensibilise les cellules cancéreuses rénales 
au paclitaxel, au 5-FU, à l’oxaliplatine et au dovitinib.  Les cellules 786-O, RCC10 
et ACHN sont transfectées avec 10 nM de LNA-C ou de LNA-anti-miR-21. 24 H 
après transfection, les cellules sont incubées avec du paclitaxel (A), du 5-FU (B), de 
l’oxaliplatine (C) et du dovitinib (D). Les IC50 sont mesurées après 72 H de 
traitement par un test MTS. Les valeurs sont des moyennes et représentent au 
moins trois expériences distinctes (* p<0.05, ** p<0.01 et *** p<0.001). 
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Pour mieux comprendre l'impact du miR-21 sur la chimiorésistance, nous 

avons concentré notre attention sur des gènes connus pour conférer un phénotype 

de résistance multidrogue (MDR) aux cellules cancéreuses : une famille de 

transporteurs de liaison à l’ATP (ABC). Par qPCR, nous avons montré que la 

stratégie anti-miR-21 diminue significativement l'expression d'ABCC3-6 et ABCC2-6 

et ABBC3&5 dans les cellules RCC10 (Figure 24A), 786-O (Fig. 24B), et ACHN 

(Figure 24C) respectivement. En outre, dans les trois lignées cellulaires, la stratégie 

LNA-anti-miR-21 augmente significativement les expressions des transporteurs 

d'influx de platine SLC22A1 / OCT1, SLC22A2 / OCT2 et SLC31A1 / CTR1. 

 

Figure 24 : La stratégie anti-miR-21 diminue l’expression des gènes de muti-
drogue résistance mais augmente l’expression des transporteurs à influx de 
platine. Les cellules RCC10 (A), 786-O (B) et ACHN (C) ont été transfectées avec 
10nM de LNA-C ou de LNA-anti-miR-21. 24 H après transfection, l’expression 
relative d’ABCC1-6, SLC22A1, SLC22A2 et SLC31A1 est déterminée par qPCR. 
PPIA est utilisé comme contrôle interne. Les valeurs sont des moyennes et 
représentent au moins 3 expériences séparées (* p<0.05 et *** p<0.001). 

En conclusion, miR-21 est un acteur de chimiorésistance observé dans les 

tumeurs cRCC. 
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Partie II :  
Etude de la boucle de régulation entre miR-21 et PPARα 
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 L’analyse de la littérature nous a laissé penser qu’il pouvait exister une boucle 

de régulation négative entre miR-21 et l’une de ses cibles, PPARα. D’un côté, 

PPARα inhibe les voies de signalisation AP-1 et NF-κB qui sont elles même 

impliquées dans la régulation transcriptionnelle de miR-21. D’un autre côté, miR-21 

cible PPARα et diminue son expression. 

A L’expression de PPARα  est perdue dans les cRCC 

Afin de valider notre hypothèse de boucle de régulation négative entre miR-21 

et PPARα, nous avons déterminé les niveaux d’expression de miR-21 et de PPARα 

par RT-qPCR en comparant le tissu tumoral par rapport au tissu sain correspondant, 

sur une cohorte de 60 patients. Nous montrons de manière significative une 

surexpression de miR-21 dans les cRCC (14,48±2,6 fois, p<0,0001) (Figure 25A) 

alors que nous observons une perte d’expression de PPARα (85% d’inhibition, 

p<0,0001) (Figure 25B). Le test de corrélation de Spearman montre pour la première 

fois que la surexpression de miR-21 dans les cRCC est corrélée à une perte 

d’expression de PPARα (Figure 27C). Par immunohistochimie, nous montrons, pour 

la première fois, une expression de PPARα dans les cRCC de bas grade qui est 

perdue dans les cRCC de haut grade (Figure 25D).  
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Figure 25 : La surexpression de miR-21 dans les cRCC est corrélée à une perte 
d'expression de PPARα. Les niveaux d’expression de miR-21 (A) et de PPARα (B) 
ont été déterminé par qPCR, selon la méthode de comparaison des Ct (2-∆∆CT) avec 
comme microARN de référence le RNU6B, en comparant le tissu tumoral par rapport 
au tissu sain périphérique sur une cohorte de 60 patients. La surexpression de miR-
21 dans le tissu tumoral est corrélée à la perte d’expression de PPARα (C) par le test 
de corrélation de Spearman (p = 0,0359) ***p<0,0001. (D) L’immunohistochimie 
montre une expression de PPARα au niveau nucléaire dans les cRCC de bas grade 
qui est perdue dans les cRCC de haut de grade. Les petites cellules marquées 
correspondent aux lymphocytes (X200). 

Pour la première fois, dans le cRCC, dans une cohorte de 60 patients atteints 

de cRCC, nous montrons une perte d’expression de PPARα au niveau protéique 

dans les cRCC de haut grade ainsi qu’au niveau ARNm en corrélation avec la 

surexpression de miR-21. 

B Régulation de miR-21 par PPARα 

Nous avons commencé par nous intéresser à l’effet de l’expression et de 

l’activation de PPARα sur l’expression de miR-21. Pour tester notre hypothèse, nous 

disposons d’un plasmide pSG5 contenant la séquence codante pour PPARα ainsi 

que son plasmide vide contrôle (EV) et d’un agoniste, le GW7647, permettant 

d’activer PPARα. Le séquençage de ce plasmide a montré que l’ADNc comporte une 

partie du 3’-UTR de PPARα mais pas la partie contenant les deux sites de fixation à 

miR-21. Ainsi, l’ARNm surexprimé par ce plasmide ne peut pas être ciblé par miR-

21. Nous observons que dans la lignée ACHN présentant un fort taux de miR-21, 

l’activation de PPARα n’a aucun effet sur l’expression de miR-21 mais que sa 

surexpression conduit à une diminution de 30% de l’expression de miR-21 (Figure 

26A). Tandis que dans la lignée 786-O présentant un faible taux de miR-21, le 

traitement seul au GW7647 est suffisant pour diminuer l’expression de miR-21 de 

l’ordre de 45%. Nous observons cette même diminution de 43% lorsque PPARα est 

surexprimé (Figure 26B). Dans les deux cas, un traitement au GW7647 combiné à 

une surexpression de PPARα n’induit pas une diminution plus marquée de 

l’expression de miR-21. 
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Figure 26 : La surexpression et l'activation de PPARα diminuent l'expression 
de miR-21. Les cellules ACHN (A) et 786-O (B) ont été transfectées avec un vecteur 
vide ou un plasmide codant PPARα puis traitées ou non avec différentes 
concentrations de GW7647. 48 H post-transfection, les niveaux d’expression de  
miR-21 ont été déterminés par qPCR, selon la méthode de comparaison des Ct (2-

∆∆CT) avec comme microARN de référence le RNU6B 

Afin de déterminer de quelle manière PPARα régule l’expression de miR-21, 

nous avons cloné le promoteur de miR-21 décrit par Fujita et al et avons obtenu deux 

constructions différentes (PMIR21C-luc et PMIR21L-luc) pour effectuer des tests 

luciférase (Fujita et al. 2008) (Figure 27). Dans les cellules 786-O, nous montrons 

une inhibition de l’activité transcriptionelle du promoteur de miR-21 de l’ordre de 25% 

avec le PMIR21C-luc et de 45% avec le PMIR21L-luc avec la surexpression de 

PPARα mais le traitement au GW7847 ne potentialise pas les effets de PPARα 

(Figure 28). 

 

Figure 27 : Schéma du promoteur de miR-21. PMIR21LF/R et PMIR21CF/R sont 
les couples d’amorces utilisés pour le clonage du promoteur de miR-21. AP-1F/R est 
le couple d’amorce utilisé pour l’expérience de chip. Les différents éléments de 
réponses à AP-1 et NF-kB décrit dans la littérature sont indiqués par un rond rose et 
un losange violet respectivement. 
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Figure 28 : La surexpression et l’activation de PPARα inhibent la transcription 
de miR-21. Les cellules 786-O ont été co-transfectées avec un vecteur vide (EV) ou 
un plasmide codant pour PPARα et un plasmide rapporteur luciférase contenant 
deux constructions différentes du promoteur de miR-21 (PMIR21C-luc et PMIR21L-
luc) puis traitées ou non avec 400 nM de GW7647. L’activité luciférase a été 
mesurée 48 H post-transfection. *** p < 0,001. 

Nous avons également déterminé l’effet de la surexpression et de l’activation 

de PPARα sur l’activité transcriptionelle des facteurs de transcription AP-1 et NF-κB. 

Pour cela, nous avons effectué des tests luciférase avec des constructions contenant 

le gène de la luciférase sous le contrôle d’un promoteur contenant les éléments de 

réponse soit à NF-κB (κB-luc) soit à AP-1 (AP-1-luc). Dans les cellules 786-O, nous 

observons que la surexpression de PPARα conduit à une diminution de l’activité 

transcriptionnelle contrôlée par AP-1 et NF-κB de 30 à 55% respectivement et que 

cet effet est renforcé par l’activation du récepteur avec du GW7647 pour AP-1 et non 

pour NF-κB (Figure 29). 

 

Figure 29 : La surexpression et l'activation de PPARα régulent l'activité 
transcriptionelle d’AP-1 et NF-κB. Les cellules 786-O ont été co-transfectées avec 
un vecteur vide (EV) ou un plasmide codant pour PPARα et un plasmide rapporteur 
luciférase AP-1-luc ou κB-luc puis traitées ou non avec 400 nM de GW7647. 
L’activité luciférase a été mesurée 48 H post-transfection. ** p < 0,01 et ***p < 0,001. 
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Finalement, nous avons voulu vérifier la fixation du facteur AP-1 au niveau du 

promoteur de miR-21, en utilisant une technique d’immunoprécipitation de la 

chromatine (ChIP). Nous nous sommes appuyés sur la publication de Du (Du et al. 

2009) pour désigner un couple d’amorce qui encadre les sites de fixation à AP-1 

décrit par Fujita (Figure 27). L’expérience de ChIP montre que la sous-unité c-Jun 

d’AP-1 interagit bien avec le promoteur de miR-21. La surexpression de PPARα 

conduit à une diminution de 90% de cette fixation (Figure 30). 

 
Figure 30 : La surexpression de PPARα inhibe la fixation de c-Jun sur le 
promoteur de miR-21. Les cellules 786-O ont été transfectées avec un vecteur vide 
(EV) ou un plasmide codant pour PPARα. Les cellules ont été récupérées 24 H post-
transfection pour une expérience de ChIP. L’enrichissement a été mesuré par qPCR 
normalisé par rapport aux IgG contrôle. 

Nous avons donc démontré la première partie de la boucle de régulation : la 

surexpression de PPARα conduit à une diminution (i) de l'activité transcriptionelle 

contrôlée par AP-1 et NF-κB, (ii) de la fixation d’AP-1 sur ses éléments de réponse 

présents dans le promoteur de miR-21 et (iii) de l'expression de miR-21 (Figure 31). 

 

Figure 31 : Régulation de miR-21 par PPARα 
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C Régulation de l’activité de PPARα par miR-21 

Dans la littérature, il a été montré que miR-21 ciblait PPARα au niveau de 

deux sites de fixation présents dans son 3’-UTR. Nous avons voulu voir à quel 

niveau miR-21 régulait PPARα. Par qPCR, nous n’observons pas de différence 

d’expression de PPARα au niveau ARNm lorsque nous surexprimons ou inhibons 

miR-21 (Figure 32A). Par contre, nous observons une variation de son expression au 

niveau protéique, par western blot, lorsque nous modulons l’expression de miR-21. 

Lorsque nous surexprimons miR-21 par la transfection d’un premiR-21 nous 

observons une diminution de l’expression de PPARα par rapport au contrôle et 

inversement lorsque nous inhibons miR-21 par un LNA-anti-miR-21, nous avons une 

augmentation de l’expression de PPARα (Figure 32B). 

 

Figure 32 : Impact de miR-21 sur l’expression de PPARα. Les cellules 786-O ont 
été transfectées avec 10 nM de pre-miR-21, pre-miR-neg, LNA-C ou LNA-anti-miR-
21. Les ARNs totaux et les protéines ont été récupérés 48 H après transfection. Les 
niveaux d’expression de PPARα ont été déterminés par qPCR, selon la méthode de 
comparaison des Ct (2-∆∆CT) avec comme microARN de référence le PPIA (A) et par 
western blot. Des anticorps contre PPARα et la β-actine ont été utilisés. (B).  

Ensuite, nous avons déterminé l’impact de la surexpression de miR-21 sur la 

signalisation induite par PPARα. Dans un premier temps, nous avons utilisé le 

plasmide J6-PPRE-TK-luc codant pour le gène de la luciférase placé sous le contrôle 

du promoteur de la thymidine kinase contenant 3 éléments PPRE. Lorsque nous le 

co-transfectons avec soit du LNA-C ou du LNA-21 et que nous traitons les cellules 

avec du GW7647, nous observons une augmentation de l’activité luciférase qui est 

représentative de la transcription des gènes cibles de PPARα (Figure 33A). Lorsque 

nous le co-transfectons avec un pre-miR-neg, l’activité luciférase augmente 
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également après traitement au GW7647. A l’inverse, dans des cellules transfectées 

avec du pre-miR-21 et traitées au GW7647, nous n’observons pas d’activation 

transcriptionelle de PPARα (Figure 33B). 

 
Figure 33 : La surexpression de miR-21 régule négativement l’activité 
transcriptionelle de PPARα. Les cellules 786-O ont été co-transfectées avec le 
plasmide J6-PPRE-TK-luc et soit du LNA-C ou du LNA-21 (A) soit du premiR-neg ou 
du premiR-21 (B). L’activité luciférase a été mesurée 48 H post-transfection. ** p < 
0,01 et ***p < 0,001. 

Dans un second temps, afin de vérifier si l’expression de miR-21 pouvait jouer 

un rôle dans l’activité transcriptionnelle de PPARα, nous avons évalué l’expression 

de 3 de ses gènes cibles (ACOX1, CPT-1 et SLC22A5) lorsque nous modulons 

l’expression miR-21. Dans la lignée 786-O, nous observons une augmentation des 

ARNm de ces trois gènes cibles lorsque nous inhibons miR-21 par la transfection 

d’un LNA-21 par rapport aux cellules contrôles (Figure 34). L’inhibition de miR-21 

permettrait donc d’augmenter l’expression de PPARα, qui se traduit par une 

augmentation de l’expression des ses gènes cibles via sa fixation sur leurs éléments 

de réponse PPRE. 
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Figure 34 : L’inhibition de miR-21 augmente l’expression des gènes cibles de 
PPARα. Les cellules 786-O ont été transfectées avec 10nM de LNA-C ou de LNA-
anti-miR-21. 48 H post-transfection, l’expression relative d’ACOX1, de CPT-1 et de 
SLC22A5 est déterminée par qPCR. PPIA est utilisé comme contrôle interne. 

Nous avons donc ainsi demontré la seconde partie de la boucle de régulation : 

la surexpression de miR-21 conduit à une diminution (i) de l’expression protéique de 

PPARα, (ii) de l’activité transcriptionelle de PPARα et (iii) de l’expression de ses 

gènes cibles. Le phénomène inverse est observé lorsque miR-21 est inhibé par une 

stratégie anti-miR-21 (Figure 35). 

 

Figure 35 : Régulation de PPARα par miR-21  
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Discussion 
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I miR-21 et cRCC 

Le carcinome rénal à cellules claires (cRCC) est le sous type histologique 

majeur des carcinomes rénaux (Jonasch et al. 2015). Dans 80% des cas, il est 

observé une inactivation du gène suppresseur de tumeur von Hippel Lindau (VHL) 

qui conduit à une activation constitutive de la voie de l’hypoxie, voie majeure de la 

carcinogenèse rénale. De plus, les cRCC sont les cancers les plus résistants à la 

chimiothérapie et à la radiothérapie. Le traitement de référence est basé sur la 

néphrectomie partielle ou totale du rein même en présence de métastases (Allory et 

al. 2011). A l’heure actuelle, l’absence de biomarqueurs, permettant la détection 

précoce et le suivi des patients atteints de cRCC, est responsable d’un dépistage 

tardif et d’un mauvais pronostic. Il est donc nécessaire d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques ainsi que de nouveaux biomarqueurs et signatures moléculaires afin 

de guider la thérapeutique. En ce sens, les microARNs semblent être de bons 

candidats. Dans ce projet, nous avons focalisé notre attention sur  

miR-21 qui est l’un des neuf microARNs le plus exprimé dans les cRCC (Osanto et 

al. 2012). 

Dans la première partie de ce travail, nous avons confirmé la surexpression de 

miR-21 dans le cRCC. Cette surexpression n’est pas associée aux caractères 

clinico-pathologiques (âge, sexe, grade, stade) et à la survenue de métastases. 

Ainsi, l’expression de miR-21 dans les tumeurs primaires est d’un intérêt limité en 

tant que biomarqueur pronostique. Il pourrait toutefois servir de biomarqueur 

diagnostique du cRCC par rapport aux autres types de RCC, en association avec 

d’autres microARN (miR-126, miR-126* et miR-143) (Powers et al. 2011).  

Nous avons également confirmé le rôle de miR-21 en montrant que sa 

surexpression dans les cellules cancéreuses rénales conduisait à une augmentation 

de la migration, de l’invasion, de la prolifération et des propriétés anti-apoptotiques. 

Une stratégie anti-miR-21 conduit à une diminution de ce potentiel oncogénique ce 

qui pourrait en faire une bonne cible thérapeutique. Son action oncogénique a déjà 

été démontrée expérimentalement dans divers modèles et notamment en utilisant 

des stratégies antagomiR, LNA ou des « éponges » à microARN. La diminution de 

l’expression de miR-21 dans des cellules cancéreuses mammaires MCF7 et MDA-

MB-231 a pour conséquence, in vitro, une diminution de la prolifération cellulaire et 
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une augmentation de l’apoptose et, in vivo, dans un modèle de xénogreffe chez la 

souris nude, une diminution de la croissance tumorale et de la formation de 

métastases pulmonaires (Si et al. 2007 ; Zhu et al. 2007). La diminution de 

l’expression de miR-21 dans différentes lignées de carcinomes hépatocelullaires 

provoque une augmentation de l’expression du gène suppresseur de tumeur PTEN, 

cible directe de miR-21, et une diminution de la prolifération, la migration et l’invasion 

cellulaire. A l’inverse, l’augmentation de son expression conduit à une augmentation 

de ces propriétés (Meng et al. 2007). De même, dans des lignées cellulaires et dans 

des prélèvements tissulaires de cancers colorectaux, il existe une corrélation inverse 

entre les niveaux d’expression de miR-21 et de sa cible PDCD4, un gène 

suppresseur de tumeur. Une stratégie anti-miR-21 conduit à une augmentation du 

niveau protéique de PDCD4 et à une diminution de l’invasion tandis que la 

surexpression de miR-21 augmente le pouvoir invasif et métastatique de ces cellules 

(Asangani et al. 2008). L’utilisation de souris transgéniques montre que miR-21 est 

un acteur clé dans la carcinogenèse pulmonaire en activant la voie de signalisation 

Ras/MEK/ERK (Hatley 2010). Toutes ces études confortent nos résultats et montrent 

bien que miR-21 a une activité oncogénique en étant un facteur anti-apoptotique et 

en augmentant la prolifération, l’invasion et la formation de métastases : des 

propriétés importantes pour la progression tumorale.  

Par ailleurs, nous avons montré que l'inhibition de miR-21 conduit à une 

sensibilisation des cellules cancéreuses rénales à différentes drogues de 

chimiothérapie classique (Paclitaxel, 5-FU et Oxaliplatine) mais également à un 

inhibiteur de RTK, le dovitinib. Dans un essai clinique de phase III, l’efficacité du 

dovitinib a été montré équivalente au sorafenib pour le traitement de troisième ligne 

du cRCC (Motzer et al. 2014). Il semble donc y avoir une corrélation entre 

l’expression de miR-21 et la chimiorésistance du cRCC. Ces résultats sont cohérents 

avec des études menées sur d’autres tumeurs solides provenant de différents tissus 

tels que le sein, le pancréas ou le colon. Dans des cellules cancéreuses mammaires, 

l’inhibition de miR-21 conduit à une augmentation de la chimiosensibilité au 

Tamoxifène par une inhibition de la voie PI3K/Akt/mTOR via l’inhibition de PTEN (Yu 

et al. 2016). Dans des cellules cancéreuses pancréatiques résistantes au 5-FU, des 

niveaux importants de miR-21 sont observés par rapport à des cellules sensibles. 

Cette résistance est due à l’inhibition des gènes suppresseurs de tumeurs PTEN et 

PDCD4. Lorsque ces derniers sont re-exprimés, la sensibilité des cellules au 5-FU 
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est restaurée (Wei et al. 2016). Deux études ont montré que l’inhibition de miR-21 

agit en synergie avec le sunitinib dans le glioblastome (Costa et al. 2013) et le 

cancer du pancréas (Passadourou et al. 2014) mais cette stratégie n’a pas 

fonctionnée in vitro dans les cellules cancéreuses rénales. La combinaison d’une 

chimiothérapie avec une stratégie anti-miR-21 pourrait donc contrer la 

chimiorésistance du cRCC.  

L'inhibition de miR-21, dans différentes lignées cancéreuses rénales, conduit 

également à une diminution de l’expression des protéines associées aux résistances 

à de multiples drogues (MRP1-6/ABCC1-6). Il s’agit de transporteurs membranaires 

participant à l’efflux des xénobiotiques de la cellule. Des études ont montré que 

l’expression des MRP pouvait conduire à une résistance à de nombreuses drogues 

(Slot et al. 2011). A l’inverse, l'inhibition de miR-21 aboutit à une augmentation des 

transporteurs à influx de platine SLC22A1/OCT1, SLC22A2/OCT2 et 

SLC31A1/CTR1. Ces transporteurs participent à l’entrée dans la cellule des drogues 

dérivées des sels de platine telle l’oxaliplatine. Dans le carcinome hépatocellulaire, la 

perte d’expression d’OCT1 est associé à un meilleur pronostic pour les patients 

traités au sorafenib (Geier et al. 2017). La modulation de l’expression de ces deux 

types de transporteurs, entrainant alors une accumulation des drogues dans la 

cellule, pourrait donc être un des mécanismes par lequel miR-21 contribue à la 

chimiorésistance. miR-21 pourrait inhiber l’expression des transporteurs MRP de 

façon indirecte via l’inhibition de PTEN. En effet, des études ont montré que 

l’activation de la voie PI3K/Akt/mTOR conduisait à l’expression et à l’activation des 

transporteurs MRP-2 (Suda et al. 2016 ; Shen et al. 2012). L’activation des 

transporteurs à influx de platine par miR-21 pourrait se faire de la même façon. 

La chimiorésistance peut également être due à l’existence de cellules souches 

cancéreuses (CSC). Il s’agit d’une sous population de cellules aux caractéristiques 

proches des cellules souches normales. Elles sont capables de s’autorenouveler, de 

proliférer et de se différencier afin de maintenir la tumeur. Ces cellules sont 

résistantes aux chimio et radiothérapies et sont donc responsables des récidives 

après traitement (Islam et al. 2015). Une étude a montré une surexpression de miR-

21 dans les sous population de CSC qui conduit à leur autorenouvelement et à leur 

maintien (Chung et al. 2013). Dans le cancer colorectal, une inhibition de 

l’expression miR-21 conduit à une différenciation des cellules souches cancéreuses 
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ce qui aboutit à une augmentation de leur chimiosensibilité (Yu et al. 2013). Dans le 

cancer pulmonaire, la surexpression de miR-21 dans les CSC est responsable de 

leur radiorésistance, une stratégie anti-miR-21 conduit à une sensibilisation à la 

radiothérapie (Zhang et al. 2015). 

Le processus de TEM est un processus embryonnaire qui permet une 

transdifférenciation cellulaire. Elle permet d’engendrer des cellules 

mésenchymateuses à partir de cellules épithéliales. La TEM est réactivée au cours 

de la progression tumorale et va permettre aux cellules cancéreuses d’acquérir les 

propriétés des cellules souches : elle est donc responsable de la chimiorésistance 

(Pradella et al. 2017). La surexpression de miR-21 est associée avec la TEM dans 

de nombreux cancers dont le cRCC (Cao et al. 2016) 

En conclusion, miR-21, en tant que « masteroncomiR », influe de manière 

importante sur la tumorigenèse rénale de différentes manières (croissance tumorale, 

différenciation, apoptose, métastase et chimiorésistance). L'implication de miR-21 

dans la résistance aux chimiothérapies classiques et aux thérapies ciblées montre 

l’intérêt d’une stratégie anti-miR-21 en application clinique. Une étude récente a fait 

émerger une nouvelle approche thérapeutique avec la délivrance en simultanée d’un 

anti-miR-21 et d’une pro-drogue dans une nanoparticule. Ces deux composés 

agissent alors en synergie pour améliorer l’efficacité anticancéreuse (Rui et al. 2016). 

Dans le cRCC, l’inhibition de miR-21 est une stratégie prometteuse afin d’offrir un 

panel de chimiothérapies plus large aux cliniciens. 
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II miR-21 et PPARα 

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes intéressés à une des 

cibles connues de miR-21 : le récepteur nucléaire PPARα décrit dans la fibrose 

rénale comme ayant un effet rénoprotecteur. En effet, dans un modèle murin 

d’obstruction urétérale unilatérale (OUU) et dans des tissus humains, une 

surexpression de miR-21 est détectée dans le rein fibrosé et est associée à une 

diminution de l’expression de PPARα (Glowacki et al. 2013, Gomez et al. 2015). 

Lorsque l’OUU est réalisée dans des souris miR-21-/- ou surexprimant PPARα, les 

lésions de fibrose sont retardées et moins sévères. Chez des souris déficientes en 

PPARα, les effets anti-fibrotiques de l’anti-miR-21 ne sont plus observés (Chau et al. 

2012). Une étude publiée en juillet 2013 dans le journal Nature sur plus de 400 

tumeurs de cRCC (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013) confirme miR-21 

comme facteur de mauvais pronostic et met en évidence pour la première fois 

l’existence d’un «shift» métabolique, qui se traduit notamment par une augmentation 

de la production des acides gras nécessaires pour la prolifération accrue des cellules 

cancéreuses rénales.  

Nous avons montré, pour la première fois, dans une cohorte de 60 patients, 

une corrélation entre la surexpression de miR-21 et une perte d’expression de 

PPARα au niveau protéique et au niveau ARNm dans les cRCC de haut grade et de 

haut stade. 

Dans la littérature, il est décrit, d’une part, que PPARα joue un rôle 

transrepresseur sur les voies de signalisation contrôlées par AP-1, NF-κB, STAT3 et 

HIF-1 (Pawlak et al. 2015). D’autre part, le clonage et l’analyse du promoteur de 

miR-21 montrent des sites de fixation potentiels pour ces mêmes facteurs de 

transcription (Fujita et al. 2007). Il semblerait donc exister une boucle de régulation 

négative entre miR-21 et PPARα. 

Nos résultats préliminaires confirment ceux obtenus précédemment dans les 

cellules endothéliales où il a été montré que l’activation de PPARα inhibe l’activité du 

facteur de transcription AP-1 (Zhou et al. 2011). De plus, nous montrons que la 

surexpression de PPARα bloque la liaison d’AP-1 sur le promoteur de miR-21 ce qui 

conduit à une diminution de son expression. Ce blocage serait dû à une interaction 
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entre PPARα et c-Jun et il en serait de même avec le facteur de transcription NF-κB 

(Pawlak et al. 2015). L’ensemble de ces travaux démontre l’existence de la première 

partie de la boucle de régulation : PPARα régule négativement l’expression de miR-

21. A l’inverse, dans la deuxième partie de la boucle, nous montrons que la 

surexpression de miR-21 conduit à une diminution de l’expression de PPARα au 

niveau protéique, qui se traduit par une absence de l’activation de ses gènes cibles. 

A contrario, un traitement avec un LNA-anti-miR-21 augmente l’expression de 

PPARα ainsi que l’expression de ses gènes cibles : ACOX1, CPT1 et SLC22A5. 

En conclusion, nos travaux suggèrent que miR-21 et PPARα pourraient être 

de nouvelles cibles thérapeutiques grâce à l’utilisation d’une stratégie anti-miR-21 ou 

« PPARα Target Protector » afin de (i) de diminuer la croissance tumorale, (ii) 

d’augmenter le catabolisme des lipides et, (iii) de restaurer la chimiosensibilité aux 

drogues classiques ainsi qu’aux thérapies ciblées. 
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Perspectives 
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I miR-21 et cRCC 

MiR-21 semble être une cible thérapeutique intéressante. En effet, son 

inhibition conduit, d’une part, à inhiber les propriétés des cellules cancéreuses 

rénales et d’autre part, à restaurer leur chimio-sensibilité vis à vis de drogues 

classiques et de thérapies ciblées. Pour valider cette hypothèse dans le cadre du 

cRCC, nous réaliserons des études in vivo en effectuant des xénogreffes en sous 

cutanée ou sous la capsule rénale de cellules de cRCC surexprimant ou non miR-21 

chez la souris nude. Nous utiliserons une stratégie LNA anti-miR-21. Nos premiers 

résultats montrent que le LNA-21 diffuse dans au moins trois tissus et permet une 

diminution de l’expression de 5 à 10 fois du miR-21 endogène (Figure 36).  

En parallèle, nous évaluerons les effets secondaires du LNA-21 car miR-21 

possède de nombreuses cibles, présente une expression ubiquitaire et participe à de 

nombreux processus physiopathologiques tels que la protection au stress oxydatif 

des cardiomyocites (Cheng et al., 2009). Une stratégie « Target protector » sur un 

gène cible ayant un rôle central dans la cancérogenèse rénale pourra alors être 

utilisée afin de contrer ses effets secondaires. 

Dans les deux cas, nous évaluerons l’effet de la stratégie anti-miR-21 et de la 

stratégie « Target protector » sur la croissance tumorale mais également sur la 

chimiorésistance en traitant ou non les souris avec différentes classes de drogues. 

Pour la première fois in vivo, nous montrerons ou non l’intérêt d’utiliser la 

stratégie antagomiR du point de vue thérapeutique dans le cRCC. 

 
Figure 36 : Inhibition de l'expression du miR-21 endogène dans le rein, le foie 
et le poumon après injection de LNA-21 chez la souris nude. Des souris C57BL6 
(n=3 pour chaque condition) ont subis deux injections intra-péritonéales de PBS, 
d’antimir contrôle ou d’antimir ciblant miR-21 à raison de 10 mg/kg (A). A J14, le foie, 
le rein et les poumons ont été récupérés et l’expression de miR-21 dans ces organes 
a été déterminée par qPCR (B).  
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miR-21 et PPARα 

 
Figure 37 : Boucle de régulation négative entre miR-21 et PPARα. En rouge, la 
partie validée durant mes travaux de thèse et en noir la partie à confirmer 

Dans la deuxième partie de ma thèse, je me suis donc intéressée à l’existence 

d’une potentielle boucle de régulation entre miR-21 et PPARα. Une partie de cette 

boucle a été confirmée (Figure 37) : 

- la surexpression de PPARα conduit à une diminution de l’expression de miR-

21 via une diminution de l’activité des facteurs AP-1 et NF-κB. La surexpression de 

PPARα diminue la fixation d’AP-1 sur ses éléments de réponse présents sur le 

promoteur de miR-21. 

- la modulation de l’expression de miR-21 agit de façon inverse sur  

l’expression de PPARα au niveau protéique, sur son activité transcriptionelle et sur 

l’expression de ces gènes cibles. 

L’analyse du promoteur de miR-21 montre l’existence de sites potentiels de 

fixation également pour HIF-1 et STAT3 qui sont également réprimés par PPARα. 

Tout d’abord, nous déterminerons si la surexpression de PPARα diminue la fixation 

des facteurs AP-1, NF-κB, STAT3 et HIF-1 sur le promoteur de miR-21. En parallèle, 

afin d’expliquer la diminution de cette fixation, nous mettrons en évidence 

l’interaction protéine-protéine entre PPARα et ces 4 facteurs de transcription.  

Ainsi, nous aurons finalisé la caractérisation de la boucle de régulation 

négative entre miR-21 et PPARα. Comme la caractéristique du cRCC est 

l’accumulation de gouttelettes lipidiques dans son cytoplasme et que PPARα est 

impliqué dans le catabolisme de ces lipides, la restauration de l’expression de 

PPARα devrait contrer le « shift » métabolique observé dans le cRCC en empêchant 

l’accumulation de ces lipides, en favorisant la β-oxydation et en activant la respiration 

cellulaire. 
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Nous déterminerons donc l’intérêt clinique ou non de cibler PPARα par une 

stratégie « Target protector ». D’une part, in vitro, la restauration de l’expression de 

PPARα et son activation ont-ils des effets similaires à l’inhibition de l’expression de 

miR-21 sur les propriétés des cellules cancéreuses rénales (prolifération, migration, 

invasion, chimiorésistance) ? D’autres part, in vivo, cette stratégie « PPARα target 

protector » diminue t-elle la croissance tumorale de cellules cancéreuses rénales 

xénogreffes dans la souris nude et améliore t-elle sont traitement par des drogues 

diverses ? 

 

En conclusion, les résultats attendus sont : 

- sur le plan fondamental, de mieux comprendre le rôle de miR-21 et de 

PPARα dans la cancérogenèse rénale et de valider in vitro et in vivo si la diminution 

de l’expression de miR-21 par une stratégie LNA-anti-miR-21 et/ou le maintien de 

l’expression de PPARα par une stratégie «Target protector » permet de diminuer la 

croissance tumorale et de restaurer la chimiosensibilité aux drogues classiques ainsi 

qu’aux thérapies ciblées. 

- sur le plan clinique, d’identifier miR-21 et de PPARα comme de nouvelles 

cibles thérapeutiques pour ainsi fournir aux cliniciens de nouveaux outils pour 

potentialiser les effets des chimiothérapies et d’élargir les différentes lignes de 

traitement. 
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Appendice 
technique 
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I Culture cellulaire 

A Lignées cellulaires 

a) ACHN  

La lignée cellulaire humaine ACHN est issue d’une effusion pleurale maligne 

d’un patient mâle de type caucasien âgé de 22 ans présentant un adénocarcinome 

rénal métastatique. Il s’agit de cellules adhérentes présentant une morphologie 

épithéliale et ne portant pas de mutation pour VHL. Ces cellules proviennent de 

l’ATCC. 

b) 786-O  

La lignée cellulaire humaine 786-O est dérivée de la tumeur primaire d’un 

patient mâle de type caucasien âgé de 58 ans souffrant d’un adénocarcinome rénal à 

cellules claires. Il s’agit de cellules adhérentes présentant une morphologie 

épithéliale et portant une mutation pour VHL. Ces cellules proviennent de l’ATCC. 

c) RCC10/RCC4 

Les lignées cellulaires humaines RCC10 et RCC4 ont été obtenues auprès du 

Dr David Bernard (Centre Léon Bérard, Lyon). Il s’agit de lignées de carcinomes 

rénaux à cellules claires mutées pour VHL. 

d) HK-2 

La lignée HK-2 (human kidney 2) est dérivée d’un rein normal d’un adulte 

mâle. Il s’agit de cellules épithéliales du tube proximal qui ont été immortalisées par 

la transduction des gènes E6/E7 du papilloma virus humain 16 (HPV-16). Ces 

cellules proviennent de l’ATCC. 

B Conditions de culture 

Les lignées cellulaires sont cultivées dans des flacons de culture sous hotte à 

flux laminaire en conditions stériles et ensuite incubées dans une étuve à 37°C en 

atmosphère humidifiée à 5% de CO2 et 95% d’air. Les milieux de culture utilisés sont 

décrits dans le tableau 6. 

L’appréciation de la confluence était réalisée par contrôle visuel au 

microscope inversé. Une fois celle-ci atteinte, une division des cellules est effectuée. 



 

 85 

Pour cela, le milieu de culture est aspiré et le tapis cellulaire lavé au PBS 1X afin de 

retirer les résidus de milieu éventuels. Les cellules sont ensuite détachées par 

incubation de 5 min à 37°C avec une solution de trypsine EDTA 1X. Le tapis 

cellulaire décollé est ensuite récupéré avec 5 mL de milieu et transféré dans un tube 

pour y être centrifugé 5 min à 1 500 tour/min à température ambiante. Après 

aspiration du surnageant, le culot est solubilisé dans du milieu de culture et 10 µl est 

prélevé pour effectuer un comptage en cellule de Malassez. 

Tableau 6 : Lignées cellulaires et milieu de culture 

 

C Comptage en cellule de Malassez 

Pour effectuer le comptage cellulaire nous utilisons une cellule de Malassez. Il 

s’agit d’une lame en verre comprenant un quadrillage spécifique comprenant 25 

rectangles contenant eux-mêmes 20 petits carrés (Figure 36). Nous disposons entre 

cette cellule et une lamelle, un mélange comprenant à volume équivalent de notre 

solution cellulaire et du bleu trypan qui permettra de distinguer les cellules mortes 

des cellules vivantes. Sous microscope inversé, nous comptons le nombre de 

cellules présentes dans chaque rectangle et nous appliquons la formule suivante afin 

d’obtenir le nombre de cellules par millilitre : 

N = n.F/ a.v avec : 

- N = nombre de cellules /mL 

- n = nombre de cellules comptées 

- F = Facteur de dilution (2 dans notre  cas) 

- a = nombre de carreaux comptés 

- v = volume d’un carreau (0,01 µl dans notre cas soit 0,01.10-2 mL) 
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Figure 38 : Schéma d’une cellule de Malassez 

II Cohorte de patients 

Nous avons à notre disposition une série de 99 tumeurs primaires, issues de 

patients atteints de cRCC, avec le tissu sain associé (n=66) ou non (n=33) qui ont 

été recueillies après chirurgie et stockées dans la banque de collecte de tumeurs et 

de tissus du département de pathologie du CHRU de Lille. Un formulaire de 

consentement écrit a été obtenu de chaque patient et l'étude a été approuvée par le 

comité scientifique de la Tumorothèque du CHRU de Lille" (approbation n ° 

CSTMT078).  

III Biologie cellulaire 

A Transfection des oligonucléotides  

Les lyophilisats de 5 nM de premiARN hsa-miR-21-5p et premiARN Négative 

Contrôle#2 (Ambion) sont repris par 100 µl d’eau Nuclease-free fournie afin d’obtenir 

une solution stock à 50 µM aliquitée en tubes de 20 µl, afin d’éviter les cycles de 

congélation décongélation qui pourraient dégrader l’oligonucléotide conservés à  

-20°C. Lors de l’utilisation de ce réactif, nous ajoutons un volume de 80 µl d’eau 

Nuclease-free de sorte à obtenir une concentration finale de 10 µM correspondant à 

10 pmol/µL. 

Le miRCURY LNA inhibiteur ciblant hsa-miR-21-5p et le miRCURY LNA 

inhibiteur contrôle (Exiqon) sont également présentés sous forme lyophilisée à 5 nM 

et sont repris de la même manière que les premiARNs afin d’obtenir un concentration 

finale de 10 µM lors de l’utilisation. 
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La manipulation est effectuée sous PSM en conditions stériles. Les volumes 

décrits correspondent à l’utilisation de plaques à 6 puits. Lorsque nous travaillons 

dans un autre format le protocole est adapté (Tableau 7). Nous utilisons un protocole 

de transfection soit dite « reverse » c’est à dire que les cellules sont ensemencées et 

transfectées simultanément soit dite « forward », la transfection se fait lorsque nous 

sommes à 50% de confluence cellulaire. Les cellules sont ensemencées à une 

concentration de 250 000 cellules/mL. 

Dans un tube, un volume de 7,5 µL d’agent de transfection Lipofectamine®. 

RNAiMAX (Invitrogen) est dilué dans 242,5 µL de milieu Opti-MEM® (Life 

Technologies) tandis que dans un autre tube un volume de 5 µL d’oligonucléotide est 

dilué dans 245 µL de milieu Opti-MEM®. Après une incubation de 5 min à 

température ambiante, nous mélangeons ces deux réactifs que nous incubons de 

nouveau 30 min à température ambiante afin que les complexes ARN/agent de 

transfection puissent se former. Le mélange final, avec une concentration 

d’oligonucléotide de 10 nM, est alors ajouté sur les cellules ainsi que 2 mL de milieu 

de culture sans antibiotiques. 

Tableau 7 : Protocole de transfection des oligonucléotides 

 

B Transfection des plasmides 

Les plasmides J6-PPRE-TK-Luc, pSG5-PPARα et pSG5-Neg (don du Pr B. 

Staels, INSERM U 1011, Institut Pasteur de Lille, France) sont obtenus par 

maxipréparation après transformation dans les bactéries compétentes E.Coli. Pour 

cela, nous incubons 1 µL de plasmide avec 49 µL de bactéries 30min sur glace, 

ensuite nous effectuons un choc thermique à 42°C durant 45s et finalement nous 

laissons reposer 2min sur glace. Le mélange de bactérie est rincubé dans 450 µL de 

milieu S.O.C (ThermoFisher Scientific) 2 heures sous agitation à 37°C pour ensuite 

être étalé sur des boîtes de pétri contenant du milieu LB avec de l’ampicilline à 0,1 

µL/mL puis incubé sur la nuit dans une étuve à 37°C. Les clones isolés obtenus sont 

ensuite mis en culture dans 300 mL de milieu LB avec de l’ampicilline à 0,1 µL/mL 
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sur la nuit à 37°C permettant la préparation en grande quantité des différents 

plasmides à l’aide du kit NucleoBond® Xtra Maxi Plus EF (Macherey-Nagel). La 

quantité de plasmide obtenue est déterminée par spectrophotométrie à la longueur 

d’onde de 260 nm (Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific). Les 

souches bactériennes des clones sont conservées à –80°C dans 2 ml de glycérol 

stérile.  

Les expériences de transfection sont effectuées sous PSM en conditions 

stériles. Les volumes décrits correspondent à l’utilisation de plaques à 6 puits. 

Lorsque nous travaillons dans un autre format le protocole est adapté (Tableau 8). 

Comme pour la transfection des oligonucléotides nous utilisons un protocole de 

transfection soit « reverse » soit « forward » avec une concentration à 250 000 

cellules/mL et 1 µg de plasmide. 

Dans un tube, un volume de 2,5 µL de PLUS® Reagent (Invitrogen) est 

mélangé avec 1 µg de plasmide dans 490 µL de milieu Opti-MEM® (Life 

Technologies) et incubé 5 min à température ambiante. Nous ajoutons ensuite 7,5 µL 

d’agent de transfection Lipofectamine® LTX Reagent (Invitrogen) et incubons de 

nouveau 30 min à température ambiante afin que les complexes plasmide/agent de 

transfection puissent se former. Le mélange final alors ajouté sur les cellules ainsi 

que 2 mL de milieu de culture sans antibiotiques. 

Tableau 8 : Protocole de transfection des plasmides 

 

C Test de migration et d’invasion 

Pour tester à la fois le pouvoir invasif et migratoire des cellules tumorales, 

nous utilisons respectivement une chambre de Boyden® recouverte ou non de 

MatrigelTM mimant une lame basale (BD BioCoat Control Insert et BD BioCoat 

MatrigelTM Invasion Chamber, BD Bioscience). 50 000 cellules, ayant subi une 

transfection reverse, sont ensemencées dans le haut de l’insert dans un milieu 
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déplété en SVF, tandis que du milieu avec 10% de SVF est placé dans le puits du 

dessous. Les cellules sont incubées pendant 24h à l’étuve à 37°C sous 5% CO2.  

Les cellules se déplacent du haut vers le bas par chimioattractisme soit à 

travers les pores pour la migration soit à travers le MatrigelTM et les pores pour 

l’invasion, elles se retrouvent sur la face inférieure de la chambre. Après 24 heures, 

les cellules n’ayant pas migré ou n’ayant pas digéré le MatrigelTM sont retirées à 

l’aide de cotons-tiges. Ensuite, les cellules migrantes ou invasives sont fixées 5 

minutes dans une solution commerciale de méthanol (kit Diff-Quick, Medion 

Diagnostics) puis rincées 3 fois dans du PBS 1X. Les membranes sont découpées 

puis colorées et montées sur une lame de verre avec le liquide de montage 

Vectashiel® HardSet Mounting Medium (Vector Laboratories) contenant du 4',6'-

diamidino-2-phénylindole (DAPI) permettant le marquage des noyaux cellulaires. Les 

cellules ayant traversées la membrane sont dénombrées en microscopie à 

fluorescence afin de déterminer le pouvoir migratoire ou invasif. 

D Test de chimiorésistance 

Notre objectif est de déterminer les IC50 de différentes drogues pour les 

cellules exprimant plus ou moins miR-21 afin d’établir un éventuel rôle de celui-ci 

dans la chimiorésistance des cellules cancéreuses. L’IC50 est la concentration 

inhibitrice à 50%, c’est-à-dire qu’il s’agit de la quantité nécessaire de drogues pour 

tuer 50% des cellules. 

 

Figure 39 : Plan de plaque 96 puits pour détermination des IC50 

Dans une plaque 96 puits, à J0, 5000 cellules ayant été transfectées avec le 

LNA inhibiteur de miR-21 ou le LNA contrôle sont ensemencées dans les puits 

centraux. Les puits périphériques contiennent 200 µL de PBS afin d’éviter 

l’évaporation du milieu alors que l’avant dernière colonne contient du milieu sans 
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cellules nous permettant ainsi de déterminer l’absorbance intrinsèque du milieu 

servant de blanc (Figure 37). 

A J1, le milieu est aspiré et remplacé par du milieu contenant des 

concentrations croissantes de différentes drogues anticancéreuses : Paclitaxel, 

Oxaliplatine, 5-FU, Dovitinib, Sunitinib (Euromedex). 

Pour mesurer la viabilité cellulaire, nous utilisons le kit Promega «Celltiter96® 

Aqueous Non Radioactive Cell Proliferation Assay ». Il s’agit d’une méthode 

colorimétrique basée sur l’utilisation d’un sel de tetrazolium (MTS) qui est métabolisé 

sous forme de formazan par les cellules vivantes. La quantité de formazan formé est 

mesurée par spectrophotométrie à une longueur d’ondes de 490 nm et est 

proportionnelle au nombre de cellules vivantes dans le milieu.  

A J4, après 72 heures d’exposition à la drogue, le test MTS est effectué ; les 

cellules sont traitées avec 20 µL de MTS puis incubées 1 heure à 37°C. La lecture 

de l’absorbance est effectuée sur un lecteur de microplaques VersaMax (Molecular 

Device) et les résultats sont analysés grâce au logiciel Shortcut to SoftMax® Pro 

4.7.1 qui permet de déterminer les IC50. 

IV Biologie moléculaire 

A Isolation des ARN totaux 

a) A partir de culture cellulaire ou de tissus congelés 

L’extraction des ARNs totaux à partir de culture cellulaire ou de copeaux de 3 

x 30 µm de tissus de patients congelés se fait à l’aide du kit miRNeasy® Mini 

(Qiagen) qui permet de récupérer une fraction d’ARN totaux comprenant les ARN de 

petite taille et donc les miARN. Le principe repose sur l’utilisation d’une solution 

monophasique de phénol/guanidine qui permet une lyse des cellules tout en inhibant 

les RNases et en éliminant une majeure partie de l’ADN cellulaire et des protéines 

grâce à une extraction organique utilisant le chlorophorme. La fraction d’ARN totaux 

récupérée est ensuite purifiée sur une colonne de silice et éluée dans 30 µl d’eau 

RNase free.  
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b) A partir de tissus inclus en paraffine 

L’extraction des ARNs totaux à partir de copeaux de 3 x 30 µm de tissus de 

patients inclus dans la paraffine se fait à l’aide du kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid 

Isolation (Ambion). La fraction d’ARN totaux récupérée est purifiée sur une colonne 

de silice et éluée dans 30 µl d’eau RNase free. 

c) Dosage des ARNs totaux 

 La  quantité des ARN est déterminée par spectrométrie à la longueur d’onde 

de 260 nm (Nanodrop® ND-1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific). La pureté 

est vérifiée par le calcul des rapports A260 nm/A280 nm et A260 nm/A230 nm. Pour 

une qualité optimale, ces ratios doivent etre compris entre 1,8 et 2. Les échantillons 

sont ensuite conservés à - 80°C jusqu’à utilisation.  

B RT-qPCR 

a) Retrotranscription des ARNs classiques 

La synthèse d’ADNc est obtenue en utilisant le kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Applied BiosystemsTM). Pour cela, nous diluons dans un 

microtube 1 µg d’ARN totaux dans 10 µl d’eau RNase free. En parallèle, nous 

préparons un mélange réactionnel comprenant (volume donné pour une réaction) : 

- 2 µL de 10X RT Buffer 

  - 0,8 µL de 25X dNTP Mix (100mM) 

  - 2 µL de 10X RT Random primer 

  - 1 µL de MultiscribeTM Reverse Transcriptase 

  - 4,2 µL d’eau Nuclease free 

Nous ajoutons 10 µl de ce mélange aux 10 µl d’ARN totaux, après 

centrifugation et incubation 5min sur glace, les microtubes sont mis dans un 

themocycleur MJ MiniTM Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) pour subir le programme 

suivant : 

 - 25 °C : 10min 

  - 37°C : 120min 

  - 85°C : 5min 

  - 4°C : ∞ 

Les ADNc ainsi synthétisés sont ensuite conservés à -20°C. 
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b) Retrotranscription des microARNs 

La synthèse d’ADNc est obtenue en utilisant le kit TaqMan® MicroRNA 

Reverse Transcription (Applied BiosystemsTM). Cette technologie repose sur 

l’utilisation d’amorce de transcription inverse spécifique du microARN à 

retrotranscrire qui permet d’ajouter une boucle au niveau de l’extrémité 3’ du 

microARN mature. Pour cela, nous préparons au préalable des dilutions 

intermédiaire d’ARN totaux à 5 ng/µL. Cette concentration peut être adaptée en 

fonction de la quantité de microARN présente dans les échantillons à analyser, si il 

s’agit d’un microARN peu exprimé il faudra partir d’une concentration de départ plus 

importante pour réussir à détecter un signal. En parallèle, nous préparons un 

mélange réactionnel comprenant (volume donné pour une réaction) : 

- 0,15 µL de dNTP à 100 mM 

  - 1 µL de MultiscribeTM Reverse Transcriptase 

  - 1,5 µL de Reverse Transcription Buffer 10X 

  - 0,19 µL de RNase Inhibitor 

  - 5,16 µL d’eau Nuclease free 

A ce mélange, nous ajoutons 3 µL de primer spécifique au microARN d’intérêt 

et 3 µL de primer spécifique au petit ARN servant de contrôle interne et nous 

finissons par 1 µL de l’échantillon d’ARN totaux dilué à 5 ng/µL. Après centrifugation 

et incubation 5min sur glace, les microtubes sont mis dans un themocycleur MJ 

MiniTM Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) pour subir le programme suivant : 

 - 16 °C : 30min 

  - 42°C : 30min 

  - 85°C : 5min 

  - 4°C : ∞ 

Les ADNc ainsi synthétisés sont ensuite conservés à -20°C. 

c) qPCR des ARNs classiques 

L’amplification de l’ADNc par qPCR se fait avec des sondes spécifiques 

(Tableau 9) utilisant la technologie TaqMan® (Applied BiosystemsTM). Il s’agit d’une 

sonde portant à son extrémité 5’ un fluorophore (FAM TM: 6-carboxyfluorescéine) et à 

son extrémité 3’ un quencher non fluorescent. Le principe repose sur l'activité 

exonucléase 5´–3´ de la Taq polymérase. Lorsque le quencher est à proximité du 

fluorophore, la fluorescence émise lors de l’excitation par la source de lumière du 
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thermocycleur sera inhibée. Après hybridation de la sonde sur le brin d’ADNc, le 

quencher sera clivée au cours de l’élongation par la Taq polymérase permettant ainsi 

une émission de fluorescence qui augmentera au fur et à mesure des cycles jusqu’à 

atteindre le signal seuil (Ct : Cycle threshold). 

Pour réaliser cette qPCR, nous utilisons le TaqMan® Gene Expression Master 

Mix (Applied Biosystem) contenant tout les composés nécessaires (de l’ADN 

polymérase AmpliTaq Gold®, UP (Ultra Pure) ; de l’uracile ADN glycosylase (UDG) ; 

du mélange de dNTP comprenant des dUTP ; et la référence interne basée sur le 

colorant ROX™ exclusif). Nous préparons, pour chaque gène, un mélange 

réactionnel composé, pour une réaction, de 10 µl de MasterMix, de 1 µl de sonde 

TaqMan®  et de 8 µl d’eau RNase free. Sur une plaque 96 puits, nous déposons en 

duplicate 19 µl de mélange réactionnel contenant la sonde spécifique à notre gène 

d’intêteret et 19 µl de celui contenant la sonde spécifique au gène de référence et 1 

µl d’ADNc. Pour le profil d’expression de PPARα (peroxisome proliferator-activated 

receptor alpha), nous utilisons le gène de ménage PPIA (peptidylprolyl isomerase A 

(cyclophilin A)) comme contrôle interne. Après centrifugation, la plaque est placée 

dans un thermocycleur couplé à un système d’optique (C1000 BioradTM PCR System 

(Bio-Rad)) programmé de la façon suivante : 

         

Tableau 9 : Listes des sondes TaqMan utilisées pour la qPCR 
« classique »

 
Les niveaux d’expression relative des ARNm sont ensuite calculés selon la 

méthode de comparaison des Ct. La quantité de transcrits présents est normalisée 
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par rapport au gène endogène de référence (∆CT = Ct gène – Ct gène endogène). 

La relation mathématique 2-∆∆CT, dans laquelle : ∆∆Ct = ∆Ct échantillon cible – Ct 

échantillon calibrant donne le facteur d’expression relatif d’un échantillon par rapport 

à un autre. 

d) qPCR des microARNs 

Pour l’amplification par qPCR des microARNs, la technologie TaqMan® est 

également utilisée avec le le TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied 

Biosystem) (Tableau 10). Nous préparons, pour chaque gène, un mélange 

réactionnel composé, pour une réaction, de 10 µl de MasterMix, de 1 µl de sonde 

TaqMan® et de 7,67 µl d’eau RNase free. Sur une plaque 96 puits, nous déposons 

en duplicate 19 µl de mélange réactionnel contenant la sonde spécifique à notre 

gène d’intêteret et 18,67 µl de celui contenant la sonde spécifique au gène de 

référence et 1,33 µl d’ADNc. Pour déterminer le niveau d’expression de miR-21 

présent dans les ARN totaux extrait à partir de tissus de patients, nous utilisons 

comme contrôle interne le RNU6B tandis que pour ceux issus de cultures cellulaires 

nous utilisons le RNU48  Après centrifugation, la plaque est placée dans le 

thermocycleur C1000 BioradTM PCR System programmé de la façon suivante  

         

Tableau 10 : Liste des sondes TaqMan utilisées pour la qPCR « miR » 

 

C Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) 

a) Fixation et récupération des cellules 

Les cellules sont ensemencées en boites de Pétri (100 x 20mm, 55cm2) à 

raison de 1 x 106 cellules en présence de 10 mL de milieu. A 80% de confluence, les 

cellules sont fixées avec 270 µl de formaldéhyde (pour une concentration finale de 
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0,1%) pendant 10 minutes sous agitation. Le milieu est ensuite éliminé et la réaction 

arrêtée par 5 mL de D-PBS 1X contenant 0,125 M de glycine pendant 5 minutes. Les 

cellules sont ensuite rincées une première fois avec 5 ml de PBS 1X froid puis une 

deuxième avec 2 ml de PBS 1X froid contenant des inhibiteurs des protéases 

(EDTA-Na2 0,2 mM pH8 ; PMSF 0,5 Mm ; aprotinine 10 µg/ml ; leupeptine 

hémisulfate 10 µg/ml). Les boîtes de Pétri sont ensuite placées sur glace et le tapis 

cellulaire est récupéré dans un tube de 50 mL avec un grattoir en présence de 3 mL 

de PBS 1X contenant des inhibiteurs de protéase. Cette étape est réalisée une 

seconde fois avec 2 mL de PBS 1X. La suspension est centrifugée 5 minutes à 685 g 

à 4°C. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire peut être conservé à -80°C 

jusqu’à fragmentation de la chromatine. 

b) Fragmentation de la chromatine 

Le culot cellulaire est resuspendu dans du tampon de lyse (HEPES/KOH 

10mM, pH 7,9 ; KCl 10mM ; MgCl2 1.5mM) à raison de 100 µL pour 1 x 106  cellules 

et incubé 10 minutes sur la glace. La chromatine est fragmentée par sonication à 

l’aide du système Bioruptor (Diagenode) par impulsion de 30 secondes à la 

puissance maximale (200W) suivie de 30 secondes de pause durant 10 minutes. 

Cette sonication permet une fragmentation de la chromatine toutes les 150 à 200 pb. 

Les échantillons sont ensuite centrifugés à 10 000 g pendant 10 minutes à 4°C et les 

surnageants récupérés dans un nouveau tube.  

c) Immunoprécipitation 

Les échantillons sont fractionnés afin d’obtenir 100 µl soit 1 x 106  cellules par 

anticorps. 50 µl  est prélevé et stocké à -20°C pour servir d’Input. A une fraction est 

ajoutée 4 µg d’anticorps d’intérêt anti-c-jun : (D) sc-44 (Santa Cruz) et à une autre la 

même quantité d’IgG contrôle de lapin. Les échantillons sont incubés toute la nuit à 

4°C sous rotation. 

Les billes magnétiques sont préparées à l’aide d’un portoir magnétique en 

mélangeant 50 µl de billes couplées à la protéine G (Invitrogen #100-020), 150 µl de 

billes couplées à la protéine A (Invitrogen #100-030) et 1 mL de solution de blocage 

(D-PBS 1X, pH 7,1 - 7,4 ; 0,5% BSA). 3 rinçages sont effectués avec cette solution 

de blocage et ensuite les billes sont incubées dans 1 mL sous agitation sur la nuit à 

4°C.  
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100 µL billes magnétiques est ajouté aux échantillons avant d’être incubés à 

4°C, 4h sous rotation. Après élimination du surnageant, les billes sont lavées 5 fois 

avec 500 µl de « Low Salt Wash Buffer » (Tris-HCl 20 mM, pH 8,1 ; NaCl 150 mM ; 

EDTA 2 mM ; SDS 0,1% ; Triton X-100 1%) puis 1 fois avec 1 mL de « High Salt 

Wash Buffer » (Tris-HCl 20 mM, pH 8,1 ; NaCl 500 mM ; EDTA 2 mM ; SDS 0,1% ; 

Triton X-100 1%). Après un rinçage avec 1 mL de TE 1X (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 ; 

EDTA-Na2 1 mM), les échantillons sont centrifugés 3 minutes à 960 g et les 

complexes immuns élués avec 210 µL de tampon d’élution préparé 

extemporanément (Tris-HCl  50mM, pH 8,1 ; EDTA-Na2 25mM ; SDS 1%) et une 

incubation de 15 minutes à 65°C sous agitation. Les billes sont éliminées par 

centrifugation 1 minute à 16 000 g et 200 µL de surnageant est récupéré. 

d) Réversion et digestion enzymatique des protéines 

La fraction Input est complétée à 200 µL avec de l’eau stérile. 8 µL de NaCl 5 

M et ajouté pour une concentration finale de 0,2 M et l’ensemble est incubé à 65°C 

sur la nuit. Les protéines sont ensuite digérées par l’incubation de 16 µL de Q 

protéase et de 208 µL de TE 1X pendant 1 H à 50°C. 

e) Purification des fragments d’ADN  

Les fragments d’ADN sont purifiés à l’aide du kit NucleoSpin® Gel and PCR 

Clean-up (Macherey Nagel) suivant les recommandations du fournisseur. La 

concentration et la pureté en ADN sont déterminées par spectrophotométrie à une 

longueur d’onde de 260 nm (Nanodrop 1000). Les échantillons sont conservés à -

20°C. 

f) Amplification par qPCR 

L’enrichissement est analysé à partir de 2 µL d’échantillon et du couples 

d’amorces des fragments d’intérêts (AP-1F : TAA GGA TGA CGC ACA GAT TGT C . 

AP-1R : TCA GAA GTC CCA CAT TTA TCA CC) par qPCR à l’aide de la Taq 

Polymerase SsoFast Evagreen Supermix (Biorad™) selon les conditions suivantes : 

10 µL  d’enzyme ; 1,6 µL d’amorce sens à 5 µM ; 1,6 µL d’amorce antisens à 5 µM ; 

qsp 18 µL d’eau stérile et avec le programme suivant 95°C 30 sec ; (95°C 3 sec ; 

55°C 3 sec) X 60 dans le thermocycleur C1000 BioradTM PCR System. L’expression 

relative des fragments d’intérêts est calculée d’après la méthode du ΔΔCt et 

normalisée par l’input de chaque anticorps. L’enrichissement des fragments 
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d’intérêts est calculé par le rapport de l’expression relative de l’anticorps d’intérêt sur 

l’expression relative de l’IgG.  

D Hybridation in situ 

L’hybridation in situ des sondes miR-21, du contrôle positif (snRNAU6) et du 

contrôle négatif (microARN scrambled) est réalisée en utilisant les sondes LNATM 

marquées à la digoxigenine (DIG) (Exiqon). Les lames de tissus de patients sont 

déparaffinées par 3 bains successifs de 5 min dans le xylène, puis réhydratées dans 

des bains d’alcool à concentrations décroissantes (2 fois 10 min à 99,9%, 1 fois 5 

min à 99,9%, 1 fois 10 min à 96%, 1 fois 5 min à 96%, 1 fois 10 min à 70% et 1 fois 5 

min à 76%) puis finalement rincées par un bain de 5 min de PBS. Les lames sont 

ensuite perméabilisées par incubation avec 300 µl de protéinase K à 15 µg/mL 

pendant 15 minutes à 37°C. Après rinçage au PBS, les lames sont déshydratées 

dans des bains d’alcool  à concentrations croissantes (1 fois 10 min à 70%, 1 fois 1 

min à 70%, 1 fois 10 min à 96%, 1 fois 1 min à 96%, 1 fois 10 min à 99,9% et 1 fois 1 

min à 99,9%) puis incubées avec le tampon d’hybridation (1 nM de sonde snRNA U6 

LNATM marquée en 5’, 50 nM de sonde microRNA scrambled LNATM doublement 

marquée et 50 nM de sondes microRNA LNATM doublement marquée) 2 heures à 

45°C dans un four d’hybridation. Les lames sont rincées successivement dans des 

solutions SSC (Saline-Sodium Citrate) 1 fois 5 min à 5X, SSC, 2 fois 5 min à 1X et 2 

fois 5 min à SSC 0,2X à la même température d’hybridation puis de nouveau avec du 

SSC 0,2X à température ambiante. S’ensuit une incubation de 15 minutes avec la 

solution de blocage (PBS-Tween 0,1%, 2% de sérum de mouton, 1% de BSA) puis 2 

heures à température ambiante avec une solution anti-DIG Reagent (anticorps anti-

DIG couplé à la phosphatase alcaline (PA) issus du mouton) dilué au 1/800ème dans 

la solution de blocage. Après lavage 3 fois pendant 3 min au PBS-T, les lames sont 

incubées sur nuit à température ambiante dans une chambre humide, avec le 

substrat soluble de l’enzyme PA (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) + 

nitro blue tetrazolium (NBT)) qui donnera un précipité bleu/violet insoluble (BCIP-

NBT). La réaction colorée est arrêtée par 2 lavages de 5 min avec du KTBT (Tris-HCl 

50 mM, NaCl 150 mM, KCl 10 mM). Les lames sont contre-colorées avec du Nuclear 

Fast Red (Sigma) et montées avec de l’Eukitt (Sigma). 
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V Biochimie 

A Western blot 

a) Préparation des extraits cellulaire totaux 

Le travail se fait sur glace. 48 heures après transfection, le milieu des cellules 

est aspiré et le tapis cellulaire est rincé avec 5mL de PBS 1X et ensuite recouvert de 

5 mL de PBS 1X. Les cellules sont ensuite récupérées dans un tube de 15mL après 

avoir été décollées à l’aide d’un grattoir. Cette opération est renouvelée 2 fois afin de 

récupérer le maximum de cellules puis l’ensemble est centrifugé 5min à 1500tr/min à 

4°C. Le surnageant est éliminé et les culots cellulaires sont lysés dans 100 µL de 

tampon de lyse RIPA (Radio Immune Precipitation Assay, Sigma-Aldrich) (50mM 

Tris-HCl pH 7,6, 150mM NaCl, 1% NP40, 1% Sodium deoxycholate, 0,1% SDS) 

contenant des inhibiteurs de protéases (Roche, Applied Science). Les culots 

subissent ensuite une sonication puis une homogénéisation par rotation 2 heures à 

4°C pour finir par une centrifugation 20min à 14 000tr/min à 4°C. Les surnageants 

sont récupérés dans un nouveau tube et les protéines sont dosées par la méthode 

BCA utilisant̀ l’acide bicinchoninique (BCATM Protein Assay Reagent, Pierce). La 

densité optique est lue à 570nm. L’échantillon est conservé à -80°C. 

b) Western blot 

10 µg de protéines sont incubés 5 minutes à 99°C dans un tampon permettant 

de dénaturer et de réduire les liaisons disulfure des protéines (5 µL NuPAGE® LDS 

Sample Buffer (4X) (contient du dodécylsulfate de lithium de pH 8,4) + 2 µL 

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10X) (contient 500 mM de dithiothréitol (DTT)) + 

qsp H2O 20 µL) (Life Technologies).  

Le mélange est ensuite déposé sur un gel NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris 

(Life Technologies) pour subir une électrophorèse dans une cuve Xcell SurelockTM 

Mini-Cell Electrophoresis System dans un tampon de migration NuPAGE® MOPS 

SDS Running Buffer (Life Technologies) à 200 V pendant 60min. Simultanément, un 

mélange d’étalon protéique de 5 µL de Novex® Sharp (Invitrogen) donnant des 

bandes colorées visibles à l’œil nue et de 3 µL de MagicMark™ XP Western 

(Invitrogen), qui donne des bandes visibles en chimioluminescence, est déposé sur 

le gel pour subir une séparation en fonction du poids moléculaire par électrophorèse. 
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Après migration, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Iblot® Gel transfert stacks nitrocellulose regular (Invitrogen)) grâce au système de 

transfert Iblot (Invitrogen) durant 7min à 25 V. Pour vérifier la qualité du transfert, les 

membranes de nitrocellulose sont baignées dans une solution de rouge ponceau qui 

permet une coloration des protéines présentes, elles sont ensuite rincées dans du 

TBS-T 1X (Tris-HCl 50 mM pH 7,5 + NaCl 150 mM + Tween-20 0,05%).  

Les sites aspécifiques sont alors saturés par une solution TBST-T 1X + lait à 

5% (ou BSA% pour certains anticorps) durant 1 heure à température ambiante sous 

agitation. Après 3 rinçages avec du TBS-T 1X, les membranes sont incubées avec 

l’anticorps primaire (Tableau 11) dilué dans du TBS-T 1X sur la nuit à 4°C sous 

agitation, puis de nouveau rincées 3 fois avec du TBS-T 1X et incubées 1H avec 

l’anticorps secondaire spécifique couplé à la peroxydase de Raifort (HRP) dilué 

également dans du TBS-T 1X.  

Les membranes sont ensuite incubées 5 minutes dans une solution ECL 

(Enhanced Chemiluminescence, Pierce), puis finalement révélées par 

chimioluminescence au LAS4000 (Fujifilm). L’analyse densitométrique a été réalisée 

avec le logiciel ImageJ. La β-actine est utilisée comme témoin de charge. 

Tableau 11 : Liste des anticorps primaires utilisés pour le western blot 

 

B Test luciférase 

Quarante huit heures après la co-transfection, les cellules sont lysées avec 

100µL de PLB 1X (Passive Lysis Buffer) (Promega) pendant 10 minutes sous 

agitation puis récupérées et centrifugées 5min à 8 000g. Le surnageant est récupéré 

pour effectuer un dosage protéique BCA (Pierce) et un dosage de l’activité 

luciférase. Pour ce dernier, 20 µL du surnageant sont incubés avec le substrat 
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Luciferase Assay Reagent (Promega) et une mesure de la quantité relative de 

lumière (RLU) est effectuée à l’aide du Mithras (Berthold). 

VI Immunohistochimie 

L'immunohistochimie est réalisée sur un automate immunostainer 

(Benchmark, Ventana) avec le kit diaminobenzidine XT Ultraview (Ventana). Les 

échantillons sont soumis à un prétraitement dans un tampon citrate pH 6,0 par 

chauffage à 37°C puis incubés avec l'anticorps primaire anti-PPARα (clone ab8934, 

Abcam; dilution 1/200). Les contrôles négatifs sont effectués par omission de 

l’anticorps primaire. 

VII Analyse statistique 

Les données sont présentées sous forme valeurs moyennes. Des analyses 

statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism (GraphPad Software, 

San Diego, CA). Les différences entre plusieurs groupes ont été évaluées par une 

analyse de variance à sens unique (ANOVA) suivie du test de comparaison multiple 

de Bonferroni. Les différences statistiques entre chacun des deux groupes ont été 

déterminées par le test t de Student. La corrélation entre l’expression de miR-21 et 

PPARα est évaluée à l’aide du test de Spearman. Les différences ont été 

considérées comme significatives lorsque p <0,05. 
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