N

N

Role de la nouvelle isoforme d’épissage du gene von
Hippel-Lindau dans la survenue d’érythrocytoses et de
cancers du rein héréditaires
Marion Lenglet

» To cite this version:

Marion Lenglet. Role de la nouvelle isoforme d’épissage du gene von Hippel-Lindau dans la survenue
d’érythrocytoses et de cancers du rein héréditaires. Biologie moléculaire. Université Paris sciences et
lettres, 2019. Francgais. NNT: 2019PSLEP035 . tel-03767550

HAL Id: tel-03767550
https://theses.hal.science/tel-03767550v1

Submitted on 2 Sep 2022

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03767550v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Préparée a I'Ecole Pratique des Hautes Etudes

Réle de la nouvelle isoforme d’épissage du géne

von Hippel-Lindau dans la survenue

d’érythrocytoses et de cancers du rein héréditaires

Soutenue par

Marion LENGLET
Le 24 septembre 2019

Ecole doctorale n° 472
Ecole doctorale de I’Ecole
Pratique des Hautes Etudes

Spécialité

Biologie cellulaire et
moléculaire et sciences
de la santé

»
03"/ Ecole Pratique %
‘%gg)// des Hautes Etudes PS L *
v

Composition du jury :
Yannick, ARLOT
DR1, CNRS

Isabelle, PLO
DR2, INSERM

Claude, HOUDAYER
Pharm.D, Ph.D, M.B.A, INSERM

Yannick, ARLOT
DR1, CNRS

Frédéric, Mazurier
DR, INSERM

Nathalie, Mazure
DR2, CNRS

Franck, CHESNEL
CR, CNRS

Betty, GARDIE
Maitre de Conférence, EPHE

Président

Rapporteur

Rapporteur

Examinateur

Examinateur

Membre invité

Membre invité

Directeur de these









On ne fait jamais attention a ce qui a été fait ;
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Résumeé

La protéine von Hippel-Lindau (VHL), codée par le géne VHL constitué de 3 exons, est un facteur
clé de la régulation de la voie de I’hypoxie dont I'acteur majeur est le facteur de transcription
inductible en hypoxie (HIF). En présence d’oxygene, HIF est reconnu par VHL puis ubiquitinylée et
dégradée via le protéasome. En absence d’oxygéne, HIF est stabilisé et induit I’expression d’une
centaine de genes impliqgués notamment dans I'angiogenese (VEGF), la prolifération (TGF), le
métabolisme (GLUT1) et I’érythropoiése (EPO). Quand VHL est muté, HIF est n’est plus dégradé
et entraine la surexpression de ces genes qui peuvent conduire a la formation de tumeurs via
I’hypervascularisation et I’"hyperprolifération cellulaire ou a une érythropoiése incontrélée. Deux
pathologies sont associées a des mutations de VHL. La polyglobulie, caractérisée par un taux de
globules rouges sanguins et d’EPO élevés, a pour origine une mutation homozygote ou
hétérozygote composite de VHL. La maladie de VHL, caractérisée par le développement de
tumeurs hypervascularisées (hémangioblastomes du systeme nerveux central ou de la rétine,
phéochromocytomes, paragangliomes ou cancers du rein), a pour origine une mutation
hétérozygote de VHL associée a une perte d’hétérozygotie dans les tumeurs. Il a été mis en
évidence que les mutations dans le géne VHL suivent un modéle d’oncogenese en gradient : plus
la perte de fonction de pVHL est importante, plus la pathologie développée est sévére.

Cependant, certains patients présentent un tableau clinique caractéristique d’une anomalie VHL
sans aucune mutation (maladie de VHL) ou seulement a I'état hétérozygote (polyglobulie). Les
mécanismes moléculaires a I'origine de ces phénotypes n’étant pas encore compris, |'objectif de
ma these s’est porté sur I'étude de mutations complexes de VHL, a savoir des mutations
impactant I'épissage du géne. Une étude approfondie a été réalisée sur 12 familles : étude de
ségrégation, analyse phylogénétique, tests minigénes, séquencage de I'ARN des tumeurs et
lignées lymphoblastoides de patients, mesure de I'expression des ARNm et des protéines, études
fonctionnelles des nouvelles isoformes VHL. L’épissage étant un mécanisme dépendant du type

cellulaire, j'ai également participé au développement d’'un modeéle de cellules productrices d’EPO



a partir de cellules souches pluripotentes induites (iPS) de patients afin de réaliser des études
adaptées.

Le début de mon projet s’est porté sur I'’étude de 2 mutations synonymes de I'exon 2 du géne
VHL, a 'origine de la maladie de VHL ou d’une polyglobulie. J’ai pu mettre en évidence que ces
mutations entrainent le saut de I'exon 2 dans les transcrits avec une diminution de I'isoforme
sauvage (contenant les exons 1, 2 et 3) en faveur de celle contenant les exons 1 et 3, décrite
comme non fonctionnelle. J'ai ainsi pu montrer que des mutations exoniques de VHL pouvaient
étre a 'origine de défauts d’épissage et entrainer une perte de fonction de VHL expliquant les
phénotypes observés.

L’étude approfondie des transcrits VHL m’a permis de mettre en évidence la présence de 2 exons
cryptiques situés dans les introns 1 et 2. Ces 2 exons nommés E1’ et E2’ ont été séquencés et
retrouvés mutés dans les cas inexpliqués de la maladie de VHL ou de polyglobulie. J’ai pu montrer
gue les mutations dans E1’ conduisent a une rétention excessive de cet exon associée a une
diminution de I'expression protéique totale de VHL. Dans les deux cas (saut de I'exon 2 ou
rétention de E1’), I'impact sur I'épissage est plus important chez les patients avec tumeurs
gu’avec une polyglobulie.

L'analyse des mutations de E2’ n’a pas encore permis de déterminer les mécanismes d’action en
jeu.

Lors de ma these, j'ai donc découvert une structure et une expression complexes du géne VHL.
Mon travail a permis d’identifier I'origine de la pathologie chez des patients jusqu’ici sans
diagnostic génétique, leur permettant un meilleur suivi médical et ouvrant sur de nouvelles pistes

thérapeutiques.



Abstract

The von Hippel-Lindau protein (VHL), encoded by the VHL gene that contains three exons, is a key
factor of the hypoxia pathway. The main player of this pathway is the hypoxia inducible factor
(HIF). In presence of oxygen, HIF is recognized by VHL, subunit of an E3 ubiquitin ligase complex,
then ubiquitinylated and degradated by the proteasome. In absence of oxygen, HIF is stabilized
and induces the expression of hundred of genes involved in angiogenesis (VEGF), proliferation
(TGF), metabolism (GLUT1) and erythropoiesis (EPO). When VHL is mutated, HIF is not degraded
and induces the overexpression of these genes which can led to the formation of tumors via the
hypervascularisation and the hyperproliferation of the cells or to an excessive erythropoiesis. Two
pathologies are associated with mutations in VHL. The erythrocytosis is characterized by an
elevated level of red blood cells and EPO serum level associated with homozygous or compound
heterozygous mutations of VHL. The VHL disease is characterized by the development of
hypervascularized tumors (hemangioblastomas of the central nervous system or of the retina,
pheochromocytomas, paragangliomas or renal cancers) associated with heterozygous mutations
of VHL and a loss of heterozygosity in tumors. It has been described that VHL mutations followed
a continuum model of tumor suppression: the more severe is the loss of pVHL function the more
severe is the developed pathology.

However, some patients presented with a clinical aspects typical of VHL mutations but without
any identified mutation (VHL disease) or with only heterozygous mutation (erythrocytosis). The
molecular mechanisms at the origin of these phenotypes are not yet understood, the aim of my
thesis was to study complex mutations of VHL, namely mutations that impact VHL splicing. A
comprehensive study has been performed on twelve families: segregation study, phylogenetic
analysis, minigene experiments and sequencing of RNA from tumors or lymphoblastoid cell lines
of patients, measurement of the expression of mRNA and proteins, functional study of the new
VHL isoforms. The splicing being specific to cell types, | also participated to the development of
an EPO producing cellular model established from induced pluripotent stem cells (iPS) derived

from patients.



The beginning of my project was focused on the study of two synonymous mutations located in
the second exon of the VHL gene, one associated with a VHL disease and one associated with an
erythrocytosis. | demonstrated that these mutations induce the VHL exon 2 skipping associated
with a decreased expression of the normal transcript (containing exon 1, 2 and 3 spliced) in favor
of transcripts that contain exon 1 spliced with exon 3, a non functional isoform. | showed that
exonic mutations in VHL can induce splicing defects and led to a loss of function of VHL at the
origin the observed phenotypes.

In-depth study of VHL transcripts allowed the discovery of two cryptic exons located in the introns
1 and 2 of VHL. These two exons named E1’ and E2’ have been sequenced and found mutated in
unsolved cases of VHL disease or erythrocytosis. | showed that mutations in E1’ led to an excessive
retention of this exon associated with a decreased expression of VHL protein. In addition,
comparative studies of synonymous and E1’- VHL mutations associated with von Hippel-Lindau
or erythrocytosis confirmed the continuum model of tumor suppression.

Analyses of the mutations in the E2’ exon have not yet permitted to identify the processes

involved in the developed diseases.

During my thesis, | have therefore demonstrated that exon-skipping and cryptic-exon-retention
are new VHL alterations and | identified a novel complex splicing regulation of the VHL gene. This
study allowed the identification of the patients’ disease origin who had so far no genetic
diagnosis. Theses results provided access of patients to a better medical monitoring and paved

the way of further therapeutic prospects.



Lexique

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNT : aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
BFU-E : Burst forming unit erythroid

CARD?9 : caspase recruitment domain-containing protein 9
CFU-E : colony forming unit erythroid

Chk2 : checkpoint kinase 2

COL4A2 : collagéne IV alpha 2

CUL2 : culline 2

EBV : Epstein-Barr virus

EJC : exons junction complexes

EPO : erythropoietine

EPOR : recepteur a I'érythropoietine

ESE : exon splicing enhancer

ESI : exon splicing silencer

ESR : séquences régulatrices d’exons

FIH : facteur inhibiteur de HIF

HIF : facteur inductible en hypoxie (hypoxia inducible factor)
HRE : élément de réponse a I’"hypoxie (hypoxia response element)
IPAS : inhibitory Per/Arnt/Sim

ISE : intronic splincing enhancer

ISI : intronic splincing inhibitor

JAK2 : janus kinase 2

KO : knock-out

LLB : lignée lymphoblastoide

IncRNA : long ARN non codant

LOH : perte d’hétérozygotie (Loss of heterozygosity)

NAT : transcrit antisens naturel



NFxB : facteur nucléaire kB (nuclear factor kB)

NMD : nonsense mediated decay

ODD : domaine dépendant de I'oxygéne (oxygen dependent domain)

ORF : cadre de lecture ouvert (open reading frame)

PDGEF : facteur de croissance plaquettes-dérivé (platelet derived growth factor)
PHD : prolyl hydroxylase domain

gPCR : PCR gquantitative (quantitative polymerase chain reaction)

Rbx1 : RING box protéine 1

RCC : carcinome rénal (renal cell carcinoma)

REPC : cellules rénales productrices d’érythropoiétine (renal EPO producing cells)
SASP : senescence associated secretory phenotype

SCF : facteur de cellules souches (stem cell factor)

SEM : erreur standard a la moyenne (standard error mean)

SOCS1 : suppressor of cytokine signalling 1

STATS : transducteur de signal et activateur de transcription 5 (signal transducer and activator
of transcription)

TGF : facteur de croissance transformant (transforming growth factor)

UPF : up-frameshift protein

UTR : région non transcrites (untranslated region)

VEGF : facteur de croissance de I'endothelium vasculaire (vascular epithelial growth factor)
VHL : von Hippel-Lindau

VLP : VHL-like protéine
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|.  INTRODUCTION

A. L’hypoxie

1. Généralités sur la réponse a I'hypoxie

L’homme fait partie des espéces animales dont la survie dépend totalement de la présence
d’oxygene (0,) en quantité suffisante dans I'air. Notre systéme respiratoire permet a notre
organisme de capter I'oxygene dans nos poumons. Notre systéme circulatoire, via I’'hémoglobine
des globules rouges, permet de redistribuer cet oxygéne aux différents tissus et organes dans
notre organisme. Dans I’air que nous respirons, a la pression atmosphérique du niveau de la mer,
le taux d’oxygeéne est d’environ 18 a 21%. |l est distribué dans I'organisme en fonction des besoins
des organes qui, pour leur bon fonctionnement, demandent plus ou moins d’oxygéne®. Au niveau
des poumons qui captent I'oxygéne, le taux d’O, est de 18% et il descend a 6% dans les tissus.

L’hypoxie se définie par un manque d’apport en oxygéne dans les tissus. Cela se traduit par une
baisse du taux d’oxygéne tissulaire qui peut devenir trop bas par rapport aux besoins de
I’organisme. Pour un organe ou le taux d’O, nécessaire est de 6%, quand celui-ci atteint 3% dans
les tissus, on parle d’hypoxie puis d’anoxie quand celui-ci atteint 0,1%. L’hypoxie peut avoir
plusieurs origines et étre générale via un manque d’oxygéne dans I'environnement (en altitude
élevée par exemple) ou via un probleme d’acheminement de I'oxygéne dans |’organisme
(probléme d’affinité de I'oxygene sur les globules rouges ou affection pulmonaire). Elle peut
également étre locale dans le cas de tumeurs peu vascularisées ou de vaisseau sanguin bouché.
Le taux d’oxygéne sanguin est détecté en continu grace a des structures spécialisées de la crosse
aortique, cela permet a l'organisme de réguler en premier lieu le rythme cardiaque et la
respiration pour adapter le niveau d’oxygene a [leffort réalisé via I'envoi d’un signal

. . 2
dopaminergique au cerveau®.

Plus nous montons en altitude, plus la pression atmosphérique est faible, moins il y a d’oxygéne
dans l'air. En effet, quand la pression diminue, pour un méme volume d’air, il y a moins de
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molécules de gaz. Par exemple, en haut de I'Everest qui culmine a 8848 métres, la pression
atmosphérique est divisée par 3 par rapport a celle au niveau de la mer. En haut du mont Blanc
gui culmine a 4810 métres, la pression est 2 fois moins élevée qu’au niveau de la mer. Une seule
respiration nous apporte donc 3 fois moins d’oxygene en haut de I'Everest qu’au niveau de la mer.
C’est pourquoi, lorsqu’on est en altitude élevée, il faut faire une ascension lente avec des périodes
d’adaptation pour laisser le corps s’habituer a un taux d’oxygene plus faible pour éviter de souffrir
du mal des montagnes. Il correspond a une mauvaise adaptation de |'organisme a I'altitude et
plus particulierement a un taux faible d’oxygene dans |'air. Celui-ci se caractérise par des maux
de téte, des nausées, des vomissements, des problemes de sommeil, des vertiges, des
palpitations, des problémes de vue et dans les cas les plus graves, les personnes peuvent souffrir
d’un cedéme pulmonaire (altitude supérieure a 4000 meétres) ou d’un cedéme cérébral (altitude
supérieure a 5000 métres) qui peut conduire 3 un coma voire a la mort>*. Les personnes sont plus
ou moins sensibles au mal des montagnes. A 2000 metres d’altitude, moins de 20% de la
population en souffre, en revanche, plus de 50% en développent les symptomes a plus de 4000
metres d’altitude. Il a été montré que les populations qui vivent en hautes altitudes depuis au
moins 10 000 ans, comme les tibétains ou la communauté Andine, ce sont adaptés a un faible
taux d’oxygeéne et ne présentent pas le mal des montagnes>®. Différents moyens d’adaptation
pour acheminer plus d’oxygéne dans les tissus ont été observés comme une augmentation de la
ventilation, une augmentation de la saturation en oxygene de I’'hémoglobine, une augmentation
de la concentration en hémoglobine ou une augmentation de la densité en capillaires sanguins
dans les muscles. Il a été montré que ces adaptations sont héritables et qu’elles proviennent de
modifications de certains génes au cours de |'évolution pour une meilleure adaptation a

I’environnement.

Une réponse moléculaire a I’hypoxie a également lieu au niveau cellulaire. Pour répondre a un
mangue d’oxygene, les cellules vont activer la voie dite de I’hypoxie pour essayer de pallier au
mangque. Les cellules les plus importantes de ce processus sont les cellules productrices
d’érythropoiétine (EPO) qui sont situées dans le foie foetal ou dans le rein adulte qui, en réponse

3 un manque d’oxygéne vont produire une hormone : I'érythropoiétine’®. Celle-ci va se fixer a



son récepteur : EPOR (Récepteur a I’Erythropoiétine) qui est présent a la surface des progéniteurs
érythroides situés dans la moelle osseuse’. Ces cellules sont des progéniteurs qui peuvent, en
réponse a un signal, proliférer et/ou se différencier en globules rouges. La fixation de 'EPO sur
EPOR va entrainer une cascade de phosphorylation intracellulaire qui va notamment activer le
facteur de transcription STATS5 (Transducteur de signal et activateur de transcription 5). Celui-ci
va activer la transcription de genes, ce qui va conduire a la multiplication et a la différenciation
des progéniteurs érythroides en globules rouges. Il va ainsi y avoir plus de globules rouges dans
le sang qui vont pouvoir transporter plus d’oxygéne et 'acheminer via les vaisseaux aux tissus et
aux organes. L'expression de I'EPO est régulée par un facteur de transcription qui est inductible

en hypoxie : HIF (Hypoxia Inductible Factor) (Figure 3).

2. HIF : facteur clé de la voie de I'hypoxie

Le facteur clé de la réponse cellulaire a I’hypoxie est le facteur inductible en hypoxie : HIF*, |

s’agit d’un facteur de transcription hétérodimérique constitué de 2 sous-unités alpha et beta®2. Il
existe deux isoformes de la sous-unité HIFa : HIF-1a et HIF-2a.. Ces deux sous-unités ont une
structure bHLH-PAS : basic-helix-loop-helix-Per-ARNT-AHR-Sim du coté N-terminal de la
protéine’? (Figure 1). Le domaine HLH permet I'hétérodimérisation de la sous-unité HIFa avec la
sous-unité HIFP. Le domaine acide permet quant a lui la fixation et la spécificité de la liaison de
HIF a 'ADN (Acide DésoxiriboNucléique). Le domaine bHLH contient également une séquence

permettant I'import nucléaire de HIFo.

Les deux isoformes HIF1a et HIF2a. s’"hétérodimérisent avec une sous-unité B de HIF pour former

un facteur de transcription actif qui peut activer différentes cibles de la voie de I’hypoxie>***>®.

HIF1a stimule principalement I'expression des genes glycolytiques alors que HIF2a régule un
panel de genes plus important. Cependant, les deux sous-unités régulent des panels de genes

e . . . . 15,1
différents qui peuvent varier en fonctions des types cellulaires™’.



La sous-unité beta de HIF est constitutivement exprimée dans le noyau des cellules, elle est aussi
connue sous le nom d’ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator). La sous-unité alpha
est quant a elle exprimée dans le cytoplasme dans lequel son expression est régulée via le
protéasome en fonction de I'oxygeéne disponible. La sous-unité HIFa contient un domaine ODD
(Oxygen-dependant Degradation) divisé en 2 principaux sites d’hydroxylation appelés CODD (C-
Terminal ODD) et NODD (N-terminal ODD) qui est le plus sensible a I’hypoxie'®*® (Figure 1). Ce

domaine central est situé entre les acides aminés 401 et 603 de HIFa°.

Oxygen sensors

HIF-Pro HIF-Asn
hydroxylase hydroxylase

(PHD2) (FIH)

oo

CI)H Ci‘rH ?H

HIF-1a Pro 402 Pro 564 Asn 803

s

826

Figure 1 : Structure le la protéine HIFla. (D’aprés Dayan et al.”®) La protéine HIFlo est
constituée en sa partie N terminale d’'une domaine bHLH suivis d’un domaine PAS. Elle contient
également un domaine ODD séparé en 2 domaines : NODD (N-TAD) et C-ODD (C-TAD)
hydroxylés respectivement par PHD2 ou FIH en fonction du taux d’oxygéne tissulaire.

En conditions normoxiques, les protéines PHD (Prolyl Hydroxylase domain) (PHD1, PHD2 ou
PHD3) qui sont des dioxygénases vont hydroxyler HIF1a sur les prolines 402 et 564 (HIF2a est
hydroxylée sur ses résidus proline 405 et 531) de son domaine NODD en utilisant I'oxygéne

21,22
comme cofacteur™™

(Figure 2). Le domaine CODD est quand a lui hydroxylé sur le résidu proline
803 par une autre hydrolase FIH (factor inhibiting HIF) qui est active en conditions normoxiques
ou en hypoxie modérée (conditions intermédiaires d’oxygéne)®®. Quand HIFa est hydroxylée, sur

les prolines par les PHD, son affinité pour un complexe E3 ubiquitine ligase via la protéine von



Hippel-Lindau (VHL) est augmentée. Aprés sa liaison a pVHL, HIFa va étre polyubiquitinylée et

dégradée via le protéasome*?* (Figure 3).

L’hydroxylation de HIF1a sur son domaine CODD par FIH n"empéche pas la translocation de HIF1a
dans le noyau qui peut alors réguler I'expression de certains génes cibles (appelés génes non

inhibés par FIH) (Figure 2).
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Figure 2 : Gradient d’hydroxylation de HIF par les PHD et FIH en fonction de I'oxygéne
disponible. (Daprés Dayan et al.”®)En conditions normoxiques, HIF1a est hydroxylée par les
PHD sur son domaine N-TAD et par FIH sur son domaine C-TAD. En hypoxie modérée, HIF1a.
est uniqguement hydroxylée par FIH sur son domaine C-TAD et peut agir comme facteur de
transcription pour I'expression de certains genes cibles. En hypoxie plus sévere, HIF1la n’est
plus hydroxylée et va donc entrainer la transcription de tous ces génes cibles.

Cette double action des PHD et de FIH dans différentes conditions d’oxygénation permet de
constituer un gradient d’activation de HIFa qui est fortement dégradée en normoxie du fait de

son hydroxylation via les deux hydrolases puis peu hydroxylée et non dégradée en début



d’hypoxie par I'action seule de FIH et enfin non hydroxylée et totalement active en hypoxie

sévere.
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Figure 3 : Représentation schématique de la voie de I’hypoxie. En présence d’oxygene, la
sous—unité HIFa est hydroxylée par une PHD. Elle est ensuite reconnue par VHL, sous-unité de
reconnaissance d’'un complexe E3 ligase. HIFo est alors ubiquitinylée et dégradée via le
protéasome. En conditions hypoxiques, HIFa est stabilisée et va transloquer dans le noyau
pour former un facteur de transcription actif avec HIFf. Celui-ci va entrainer la transcription
de nombreux génes cibles en se fixant sur un élément de réponse a I’"hypoxie (HRE). Une fois
traduits, certains facteurs sont relargués dans la circulation et jouent un réle dans
I’érythropoiése ou peuvent favoriser la vascularisation et/ou la survie cellulaire. L'EPO va se
fixer a son récepteur EPOR a la membrane des progéniteurs érythroides. Cela va entrainer la
phosphorylation de STAT5 via JAK2 et entrainer la prolifération et la différenciation des
progéniteurs érythroides en globules rouges.

En condition hypoxique, la sous-unité alpha de HIF n’est pas hydroxylée par les PHD ou FIH. HIFo
n’est donc pas capable de se lier a VHL. Elle n’est pas ubiquitinylée et n’est donc pas ciblée par le
protéasome. Ainsi stabilisée, HIFo. peut transloquer dans le noyau et s’hétérodimériser avec la
sous-unité HIF béta pour former le facteur de transcription inductible en hypoxie actif. Ce facteur
va alors se fixer aux éléments de réponse a I’hypoxie, séquences consensus de type RCGTG
appelées HRE (Hypoxia Response Element)®® (Figure 4). Ces séquences sont le plus souvent
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situées au niveau du promoteur des genes cibles mais peuvent également étre des promoteurs
. s s 2 . .
distaux comme cela est le cas pour I'érythropoiétine’. La fixation de HIF sur ces promoteurs va

2826 || existe plus de 200 génes cibles (plus

entrainer une augmentation de I’expression des genes
de 2% des génes humains) de HIF connus a ce jour. Leur expression permet une adaptation
tissulaire a I’'hypoxie. Les plus connus sont I'EPO qui va conduire a une production plus importante
de globule rouge pour assurer le transport d’une quantité plus importante d’oxygene, le VEGF
(vascular epithelial growth factor) qui va permettre la néoformation de vaisseaux sanguins pour
I'acheminent d’oxygéne dans des zones hypoxiques, le TGFa. (transforming growth factor) qui est
une cytokine impliquée notamment dans I’"hématopoiese et le PDGF (platelet derived growth
factor) qui permet de réguler la croissance et la division cellulaire pour augmenter le nombre de
cellules hématopoiétiques en conditions hypoxiques. HIF est donc impliqué dans de multiples

voies cellulaires, notamment I'érythropoiése, la prolifération, I'angiogenese, le métabolisme,

I’'autophagie ou la survie cellulaire (Figure 3).
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Figure 4 : Séquence consensus HRE (Hypoxia Respons Element)®. Fréquence de survenue
de la séquence nucléotidique dans les séquences consensus HRE connues.

Il existe une troisieme sous-unité alpha de HIFa : HIF3a. Le géne codant cette protéine est
constitué de 16 exons qui peuvent étre épissés en différentes isoformes (au moins 7 connues a
ce jour). L'isoforme contenant tous les exons du géne HIF3a correspond a une IPAS (Inhibitory

29,30

PAS (Per/Arnt/Sim) domain protein) qui agit comme un régulateur transcriptionnel. Cette

protéine n’est exprimée qu’en hypoxie (a partir de 8% d’0,) et a été retrouvée surexprimée dans



les poumons et le coeur de souris placées en hypoxie. Elle a un réle de rétrocontrdle négatif sur
le facteur de transcription HIF. En effet I'isoforme IPAS de HIF3a se lie a I’hétérodimere HIFo/f,
I'empéchant de se fixer sur les promoteurs des génes cibles de HIF. Il a été montré que d’autres
isoformes longues de HIF3o. sont localisées dans le noyau des cellules en hypoxie®*. A elles seules,
elles ne sont pas capables d’activer des genes cibles de HIF. Cependant selon les isoformes et les
geénes cibles, elles peuvent soit inhiber la fonction du facteur de transcription hétérodimérique
HIF, soit agir comme un cofacteur pour |'expression des génes. Les fonctions exactes des
isoformes de HIF3a sont encore assez méconnues et elles semblent avoir des roles complexes

dans la réponse a I’hypoxie.

3. Role et origine de I'érythropoiétine (EPO)

L’érythropoiétine est une hormone glycoprotéique exprimée dans des types cellulaires
spécifiques. Le géne de I'EPO est composé de différents sites régulateurs qui permettent cette
tissus spécificité®2. Elle est synthétisée chez le foetus par la créte neurale puis par le foie®*®. Chez
I’adulte, 90% de I'EPO circulante est produite par les cellules productrices d’EPO rénales (REPC)’.
Les dix autres pourcents de I'EPO circulante sont produits par le foie (qui garde chez I'adulte sa
capacité a produire de I'EPQ), le cerveau (neurones, cellules gliales et cellules endothéliales),
I'utérus, les testicules et les glandes adrénales qui ont également été rapportés comme capable
de produire de I'EPO*****. L’origine des cellules rénales productrices d’EPO est encore
controversée mais de nombreuses hypothéses montrent qu’elles auraient pour origine les

37,38,33,39

cellules de la créte neurale . Certains travaux indiquent que les cellules productrices d’EPO

sont des « neurones-like »*

. A ce jour, il n‘existe aucune lignée issue de cellules rénales
productrices d’EPO, personne n’ayant encore réussi a les isoler et immortaliser en culture. Les
seules lignées capables de produire de I'EPO sont une lignée de progéniteurs neuronaux : SH5-
SY5Y, deux lignées d’hépato-carcinome : Hep-3b et HepG2, une lignée rénale cancéreuse
SKRC44* et une lignée de cellules murines productrices d’EPO rénales recemment générée

(FAIK)*.



Une surproduction d’EPO peut avoir lieu dans certaines tumeurs. En effet, pour certaines tumeurs
peu vascularisées ou portant certains types de mutations, il y a une forte production d’EPO de la
tumeur elle-méme du fait d’'une dérégulation de la voie de I’hypoxie. Cela a été montré pour des
tumeurs du rein, du foie, du systéme nerveux central, de I'utérus, des glandes adrénales, des
ovaires, des poumons, du thymus et pour les hémangioblastomes*?. Cela conduit 3 un taux d’EPO
circulant trop élevé qui peut causer une érythrocytose (taux de globule rouge sanguin trop élevé)
associée a la tumeur chez les patients. Lors de la résection de la tumeur par chirurgie, le taux

d’EPO sanguin redevient normal et I'érythrocytose disparait.

Le géne codant I'EPO a été cloné en 1985, ce qui a permis les premiéres productions d’EPO de
syntheése utilisée pour le traitement des anémies (diminution de la quantité ou de la qualité des

4344 | a production d’EPO est sous le controle d’un promoteur qui contient une

globules rouges)
séquence HRE, elle est donc régulée par le facteur de transcription HIF. En cas d’hypoxie sévere,
I'EPO peut é&tre 1000 fois plus élevée que la normale dans le sang®. La quantité d’EPO circulant
dans le sang est inversement proportionnelle a la quantité d’oxygéne présente, cette
proportionnalité est controlée par le facteur de transcription HIF*®. L’EPO se fixe sur son récepteur
EPOR (récepteur a I'érythropoiétine) qui est exprimé a la surface des progéniteurs érythroides a
partir de leur stade « burst forming unit-erythroid » (BFU-E) qui sont localisés dans la moelle
osseuse (Figure 5). Les BFU-E sont issues des cellules souches hématopoiétiques capables de
donner tous les types cellulaires retrouvés dans le sang qui peuvent se spécialiser en réponse a
différents signaux jusqu’a donner des progéniteurs mégacaryocytes-érythrocytes qui peuvent
soit se différencier en plaquettes, soit en BFU-E. Les BFU-E ont besoin pour survivre de la cytokine
SCF (stem cell factor) et pour poursuivre leur différenciation en « colony forming unit-erythroid »
(CFU-E) d’EPO. La fixation de I'EPO sur les CFU-E va conduire a une cascade de réactions de
phosphorylation notamment des protéines JAK2 (Janus kinase 2) puis STAT5 (transducteur de
signal et activateur de transcription 5) (Figure 3). Une fois phosphorylé, STAT5 va
s’hétérodimériser pour former un facteur de transcription actif qui va permettre la prolifération

des progéniteurs erythroides (aux stades BFU-E puis CFU-E) et induire la différenciation des CFU-

E en erythocytes via quatre stades (Figure 5) : les proérythroblastes puis les érythroblastes (3



stades sont décrits : érythroblastes basophiles puis érythroblastses polychromatiques puis
érythroblastes orthochromatiques) qui donnent naissance aux réticulocytes qui se transforment
en érythrocytes (globules rouges)*’,*®. Au stade CFU-E, si la quantité d’EPO disponible est trop

faible, les progéniteurs vont entrer en apoptose sans se différencier en érythrocytes.
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............................................................................ = Cellules tueuses naturelles (NK)
Cellules dendritiques lymphoides

Progéniteur
lymphoide commun Granulocytes
............................................................. = Monocytes/macrophages
/ Mastocytes
Cellule souche\\ Progeniteur
hématopoiétique granulocyte-macrophage
muipotente  (C@8)) () e e—————- > Plaguettes (thrombocytes)
Progéniteu:\\ //

erythroide-myéloide
commun »—

. Progénllgurh\\ Avec EPO
mégacanyoae ent w@ @ © @ o

BFU-E CFU-E Proérythroblaste  Erythroblaste Réticulocyte Erythrocyte

@ Apoptose

Sans EPO

Figure 5 : Différenciation des cellules souches hématopoiétiques multipotentes. (D’apres
PlanetVie ENS éduscol*®) Les cellules souches hématopoiétiques sont capables de donner tous
les types cellulaires retrouvés dans le sang. La différenciation en érythrocytes (globules rouges)
nécessite le passage par le stade de progéniteur mégacaryocytes-érythocytes qui va donner
les BFU-E (burst forming unit-erythroid) puis les CFU-E (colony forming unit-erythroid). A ce
stade, les progéniteurs ont besoin de la cytokine stem cell factor (SCF) pour survivre et de 'EPO
pour poursuivre leur différenciation en érythrocytes. En absence de ces cytokines, les CFU-E
entrent en apoptose.

Au cours de la vie, I'érythropoiése est modérée et continue pour remplacer quotidiennement
environ 200 milliards de globules rouges qui ont une durée de vie de 120 jours. L’expression de
I'EPO est donc modérée et constante sauf en conditions hypoxiques’. L’érythropoiése peut
également étre dérégulée dans le cas de mutation de genes de la voie de I’"hypoxie, les personnes
porteuses de ces mutations développent des polyglobulies (ou érythrocytoses secondaires)

associée a une activation de la voie de I’hypoxie et a une surproduction d’EPO.
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B. Description du gene VHL et fonction de pVHL

1. Legene VHL

1,52 . ,
L5233 || est situé sur le

Le géne VHL est un géne suppresseur de tumeur qui a été isolé en 1993
bras court du chromosome 3 au niveau du locus 3p25. Il est constitué de 3 exons composés de
852 nucléotides codant une protéine de 213 acides aminés (pVHL213) de 30kDa (Figure 6 et 7).
Le transcrit peut également étre traduit a partir d’'un second site d’initiation de la traduction
alternatif situé au codon 54 (nucléotide 162) apres le premier ATG du cadre de lecture (ORF :
Open Reading Frame) de VHL, ce qui donne naissance a une protéine de 160 acides aminés
(pVHL160) de 19kDa. Cette deuxiéme protéine posseéde une activité de suppresseur de tumeur

54,55,56

comparable a la protéine pVHL213 . Le géne VHL est impliqué dans plusieurs voies cellulaires

mais la plus étudiée reste la régulation de la voie de I'oxygéne®’.

Géne VHL 2 | e S -
AUG | 1 54 213
I — 1 [ ) [ 3 — > pVHL213 \ Domaine acide | B | Izl |
AUG 1 160
{1 [ : | 5 - - pvHLteo [ [ B | el |
AG ‘ 1 54 172
—‘ \ I 3 l— > pVHL‘|72| Domaine acide | B | ILl |
Figure 6 : Géne VHL, ARN messager et protéines VHL. VHL code 3 protéines de 213, 160 et
172 acides aminés contenant 2 domaines o et {3, le domaine 3 étant tronqué dans la
protéine pVHL172. Ces domaines permettent la liaison de pVHL a d’autres protéines.

L’exon 2 de VHL, codant les acides aminés 114 a 154, peut étre épissé de facon alternative. Il en
résulte une isoforme constituée des exons 1 et 3 de VHL (E1E3 ou AE2) (Figure 6). Cette isoforme
est présente en faible proportion dans les tissus™®. Elle code une protéine de 172 acides aminés
(pVHL172) exprimée de facon endogéne™. Il a été montré que cette isoforme n’agit pas comme

un suppresseur de tumeur et n’est pas capable de réguler la sous-unité alpha du facteur de
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transcription HIF?®. L’expression de pVHL172 conduit 3 une augmentation de I'expression de
génes pro-tumorigenes tels que TGFB1 (Transforming Growth Factor Beta 1) qui code un facteur
de croissance controlant la prolifération et la différenciation cellulaire, MMP1 (Matrix
Metallopeptidase 1) et MMP3 (Matrix Metallopeptidase 3) codant des protéases qui ont un rdle

dans le remodellage de la matrice extra-cellulaire.

2. Protéines VHL et fonctions dépendantes de HIF

Les protéines pVHL213 et pVHL160 codées par les 3 exons du gene (E1E2E3) sont constituées de
2 domaines fonctionnels nommés o et [361 (Figure 6). Elles sont principalement localisées dans le
cytosolez'63 mais il a été montré que lorsque les cellules sont non adhérentes, pVHL est localisée
dans le noyau®®. Le domaine o de pVHL est situé entre les acides aminés 157 et 189 dans I'exon 3
du géne VHL. Il est constitué de 3 hélices a. capables de lier I’élongine C et avec une importance
moindre I’élongine B dans un complexe nommé complexe VBC®?. Il a été montré que I'interaction
de ces 3 protéines les stabilise mutuellement®. L’élongine C va former un complexe tertiaire avec
pVHL, I’élongine B, la culline 2 (CUL2), la RING-box protéine 1 (Rbx1) et I'enzyme de conjugaison
de I'ubiquitine E2%. Le complexe ainsi formé posséde une activité E3 ubiquitine ligase. Le
domaine f est situé entre les acides aminés 64 et 154, a cheval entre les exons 1 et 2 du gene. Il
est formé de deux feuillets  arrangés en sandwich avec une hélice o au sommet. Ce domaine
constitue la sous-unité de reconnaissance spécifique du substrat du complexe E3 ligase, son

substrat principal étant HIFo préalablement hydroxylé par les PHD*>®

. HIFo. est reconnu par
pVHL via son domaine de transactivation (N-TAD) de 15 acides aminés qui est conservé dans
toutes les isoformes de HIFa®’. Une fois lié au complexe E3 ligase, HIFo-OH est polyubiquitinylé
et conduite au protéasome ou elle va étre dégradée. Certains genes régulés par HIF doivent étre
exprimés continuellement. Cela est possible grace a la protéine VHL-like (VHL-like protein : VLP),
codée par le géne VHLL situé sur le chromosome 1, qui a une homologie de 78% avec la protéine

VHL®. Elle contient le domaine B de VHL et peut donc fixer HIFa.. Cependant elle ne contient pas

le domaine o de VHL et ne peut donc pas former de complexe E3 ubiquitine ligase. VLP agit donc
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comme un dominant négatif de VHL pour HIFa et lui sert donc de protecteur en conditions

normoxiques.

La protéine VHL172, codée uniquement par les exons 1 et 3 du géne, contient le domaine a. de la
protéine, elle est donc capable de complexer avec I'élongine C et ses partenaires. Cependant,
pVHL172 ne contient pas le domaine 3 de VHL fonctionnel puisque celui-ci est tronqué. Elle n’est
donc pas capable de fixer HIFa ni d’entrainer son ubiquitinylation. C'est pourquoi elle est pour le
moment décrite comme non fonctionnelle dans la voie de dégradation de HIFa®. Elle est
exprimée dans différents tissus et lignées cellulaires rénales embryonnaires ou cancéreuses. Au
sein des tumeurs, son expression est variable, tout comme celle des protéines pVHL172 et

pVHL160. Elle pourrait participer a I'initiation tumorale ou a la progression tumorale.

3. Protéines VHL et fonctions indépendantes de HIF

Figure 7 : Interactome de pVHL. (Daprés Tabaro et al.”!) Représentation 3D de la protéine
pVHL 213 (gauche). pVHL interagit avec 117 partenaires via ses différents domaines. Pour une
partie des protéines interagissant avec pVHL, le domaine de liaison n’est pas encore connu. (B)

13



Méme s’il est admis que la fonction dépendante de HIF reste pour le moment la fonction majeure
la plus étudiée et la plus connue de VHL, il est clair que pVHL a des fonctions indépendantes de
HIF’®. En effet, pVHL est capable d’interagir avec au moins 117 autres protéines via ses différents
domaines’* (Figure 7). Dans certains cas, ces fonctions peuvent expliquer des phénotypes

observés dans le cadre de maladies dont |'origine est une mutation du gene VHL.

a. Régulation de la transcription

Une des autres fonctions décrites de pVHL213 est liée a sa forte affinité pour I’élongine C. En
effet, I'élongine B et C font également partie d’'un complexe de régulation de I’élongation de la
transcription SIll (ou élongine ABC) avec I'élongine A’>. Cette derniére est une sous-unité
transcriptionnellement active. Le complexe élongine ABC formé est capable d’activer I’élongation
de la transcription par I’ARN polymérase Il. Par sa forte affinité avec I’élongine C, pVHL la
séquestre dans le cytoplasme, ce qui inhibe son activité de cofacteur de régulation de la
transcription. pVHL peut également se lier a deux sous-unités du complexe ARN polymérase Il via
son domaine [573. La premiére est la sous-unité 7 du complexe (hsRPB7), la deuxiéme est |la grande
sous-unité du complexe (Rpb1) lorsque celle-ci est hyperphosphorylée notamment a la suite de
radiations UV ou de dommages a I’ADN via des agents chimiques’*. Elles deviennent alors la cible
d’une ubiquitinylation. Elles sont dégradées via le protéasome et leur quantité dans le noyau des
cellules est diminuée. Cela conduit donc a une diminution de la transcription par le complexe ARN

polymérase Il.

Une baisse générale de la transcription dans le cas des cellules porteuses de mutations de VHL

peut expliquer le développement souvent lent des tumeurs du spectre VHL.

b. Maintenance du cil primaire et stabilisation des microtubules

Dans les années 2000, il a été montré que la protéine VHL est indispensable a la polarisation
cellulaire, et au développement du cil primaire, indépendamment de la quantité de HIF présente
dans les cellules’. Il a été montré que cette capacité est spécifique de pVHL213 et que pVHL160

n’intervient pas dans le développement du cil. pVHL est capable de se lier au cil primaire via la
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kinesine 2’ qui est une protéine qui se déplace sur les microtubules. Cela permet de stabiliser les
microtubules qui composent le cil primaire’’. La fixation aux microtubules de pVHL se fait via les
acides aminés 95 a 123 qui sont souvent retrouvés mutés dans le cadre de la maladie de VHL.
Cette fixation inhibe la dépolymérisation des microtubules. Il a été montré que les mutants de
VHL qui ne conduisent pas au développement de cancer du rein n’affectent pas le développement
du cil primaire contrairement a ceux porté par les patients qui développent un cancer du rein”.
En effet, il a été montré que la perte du cil primaire conduit au développement de tumeurs et de
kystes du foie, du cerveau, du rein et du pancréas. En réponse au flux urinaire, les cils primaires
ont un role de chimiotenseur et de mécanosenseur en transmettant un signal intracellulaire via

un influx de calcium’®”®

. Ce flux de calcium a un role déterminant dans le développement et dans
le maintien de I'intégrité des néphrons. Nous pouvons donc penser que la perte du cil primaire
des cellules qui ont une mutation de VHL sur leur 2 alléles conduit a une perte d’intégrité des
néphrons et donc d’une réduction de |'activité rénale qui participerait au développement

tumoral.

c. Régulation de la formation de la matrice extracellulaire

Une étude a montré in vivo chez la souris qu’un défaut de la protéine VHL dans les cellules
endothéliales conduit a un défaut de vascularisation des embryons. Il peut étre partiellement
inversé via I'apport de fibronectine exogene qui est une glycoprotéine extracellulaire qui entre
en jeu dans la formation de la matrice extra-cellulaire®. Plus récemment, il a été mis en évidence
gue pVHL est capable d’interagir avec la partie N-terminale de la protéine COL4A2 qui est la
collagéne IV alpha 28, Cette interaction se fait au niveau du réticulum endoplasmique. Elle est
nécessaire pour la formation du réseau extracellulaire de collagéne 4 qui est spécifique de la lame

basale des cellules épithéliales et des cellules musculaires.

Quand VHL est muté, il y a donc des défauts de la structuration de la matrice extracellulaire, ce

qui peut expliquer le caractere kystique de nombreuses tumeurs du spectre VHL.
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d. Régulation de I'apoptose

pVHL est capable de moduler des régulateurs de I'apoptose tels que le facteur nucléaire kB
(NFkB) et P53. En effet, pVHL sert d’adaptateur pour promouvoir la phosphorylation de CARD9
(caspase recruitment domain-containing protein 9) sur son extrémité C terminale par la caséine
kinase 2%%. CARD9 est un agoniste de NFKB qui entraine une activation de NFkB, un facteur de
transcription qui est impliqué dans la régulation de la réponse immunitaire et de la réponse au
stress cellulaire. Dans le cadre de la réponse au stress cellulaire, NFKB entraine la transcription
de génes anti-apoptotiques. Quand CARD9 est phosphorylé, il ne peut plus activer NFkB, ce qui
conduit a une diminution de I'expression de facteurs anti-apoptotiques. Quand VHL est muté, il
n’est plus capable de conduire a la phosphorylation de CARDY, il y a donc forte expression de
facteur anti-apoptotiques, ce qui promeut la progression tumorale. Dans le cas de p53, il a été
montré que pVHL est capable de s’y lier, ce qui conduit a sa stabilisation en bloquant son export
nucléaire et son ubiquitination par MDM2 (une E3 ubiquitine ligase). Cela conduit a une
augmentation de I'activité transcriptionnelle de p53%. pVHL se lie 4 p53 via son domaine o
uniguement apres avoir été phosphorylée sur la sérine 111 par la checkpoint kinase 2 (Chk2) apres
un dommage a I’ADN®*. En conditions « normales » (absence de stress cellulaire), il y a trés peu
de p53 dans les cellules, celle-ci étant dégradée par le protéasome aprés ubiquitination par
MDM2. En cas de stress cellulaire, MDM2 ne se lie plus a p53, cette derniere va alors conduire a
la transcription de facteurs qui induisent I'apoptose des cellules afin d’éliminer les cellules ayant
eu une lésion de I’ADN. Quand VHL est muté, il ne peut plus stabiliser p53, ce qui conduit a une

diminution de I'apoptose des cellules lésées qui pourront alors former des tumeurs.

Il a également été montré dans les phéochromocytomes que des mutations de VHL empéchent
pVHL d’inhiber JunB, est un facteur de transcription qui régule I'activité des genes impliqués dans
la réponse primaire aux facteurs de croissance (Figure 8)%. Cette augmentation du niveau
d’expression de JunB conduit a une diminution de l'induction de |'apoptose dans les
phéochromocytomes. La régulation de I'apotose par JunB est dépendante des protéines c-Jun (un

facteur de transcription) et Egin3 (ou PHD3 qui est une hydroxylase permettant notamment
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I’hydroxylation de HIFa). Dans les phéochromocytomes, les mutations de VHL entrainent donc

une diminution de I'induction de I'apoptose qui favorise le développement de la tumeur.

NGF
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Apoptosis

Figure 8 : Régulation de JunB par pVHL. (D’aprés Lee et al.®) Régulation de la voie de
signalisation de I'apoptose via JunB par pVHL.

e. Régulation de la survie et de la prolifération des progéniteurs érythroides

La liaison de I'EPO sur son récepteur EPOR entraine la phosphorylation de |la protéine STAT5 via
la protéine JAK2 (Janus kinase 2)%¢. Une fois phosphorylée, STAT5 va activer la transcription de
génes cibles des voies de prolifération, de différenciation et de survie cellulaire dans les
progéniteurs erythroides. En réponse a I’hypoxie, pVHL permet une stabilisation de HIF et donc
une production plus importante d’EPO qui conduit a une augmentation de la prolifération et de
la survie des progéniteurs érythroides. Il a été montré que pVHL est également capable
d’entrainer la dégradation de JAK2 via la formation d’'un complexe E3 ligase actif avec la protéine
SOCS1 (Suppressor of cytokine signalling 1)*’. Le complexe ainsi formé reconnait la protéine JAK2
phosphorylée sur les tyrosines 1007 et 1008 puis entraine sa polyubiquitinylation qui est le signal
de sa dégradation via le protéasome®’. VHL serait donc un régulateur de la survie et de la
prolifération des progéniteurs érythroides via la régulation de la production d’EPO mais

également via la régulation de la dégradation de JAK2.
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C. Maladies dues a des anomalies de VHL

1. La maladie de VHL

a. Généralités
Des mutations germinales hétérozygotes du geéne VHL prédisposent les patients au
développement de la maladie de von Hippel-Lindau (VHL) qui se caractérise par le développement
de tumeurs hypervascularisées bénignes ou malignes telles que des hémangioblastomes du
systeme nerveux central ou de la rétine, des phéochromocytomes, des tumeurs endocrines du

pancréas ou des cancers du rein”>®

. Les patients développent de nombreuses tumeurs, appelées
tumeurs du spectre VHL, tout au long de leur vie et doivent donc avoir un suivi trés régulier avec
des imageries (échographies, IRM) du tronc et de la téte. Cela permet de détecter les tumeurs
des leur apparition et les surveiller avant qu’elles ne se développent. Lors de I'apparition de la
1% tumeur, les patients ayant droit a un suivi sont ceux pour lesquels une mutation de VHL a
I'origine de la pathologie a été identifiée. En France, dans les familles a risque, le suivi commence
a I'dge de 5 ans quand aucune tumeur n’a été détectée avant alors qu’aux Etats Unis le suivi
commence dés I'dge de 1 an. Un diagnostic prénatal ou préimplantatoire est également possible

chez les familles a risque porteuses d’une mutation du géne VHL.

La maladie a été nommée VHL en 1936 a la suite de la description d’hémangioblastomes de la
rétine , en 1904% par Eugen von Hippel, un ophtalmologiste allemand, qui pouvaient étre associés
a des hémangioblastomes du cervelet décrits en 1927 par Arvid Lindau, un pathologiste suédois™.
Les critéres de diagnostic ont été définis en 1964°" avec au moins deux tumeurs du spectre VHL
qguand il n’y a pas d’historique familial de la maladie de VHL ou avec une tumeur du spectre VHL
qguand il y a un historique de la maladie. Pour environ 20% des diagnostics de la maladie, la
mutation du gene VHL est de novo, c’est-a-dire qu’elle n’est pas retrouvée chez les parents.
Des cas de mosaicismes qui restent plutét rares sont répertoriés dans le cadre de la maladie®®3.

Dans ces cas, certaines populations de cellules sont saines et d’autres portent une mutation de

VHL. Il est donc recommandé d’utiliser des techniques sensibles telles que la FISH ou le
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séquencage de ’ADN génomique apres clonage pour pouvoir détecter de faibles proportions de
lymphocytes du sang périphérique porteurs d’'une mutation dans le cas de mosaicisme. Cela
permet aux patients mosaiques de pouvoir bénéficier du suivi spécifique de la maladie de VHL.
Les patients mosaiques ont une expression variable de la protéine VHL mutée qui conduit a
différents phénotypes qui vont de I'absence totale du développement de tumeurs du spectre VHL
a un développement intense de tumeurs en fonction des types cellulaires porteurs d’une

mutation de VHL.

Maladie de von Hippel-Lindau

Légende : Type
o Cancer du rein
eHémangioblastome
rétinien
eHémangioblastome
du cervelet
e Phéochromocytome

@ Kystes de I'épididyme

® Tumeur du pancréas

Figure 9 : La maladie de VHL. En fonction des phénotypes observés, on classe la maladie en 2
types : type 1 pour les patients ne développant aucun phéochromocytome et type 2 pour les
patients qui en développent associés ou non a un risque fort (2A) ou nul (2C) de développer
un cancer du rein.

La maladie présente des hétérogénéités phénotypiques qui ont été montrées dans les années
1990%. Il s’en est suivi une classification de la maladie de VHL en 2 types : type 1 pour les patients
ne développant pas de phéochromocytomes et type 2 pour les patients qui en développent®
(Figure 9). Le type 1 est le type le plus sévére en terme de risque de développer un cancer du rein.
Le type 2 est subdivisé en 3 classes : type 2A pour les patients qui développent des
phéochromocytomes et des hémangioblastomes mais pas de cancers du rein, type 2B pour les

patients qui développent des phéochromocytomes, des hémangioblastomes et des cancers du
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rein et type 2C pour les patients qui développent uniquement des phéochromocytomes®®. Il est
difficile de classer les familles dans le bon sous-type de maladie étant donné que les symptomes
se développent différemment et a des ages différents chez les patients. Il peut arriver que les
zéme ou 3éme

phéochromocytomes ne se développent que chez les patients de la génération d’une

famille, ce qui la fait alors passer du type 1 au type 2.

L'incidence de la maladie est de 1 naissance sur 36 000 et la pénétrance est compléte a 65 ans
(tous les porteurs d’'une mutation ont développé la maladie a 65 ans). Elle est donc classée dans
la catégorie des maladies rares. La morbidité et la mortalité de la maladie sont souvent dues a
des complications neurologiques a la suite d’hémangioblastomes avec une mauvaise localisation
ou dues a la progression tumorale et métastatique des cancers du rein. L'espérance de vie des
patients qui développent la maladie de VHL est de 49 ans mais la surveillance peut permettre de

rallonger leur durée de vie.

Les patients qui développent la maladie de VHL sont porteurs d’'une mutation héréditaire du géne
VHL a I’état hétérozygote (uniguement sur un des alléles du gene). La prédisposition au cancer
est transmise sous le mode dominant. La survenue d’une tumeur dépend de l'inactivation de la
28me copie du géne soit par une mutation ou deletion acquise soit par la perte d’expression totale
de l'alléle sauvage suite a une méthylation du promoteur. La perte de I'alléle sauvage dans la
tumeur est appelée perte d’hétérozygotie (LOH). Ce modele dit « Two-hits » a été décrit en 1971
par Knudson lors de I’étude de rétinoblastomes. Il est défini par la prédisposition au cancer lors
de la perte de fonction d’un allele hérité et le développement d’un cancer lors la perte du 2eme
acquise®’. Ce modele permet d’expliquer I'apparition plus précoce et multiple des tumeurs ainsi
gue les risques plus important d’en développer chez les apparentés également porteur d’une

mutation. Knudson a ensuite en 1972 validé ce modéle dans deux autres types de tumeurs du

systéme nerveux, les neuroblastomes et les phéochromocytomes®. Dans le cas de la maladie de

98,99,100 zéme a”éle

VHL, il est retrouvé dans les tumeurs une perte de I'alléle sauvage . La perte du

sauvage conduit a une perte totale de la production de la protéine VHL sauvage. La protéine VHL

exprimé est alors issue d’'un allele muté (le seul a s’exprimer), le plus souvent inactive pour la
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dégradation du facteur de transcription HIF. En conditions normoxiques, il y a accumulation du
facteur HIF qui ne peut plus se lier a pVHL. Il y a alors une surexpression des génes régulés par
HIF. Cela conduit a la formation de tumeurs hypervascularisées puisque ces génes régulent la
prolifération cellulaire et la néo-vascularisation qui deviennent excessives.

La maladie de VHL (maladie héréditaire rare) a permis la découverte du gene VHL qui est impliqué
dans plus de 90% des cancers du rein a cellules claires sporadiques (qui touchent I’'ensemble de
la population). Les cancers du rein sporadiques apparaissent de facon plus tardive (en moyenne
a I'age de 62 ans) et sont unilatéraux. En effet, une cellule doit dans ce cas acquérir la perte des
2 alleles du gene VHL avant de devenir cancéreuse, via une mutation, délétion ou via son

101

extinction par méthylation™ . L’étude de la maladie de VHL a permis de mieux comprendre les

eme

mécanismes impliqués dans les cancers du rein sporadiques qui représentent la 8 cause de

cancer en France et ainsi d’aider au développement de traitement plus ciblés.

b. Tumeurs du spectre VHL'%*%®

i.  Hémangioblastomes du systeme nerveux central
Les hémangioblastomes du systéme nerveux central sont les tumeurs les plus fréguentes du

spectre VHL et affectent 60 & 80% des patients™®>'%*

. Elles sont bégnines et souvent multiples.
Elles se développent le long de I'axe cranio-facial. Leur localisation peut conduire a une
augmentation de la pression intracranienne avec pour principaux symptomes des paresthésies
(fourmillement, picotement, engourdissement) ou des douleurs. Les symptémes peuvent aller
jusqu’a la perte de l'utilisation des neurones sensitifs ou moteurs. Dans 20% des cas, une
polyglobulie secondaire est associée a ces tumeurs qui sécretent de I'EPO. Leur croissance est
lente et se caractérise par une alternance de périodes de développement et de périodes de
guiescence. L'age moyen de diagnostic est de 30 ans mais des cas ont été retrouvés de 9 a 70 ans.
L'age de survenue des tumeurs est donc trés hétérogene entre les patients. Ces

hémangioblastomes sont des tumeurs encapsulées composées de cellules stromales d’origine

mésenchymateuse et d’un abondant réseau de capillaires sanguins. Le traitement utilisé est la

21



chirurgie pour retirer les tumeurs au fur et a mesure de leur apparition pour limiter les effets
secondaires qui en découlent. Elle reste la principale cause de morbidité et de décés étant donné

le nombre et la fréquence des tumeurs développées.

ii. ~ Hémangioblastomes rétiniens
Les hémangioblastomes rétiniens affectent 50% des patients qui développent la maladie de VHL

105106 ' '3ge moyen de diagnostic est de 25 ans

et peuvent aussi étre appelés angiomes rétiniens
mais des cas sont retrouvés de 1 a 68 ans, I’age de survenue est donc pour ces tumeurs aussi tres
hétérogene. Les hémangioblastomes sont souvent multiples et bilatéraux et se développent en
périphérie ou sur le nerf optique. lls sont bénins mais leur localisation peut conduire a une perte
partielle ou totale de la vue. En absence de détection précoce, ils peuvent conduire a un
décollement de la rétine, des hémorragies, des glaucomes ou la cataracte. Plus de 25% des
patients atteints d’hémangioblastomes rétiniens ont une perte de la vision permanente. Les
traitements les plus efficaces pour ces tumeurs sont la photo-coagulation laser ou la cryothérapie.
Ces tumeurs ont la méme composition que les hémangioblastomes du systéme nerveux central a

savoir des cellules stromales, qui sont d’origine mésenchimateuses, avec un réseau dense de

. . . 1
capillaires sanguins'?’.

jil. Carcinome rénal a cellules claires (RCC : renal cell carcinoma)
La moyenne d’age d’apparition des carcinomes rénaux a cellules claires dans le cadre de la
maladie de VHL est de 39 ans mais ils peuvent se déclarer entre 13 et 70 ans. Passé 60 ans, 75%
des patients qui développent la maladie de VHL déclarent un RCC qui est souvent bilatéral et

108,1
98109 | es tumeurs ont des aspects

multicentrique et souvent associé a des kystes rénaux
kystiques et sont constituées de cellules claires issues de I'épithélium du tubule proximal dans un
stroma hypervascularisé. Il est a noté que ces cellules sont entourés de cellules productrices
d’EPO qui peuvent envoyer des signaux aux cellules épithéliales. Ce carcinome est responsable
de 50% des déces liés a la maladie de VHL. Il affecte autant les hommes et les femmes dans le

cadre de la maladie de VHL contrairement aux RCC sporadiques liés notamment au tabac, qui

affectent plus les hommes. Les cancers du rein les plus aggressifs peuvent évoluer vers des
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7 . 11 . . . .
métastases dans le foie, les poumons et les 0s''°. Le traitement le plus efficace reste aujourd’hui

111 . .. ~ . . , e s
. Elle doit avoir lieu assez tot afin de pouvoir garder les néphrons et donc I'activité

la chirurgie
rénale intacte pour maintenir les fonctions rénales le plus longtemps possible étant donné que
les tumeurs sont multiples. La chirurgie conservatrice évite aux patients de devoir étre placés sous
dialyse ou de devoir subir une transplantation rénale. Il faut également limiter le plus possible le
développement des tumeurs a proximité des veines pour limiter la propagation des métastases.

Dans les cas les plus avancés, la néphrectomie totale peut étre la seule option pour les chirurgiens.

iv. Phéochromocytomes
Les phéochromocytomes sont des tumeurs des surrénales qui secrétent des catécholamines
(adrénaline et noradrénaline) qui peuvent engendrer des effets secondaires tels que des
palpitations, de la tachycardie, de la transpiration excessive, des maux de téte, de I’hypertension,
des nausées ou une augmentation de la pression artérielle. lls sont souvent multiples et bilatéraux
ere

et sont malins dans seulement 5% des cas. La moyenne d’dge d’apparition de la 17 tumeur est

112

27 ans mais les tumeurs peuvent se développer entre 5 et 58 ans ™. Les phéochromocytomes

peuvent étre révélateurs de la maladie de VHL et peuvent rester la seule manifestation de la

11 . . . .
3. Le traitement recommandé est la chirurgie par

maladie, notamment dans le cas du type 2C
laparoscopie quand la tumeur est peu développée, sinon, les chirurgiens proceédent a une
surrénalectomie partielle pour préserver la fonction des surrénales (sécrétion de différentes

11 N ..
% Les cellules a I'origine des tumeurs sont des cellules

hormones) et la qualité de vie des patients
chromaffines (qui contiennent des catécholamines) de la glande surrénale qui dérivent de la créte

neurale embryonnaire, elles font partie du systéme neuroendocrine.

D’autres tumeurs issues de cellules neuroendocrines regroupées en para-ganglions peuvent
également se développer, il s’agit de paragangliomes qui sont des tumeurs qui peuvent sécréter
des catécholamines comme les phéochromocytomes. Les para-ganglions et donc les
paragangliomes se situent le long des axes vasculaires et nerveux de la téte et le long de la colonne
vertébrale. Comme pour les phéochromocytomes, la sécrétion de catécholamines est

responsable des effets de la tumeur tels que I'hypertension artérielle ou les maux de téte.
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V. Tumeurs neuroendocrines du pancréas
Les tumeurs neuroendocrines du pancréas se développent chez environ 15% des patients affectés

11 . . N . , .
>, Les plus agressives conduisent a la formation de métastases dans le foie,

par la maladie de VHL
surtout lorsque la taille de la tumeur du pancréas dépasse une taille de 3 cm avant d’étre
réséquée. La moyenne |I'age d’apparition des tumeurs est de 38 ans mais des cas sont retrouvés
entre 16 et 68 ans. Les tumeurs sont le plus souvent accompagnées par le développement de
kystes multiples du pancréas qui sont retrouvés chez plus de 70% des patients™'®. Le traitement
utilisé est la chirurgie pour retirer la tumeur et/ou les kystes. Comme pour les

phéochromocytomes, les cellules a 'origine de la tumeur sont d’origine neuroendocrine et

dérivent de la créte neurale.

Vi Tumeurs du sac endolymphatique
Les tumeurs du sac endolymphatique sont assez rares dans la population générales mais sont
retrouvées chez 15% des patients qui développent la maladie de VHL. Elles sont bilatérales dans
30% des cas. Ces tumeurs entrainent une perte de I'audition qui est parfois détectée avant la
tumeur étant donné que des tumeurs de trés petite taille peuvent affecter 'audition™’. L’age
moyen de diagnostic est de 22 ans mais des cas sont retrouvés de 12 a 50 ans. Les tumeurs ont
pour origine I'épithélium endolymphatique et sont hypervascularisées. Elles peuvent conduire a
I’érosion de I'os temporal, ce qui rend irréversible la perte d’audition. Dans le cas de tumeurs tres
développées, les patients peuvent présenter une paralysie faciale du fait de I'écrasement du nerf

. . , . . s s 11
facial. Le traitement recommandé est la chirurgie pour réséquer la tumeur®'®.

Vil Tumeurs kystiques de I’épididyme
Les tumeurs kystiques de I'épididyme sont retrouvées chez plus de la moitié des hommes qui
développent la maladie de VHL. La moyenne d’dge de diagnostic est de 36 ans avec des cas

retrouvés entre 16 et 81 ans'*®

. Ces tumeurs peuvent étre uni ou bilatérales et elles dérivent de
I’épididyme qui est formée a partir du conduit mesonéphrique (ou canal de Wolff) embryonnaire.

Elles sont le plus souvent asymptomatiques mais les tumeurs bilatérales larges peuvent entrainer
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des problemes de fertilité et un inconfort. La chirurgie n’est pratiquée que dans les cas les plus

important avec des grosses tumeurs.

Chez les femmes, de rares cas de tumeurs du ligament large (qui correspondraient a des tumeurs
de I’épididyme chez ’homme) sont répertoriées'?. Ces tumeurs apparaissent entre 16 et 46 ans
chez les femmes qui développent la maladie de VHL. Comme pour les tumeurs de I'épididyme, la

chirurgie n’est pratiquée que lorsqu’elles sont trop développées.

2. La polyglobulie de Chuvash

a. Les différents types de polyglobulie
La polyglobulie est une pathologie caractérisée par une production excessive de globules rouges
qui peux avoir plusieurs origines™**. Elle est classée en 2 types.
Elle est dite primaire lorsque la cause est liée a un défaut inhérant aux progéniteurs érythroides.
La cascade de signalisation EPO/EPOR est activée de facon constitutive et les cellules proliféerent
de facon indépendante ou a trées faibles concentrations d’EPO (hypersensiblilité a ’'EPO). Dans ce

cas, le taux d’EPO sanguin est abaissé. Ce type d’érythrocytose peut étre acquise suite a la

122) qu|

survenue d’une mutation du gene JAK2 (la plus répandue étant la mutation de JAK2 V617F
conduit a une activation constitutive de la kinase JAK2. On parle alors de polyglobulie de Vaquez
qui est un syndrome myeloprolifératif d’occurrence tardive. Elle peut également étre héréditaire

. .. . sz \ , N 123,12
via la transmission d’une mutation hétérozygote du géne codant le récepteur a 'EPO™***, |

es
mutations décrites entrainent la perte du domaine C-terminal d’EPOR responsable du
rétrocontréle négatif. Le récepteur est alors activé de fagon constitutive et stimule en exces la

prolifération et la différenciation des progéniteurs en globules rouges.

La polyglobulie est dite secondaire quand elle a pour origine une surexpression de I'EPO. Dans ce
cas, le taux d’EPO sanguin est supérieur a la normale. Elle peut étre acquise via la sécrétion d’'EPO

par une tumeur (les symptéomes disparaissent aprés résection de la tumeur en cause). Elle peut
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également étre héréditaire via la transmission d’'une mutation d’un gene de la voie de I’hypoxie
a I'état hétérozygote pour les genes PHD2 et HIF2A (pathologie autosomique dominante) et

homozygote pour le géne VHL (pathologie autosomique récessive). Récement, il a également été

125

décrit une mutation gain de fonction dans le géne de I'EPO™". Il s’agit d’une courte délétion qui

conduit a la surexpression d’une isoforme modifiée de I'EPO, ce qui conduit au développement

d’une érythrocytose chez toutes les personnes affectées.

b. La polyglobulie de Chuvash

Les premiers cas d’érythrocytoses héréditaires liées au géne VHL ont été décrits dans la région de
Chuvash qui est une région enclavée de I’ex URSS ou le taux de consanguinité est trés important.

Les patients de cette communauté étaient porteurs d’'une mutation du gene VHL c.598C>T,

126

p.Arg200Trp (VHL-R200W) située a la fin de I'exon 3 du géne a I'état homozygote™". Il a été

montré que cette mutation est apparue il y a 14000 a 62000 ans et gu’elle est transmise avec un
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haplotype core particulier dans cette région™'. Cette méme mutation a par la suite été retrouvée

impliquée dans la pathologie notamment au Pakistan et sur l'ile italienne de Ishia (sans
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I’haplotype core de Chuvash)™°. Depuis, de nombreuses autres mutations du gene VHL ont été

décrites a I'origine de polyglobulies a I'état homozygote, hétérozygote composite ou dans de

129,1 . N .. .
9130 | es mutations a I'origine des polyglobulies sont

rares cas inexpliqués a I’état hétérozygote
dans la grande majorité différentes de celles qui prédisposent a la maladie de VHL, mais quelques
cas inexpliqués sont décrits pour des mutations impliquées dans les deux pathologies.

Les mutations homozygotes du gene VHL prédisposent les patients au développement d’une

126,121

érythrocytose qui comporte les caractéristiques des polyglobulies secondaires et primaires.

Elle est caractérisée par une production excessive de globules rouges liée a une surexpression

d’EPO associée a une hypersensibilité des progéniteurs érythroides pour 'EPO*®

, un taux sanguin
élevé d’hémoglobine et de VEGF, une faible pression sanguine (d(e au sang plus visqueux) et une
espérance de vie réduite™’. La polyglobulie est associée a des varices, de rares cas
d’hémangiomes vertébraux (tumeurs bénignes asymptomatiques) et augmente le risque

d’accident vasculaire cérébral (AVC) ou de thromboses qui sont le plus souvent la cause de la mort
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du patient. Cependant, les patients ne développent jamais de tumeurs malignes comme pour la

maladie de VHL.

Dans le cadre des polyglobulies primaires, la surproduction d’EPO est due a I'expression d’'une
protéine VHL mutée uniquement (patients homozygotes ou hétérozygotes composites, quelques
rares cas hétérozygotes décrits qui finissent le plus souvent par s’avérer étre hétérozygotes
composites). Cette protéine garde la capacité de se lier a HIF mais le temps de dégradation de HIF
en conditions normoxiques est plus lent du fait d’une perte de fonctionnalité partielle de la
protéine VHL. En conditions normoxiques, il y a alors une production plus importante que la
normale d’EPO. Celle-ci va se lier aux progéniteurs érythroides qui vont se multiplier de facon
anormale et se différencier en globules rouges en quantité plus importante que celle nécessaire
pour le fonctionnement normal de I'organisme.

En ce qui concerne les caractéristiques de la polyglobulie primaire, il semblerait que la mutation
VHL-R200W ait perdu sa capacité a fixer SOCS1, ce qui conduit a une perte d’ubiquitinylation de
JAK2*. Cela conduit a une stabilisation de JAK2 avec une sur-activation de la voie phospho-STAT5
dans les progéniteurs érythroides. Cela conduit a une hypersensibilité a I'EPO des progéniteurs.
En plus de la production excessive d’EPO par les cellules productrices d’EPO, s’ajoute donc une
hypersensibilité des progéniteurs a celle-ci, ce qui favorise la pathologie qui a donc les deux

caractéristiques : primaire et secondaire.

Le seul traitement efficace a ce jour reste la saignée réguliere des patients afin de diminuer leur
nombre de globules rouges. Cette pathologie, méme si elle affecte génétiquement autant les
femmes que les hommes, est souvent moins sévere chez les femmes du fait des menstruations
qui permettent une élimination naturelle des globules rouges en excés. On voit également, sur le

méme principe, une diminution des symptomes chez les donneurs de sang réguliers.

3. Complexité des correlations génotype/phénotype
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a. Modéle d’oncogeneése en gradient
Des mutations d’un seul géne, ici VHL, prédisposent au développement de pathologies de sévérité
trés différentes, soit une polyglobulie qui n’est associée au développement d’aucune tumeur, soit
la maladie de VHL qui est caractérisée par le développement de nombreuses tumeurs au cours
de la vie. La problématique des laboratoires est de comprendre la complexité qu’il existe entre

les génotypes et les phénotypes observés.

Plus de 1500 mutations ont déja été décrites a |'origine de ces deux pathologies, elles sont de
différents types a savoir faux sens (52%), non sens (11%), délétion/insertion plus ou moins
importante avec ou sans décalage du cadre de lecture (30%) ou mutation d’épissage (7%)"3%*3.
Les mécanismes moléculaires a I'origine des différences phénotypiques observées sont en cours
d’investigation mais les derniers résultats suggerent gu’il existe une corrélation entre la sévérité
de la pathologie et I'importance de la perte de fonction du géne VHL>’ (Figure 10). En 2011, un
nouveau modele graduel en “continuum” plus subtil que le modeéle « Two-hit » décrit
précédemment a été proposé™* (Figure 10). Le modeéle initial de Knudson établissait que la perte
totale de fonction des deux alléles était nécessaire au développement de tumeur. Ici, le modele
tient compte de sa sensibilité au dosage génique qui peut entrainer des modifications visibles
méme lors d’une inactivation partielle d’'un géne suppresseur de tumeur mais également de la
spécificité de chaque type tissulaire. On parle d’haploinsuffisance lorsque la perte d’un alléle est
suffisante pour I'induction d’un cancer. La quasi-insuffisance est décrite lorsque la perte d’un
allele n’est pas nécessaire pour le développement d’un cancer mais que la perte de fonction du
suppresseur de tumeur est corrélée au risque de développer une tumeur. L’haploinsuffisance
obligatoire correspond au stade ou la perte de fonction totale du géne suppresseur de tumeur
n’est pas viable. Cela a lieu dans certains tissus pour certains genes suppresseurs de tumeurs
(comme PTEN) lorsque les mécanismes cellulaires tels que la sénecence ou l'apoptose sont
déclenchés lorsque la fonction des deux alléles du géne suppresseur de tumeur est perdue. Ce
mécanisme est incompatible avec le développement de tumeurs. Il est associé a la sécrétion,
notamment en sénescence de facteurs proinflammatoires nommés SASP (Senescence-Associated

1 a . ,
Secretory Phenotype)™. Cela conduit 3 une conversion des cellules sénescentes en cellules
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proinflammatoires qui peuvent promouvoir la progression tumorale des cellules voisines. Les
mécanismes de protection mis en place par les cellules se transforment alors en mécanismes

tumorigéniques pour les cellules environnantes.

Expression Expression Expression
level level level

| '1|:' 7 — TN — No phenotype “'rl' 7 — — No phenotype? ol 2
_llelas alleles alleles
| | L \
1 | cancer 1 —|

— CANCER I —
SUSCEPTIBILITY
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Obligate

" ’ haplo-
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Quasi-sufficiency +
Obligate haploinsufficiency
(PTEN)

Two-hit paradigm Haploinsufficiency
(RB) (p53)

Figure 10 : Paradigme des génes suppresseurs de tumeur. (Berger et al.**) Le gradient central
grisé représente I'expression du gene suppresseur de tumeur avec le nombre d’allele présent.
Le gradient rouge et bleu représente la sévérité de la pathologie développée. A gauche est
représenté le modele « Two-hit » de knudson ou la perte d’un alléle d’un gene suppresseur de
tumeur prédispose au cancer et la perte des deux alléles conduit au développement du cancer.
Au milieu est représenté le modele de I'haploinsuffisance ou il existe un gradient de sévérité
lors de la perte du deuxieme alléle. A droite sont représentés les modeles de quasi-insuffisance
ou le gradient de sévérité de la pathologie débute depuis la perte du 1% alléle jusqu’a la perte
du 2°™ allele et d’haploinsuffisance obligatoire qui correspond a la perte totale des deux
alleles qui est compensée par un autre mécanisme cellulaire tel que la sénescence et
I'apoptose qui « protege » du développement de tumeurs.
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L'inactivation du géne suppresseur de tumeur VHL suivrait également un modele d’oncogenese
en gradient (Figure 11). Une faible altération de VHL conduirait au développement
d’érythrocytose bénigne. A l'inverse, une altération sévére de VHL entrainerait le développement
de multiples tumeurs. Le type 1 de la maladie de VHL, qui est le plus sévére au niveau
phénotypique est associé a des pertes quasi totales de fonction de VHL (délétions, mutations non
sens), alors que le type 2 est plutét associé a des mutations faux-sens qui entrainent des

136,100

altérations séveres (type A ou B) ou moindres (type 2C) de la protéine VHL . Pour le type 1

de la maladie, les patients ne développent pas de phéochromocytomes pour lesquels ont pourrait
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parler d’haploinsuffisance obligatoire : une perte totale de fonction de VHL serait, dans le cadre
des phéochromocytomes, le signal de I'induction de mécanismes de sécurité cellulaires tels que
la sénescense ou I'apoptose. En effet, une mutation trop sévere de VHL pourrait étre associée a
I’entrée en apoptose des cellules a I'origine des phéochromocytomes lors de la survenue du 2eme

événement sur VHL®,

Dans le cadre des cancers du rein pour lesquels I'origine cellulaire est épithéliale, notre hypothese
est que le mécanisme d’oncogenése pourrait étre indirect. Les cellules du micro-environnement
rénal (cellules interstitielles productrices d’EPO) pourraient, dans le cas d’une perte sévere de
VHL, entrer en senescence ou en apoptose et secréter des facteurs oncogéniques comme les
SASP. D’ailleurs, les patients qui développent la maladie de VHL ont un taux d’EPO normal
contrairement a ceux qui développent une polyglobulie liée a une mutation héréditaire de VHL
chez qui le taux d’EPO est élevé. Les SASP seraient donc d’apreés notre hypothése I'origine des
tumeurs rénales développées par les patients dans le cadre de la maladie de VHL.

Aucune des mutations a l'origine de la maladie de VHL n’est jamais retrouvée a I'état homozygote.

Il est probable que de fortes altérations de pVHL ne soit pas viable au niveau développemental.

Pour rappel, les mutations du géne VHL qui conduisent au développement d’une érythrocytose
sont toujours différentes de celles a I'origine de la maladie de VHL. Il existe quelques rares
exceptions comme par exemple les mutations Y175C et L188V associées a la fois a des

137,138,139,1. . ey s s
6137,138,139,140 a5 mutations sont donc considérées

érythrocytoses et a des phéochromocytomes®
avec une perte de fonction insuffisante pour induire des cancers rénaux mais suffisantes pour

induire des phéochromocytomes ou des érythrocytoses en fonction du contexte génétique.
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Figure 11 : Corrélations génotype/phénotype associées aux mutations du géne VHL’. Les
patients porteurs de mutations du gene VHL développent des phénotypes différents.
L'hypothese est que la sévérité de la pathologie est corrélée a la sévérité de la perte de
fonction de VHL (« modeéle d’oncogenese en gradient »). Pour les phéochromocytomes, une
perte de fonction trop importante de VHL conduirait a I'entrée en apoptose (ou sénescence)
des cellules. Pour les cellules porductrices d’EPO, une faible perte de fonction conduit a une
surproduction d’EPO. Nous faisons I’hypothése qu’une perte de fonction plus forte conduit a
I'entrée en apoptose (ou sénescence) et a la sécrétion de facteurs proinflammatoires tels que
les SASP (Senescence-Associated Secretory Phenotype), possiblement tumorigéniques pour
les cellules rénales environnantes.

b. Mutations complexes de VHL

Il a été montré que la protéine VHL sauvage (WT) est stabilisée grace a son association avec le

complexe élongine B et C®. En revanche, dés que pVHL est porteuse d’une mutation qui affecte

son affinité pour I'élongine C, elle va alors étre rapidement dégradée via le protéasome. Cette

dégradation a lieu suite a la phosphorylation de la tyrosine 185 de pVHL par Src, une tyrosine

kinase cytoplasmique, ce qui conduit a son ubiquitinylation et a sa dégradation via le

protéasome’*!. A 'inverse, une mutation de la tyrosine 185 conduit a la stabilisation de pVHL. En

effet, cette mutation ne permet plus la phosphorylation de pVHL qui est le signal de sa
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dégradation, on observe alors une stabilisation de pVHL chez les patients porteurs d’'une mutation
en position 185.

Il est a noter que des cas de délétions totale du gene VHL sont décrites dans le cadre de la maladie
de VHL. Elles sont hétérogenes et associées a des hémangioblastomes du systéme nerveux central

sy . . , . 142,143,144,1
et de la rétine avec un faible risque de développer des cancers du rein#*43144.145

. Ce risque est
d’autant plus faible si la délétion du gene VHL comprend aussi la délétion du géne voisin C3o0rf10,
aussi appelé HSPC300. Ce gene code une protéine trés conservée appelé BRICK1 qui est
nécessaire pour la prolifération cellulaire et la transformation cellulaire par les oncogenes™*®. Elle
régule également |'organisation du cytosquelette et la dynamique de I'actine. C'est pourquoi la
perte de ce gene ou son inhibition protége du développement tumoral du fait d’'un défaut de
prolifération et de motilité des cellules tumorales. Il semble donc que le développement de

cancers du rein n’est pas uniquement lié a la taille de la délétion du gene VHL mais des génes qui

y sont associés.

Etonnament, des mutations différentes d’'un méme codon de VHL peuvent conduire a des
manifestations de gravités différentes. Nous pouvons citer I'exemple du codon 138. La mutation
c.413C>T, p.Prol138Leu (VHL-P138L) est associée a une polyglobulie®®’ alors que la mutation
c.414A>G, p.Pro138Pro (VHL-P138P) a été identifiée a I'origine de la maladie de VHL. Pour I'étude
des mutations du gene VHL, méme si celui-ci n’est constitué que de 3 exons, il est important de

vérifier I'implication de la mutation dans les différents sites de régulation de I'épissage.

4. Modele existants : lignées cellulaires, iPS, modeles animaux

L’objectif du laboratoire est de comprendre la complexité qui existe entre les génotypes et les
phénotypes associés a la maladie de VHL et aux polyglobulies. Pour cela, il faut disposer d’'un
modele cellulaire adapté. Pour I’heure, les outils a disposition, listés ci-aprées, sont assez rares et

ne permettent pas une analyse assez fine des mutations a I'origine des pathologies.
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a. Lignées cellulaires

Comme dit précédemment, seules quelques lignées cellulaires sont capables de produire de
I’'EPO. L’étude de la dérégulation de son expression est donc trés délicate et les outils sont rares.
De plus, ces lignées sont dérivées de tumeurs de patients qui produisent de I'EPO, qui contiennent
des mutations relatives a la tumeur initiale qui peuvent interférer avec I'analyse de mutations de
la voie de I'hypoxie. En effet, les cellules rénales productrices d’EPO ne sont a ce jour pas
immortalisées puisqu’elles sont tres difficiles a isoler et personne n’a encore réussi a les maintenir
en culture avec leur capacité a produire de I'EPO. Une seule lignée avait été décrite mais 'article
a été rétracté car il s’agissait en réalité d’'une lignée commerciale (Hep3B) qui avait contaminé la
culture”. D’autres modeles sont donc nécessaires pour étudier au mieux I'impact de mutations
de la voie de I’hypoxie au niveau cellulaire.

Il est possible de dériver des lignées lymphoblastoides (LLB) a partir de lymphocytes de patients
immortalisés grace au virus de 'EBV (Epstein-Barr Virus). Cela permet d’étudier I'expression de
génes en amont de la régulation de HIF. En effet, la transformation par le virus de I'EBV entraine
des modifications transcriptionnelles en aval du facteur de transcription HIF, partie de la voie qu'il
est donc impossible d’étudier avec ces lignées. Les LLB de patients peuvent donc étre utilisées
pour étudier I'expression de VHL et de ses différentes isoformes en présence ou non d’une
mutation. Il est également possible d’y transfecter des siRNA dirigés contre VHL pour en étudier

les effets uniquement sur I'expression de VHL.

b. Modéle iPS
Il n’existe a ce jour aucun modele publié de cellules rénales productrices d’EPO dérivée d’iPS de
patients. Ce modeéle pourrait étre trés utile pour I'analyse de la dérégulation de la voie de
I’hypoxie dans le cadre de la maladie de VHL ou de polyglobulie. En effet, ce modele cellulaire
pourrait permettre de recréer en culture un modele de cellules productrices d’EPO a partir de
cellules souches de patients porteurs de mutations de la voie de I’hypoxie pour étudier les impacts
phénotypiques au niveau cellulaire ainsi que le transcriptome de ces cellules. Il serait également

possible d’utiliser des cellules contréles dans lesquelles des mutations seraient introduites grace
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a la technologie CRISPR. Le probléme majeur pour obtenir ce modele est |'origine des cellules
productrices d’EPO qui reste aujourd’hui controversée. Beaucoup d’hypothéses penchent en
faveur d’une origine de la créte neurale pour ces cellules. En effet, il a été montré chez la souris
gue durant 'embryogeneése, I'EPO est exprimée dans le foie mais également dans les cellules de
la créte neurale®. Il a plusieurs fois été mis en évidence que le premier site de production d’EPO
durant I'embryogenese est la créte neurale puisque |'érythropoiése est active avant les
hépatocytes'®. Il serait donc intéressant de se pencher sur la différenciation d’iPS en créte
neurale qu’il faudrait ensuite réussir a faire dériver en cellules rénales productrices d’EPO pour

obtenir un modeéle robuste.

c. Modéles animaux
A ce jour il n’existe aucun modele animal qui mime parfaitement la maladie de VHL. Les essais
réalisés de modele de la maladie de VHL avec des knock out (KO) homozygotes de VHL conduisent
a la mort des embryons in utéro entre E11,5 et E12,5°. Des modeles de KO inductibles via le
modele Cre/Lox ont pu étre générés afin d’étudier le role tissus spécifique de VHL au cours du
développement et dans les organes fonctionnels. Cependant, aucun de ces modeles ne mime le
développement de tumeurs différentes et tout au long de la vie de la maladie de VHL. Il existe
uniguement des modeles qui développent un certain type de tumeur du spectre VHL. Les seuls
modeles animaux mimant rééllement une pathologie du spectre VHL sont des modéles
d’érythrocytoses qui ont été construits chez la souris™° et chez le poisson zeébre®*. Pour la souris,
le modele réalisé est porteur d’une équivalente a la mutation VHL-R200W a I'état homozygote,
ce qui conduit au développement d’une polyglobulie trés similaire a celle observée chez I’homme
entre 10 et 14 semaines apres la naissance. En effet, cette souris présente des taux d’EPO et de
VEGF élevés au niveau transcriptionnel et un nombre élevé de progéniteurs érythroides avec une
augmentation de leur différenciation quand on les cultive in vitro. Il s’agit donc d’un tres bon
modeéle pour I'étude de la polyglobulie et les éventuels tests de nouveaux traitements.
Cependant, le modele souris laisse une limite a savoir la taille plus restreinte des introns murins

qui ne permet pas I'analyse des exons cryptiques qui peuvent étre retrouvés chez '’homme. De
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plus, chez la souris, il n’y a pas de IncRNA qui peuvent intervenir dans le développement de
pathologies chez I’'homme.

. \ . , , . . N , 152
Chez le poisson zébre, |a voie régulée par le facteur de transcription HIF est trés conservée™?, de

153,154 155

méme que les mécanismes d’hématopoiéses et de signalisation via 'EPO™". Deux mutations
inactivatrices de I'orthologue de VHL chez le poisson zébre ont été obtenues et analysées, I'une
homozygote, 'autre hétérozygote®'. Ces deux mutants conduisent au développement d’une
polyglobulie avec une augmentation du taux d’EPO et de VEGF circulants. On note également une
hyper-prolifération des tissus hématopoiétiques primitifs et définitifs. Il est a noté que dans le cas
du mutant homozygote, les poissons survivent a I'embryogenése et il est donc possible d’étudier
I'inactivation compléte de VHL chez le poisson zébre au stade post-embryonnaire. Il s’agit donc
d’un bon outil pour étudier I'impact des mutations de VHL pour ’"hématopoiese et I’'homéostasie
de I'oxygene mais comme pour le modéle murin, il n’est pas utile pour I’étude du développement

tumoral dans le cadre de la maladie de VHL.

D. Isoformes d’épissage

5. Epissage alternatif et épissage pathologique : origines, produits et méthodes

d’analyse

a. Description
Les genes sont constitués d’une alternance d’exons et d’introns qui sont éliminés lors de

156,157

I’épissage des pré-ARN messagers (ARNm) en ARNm . Il a été montré que 92 a 94% des génes

peuvent étre épissés de facon alternative et qu’il en résulte différentes isoformes protéiques qui
peuvent avoir des fonctions semblables, distinctes ou totalement opposées®>®*>°.

Les sites donneurs (SD) et accepteurs (SA) d’épissage sont des séquences nucléotidiques situées
en début et fin des exons qui vont étre reconnues par les composants du splicéosome (ou

particule d’épissage). Il s’agit d’'un complexe ribonucléoprotéique, composé d’ARN et de plus de
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200 protéines qui, grace a deux réactions de trans-estérification, va permettre d’exciser les
introns et de lier les exons entre eux™®°. Le splicéosome va dans un premier temps se fixer a I’ARN
pré-messager sur une séquence appelée point de branchement qui est située quelques
nucléotides avant le site accepteur d’épissage. L'utilisation d’un site accepteur ou d’'un autre
dépend de sa « force » qui est déterminée par la divergence de sa séquence par rapport a une
séquence consensus reconnue par un ARN du spliceosome’®. Plus un site est « fort », plus il sera
utilisé en conditions dites normales. Les forces des sites sont également déterminées par les
séquences régulatrices ou ESR (séquences régulatrices d’exons) qui favorisent ou inhibent un
épissage donné en réponse a la fixation d’'une protéine régulatrice enhancer ou silencer qui vont
favoriser ou non la fixation du spliceosome sur le site d’épissage. |l existe différents types de
séquences régulatrices : ESE (Site enhancer d’épissage exonique), ISE (Site enhancer d’épissage
intronique), ESS (Site silencer d’épissage exonique) ou ISS (Site silencer d’épissage intronique)
(Figure 12). Ces séquences permettent également la régulation de I'expression de différents
transcrits de facon tissus spécifique’®®. En effet, certaines protéines qui se fixent sur ces
séquences pour activer ou inhiber I'épissage d’un exon vont préférentiellement étre exprimées
dans certains types cellulaires et non dans d’autres. C'est pourquoi pour certaines protéines, des
isoformes sont plus spécifiquement exprimées dans certains tissus et en réponse a certains

signaux.
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Figure 12 : Séquences et facteurs régulateurs de I'épissage. L'épissage des exons est régi par
la présence de séquences donneurs (AG) et accepteurs (GU) d’épissage qui définissent le début
et la fin d’'un exon. Le splicéosome va se fixer sur la boite de branchement et va étre activé ou
inhibé par les facteurs d’épissages se liant au séquences ISE (Intronic Splicing Enhancer), ISS
(Intronic Splicing Silencer), ESE (Exonic Splicing Enhancer) et ESS (Exonic Splicing Silencer).

De plus, il a été montré que des conditions hypoxiques favorisent le saut d’exon de genes dont
I'expression n’est pas régulée par la voie de I'hypoxie ou dont I’hypoxie diminue

163,1 N . . . . . .
63164 Dans le méme temps, I'hypoxie inhibe Iinclusion d’exon dans les génes

I’'expression
réprimés en conditions d’hypoxie. A l'inverse, I'hypoxie favorise l'inclusion d’exons des genes
cibles de HIF. Cette inclusion d’exon a pour origine I'activité transcriptionnelle spécifique de HIF
et non une réponse cellulaire au stress hypoxique. Il en résulte un changement des ratios des
différentes isoformes de certaines protéines suite a une hypoxie ol a une mutation de la voie de
I’hypoxie qui mime une hypoxie constante. Cet épissage alternatif augmente également le
nombre de transcrits qui ne codent pas de protéines'®. Le shift hypoxique vers une production
de transcrits non codant conduit a une augmentation des dommages a I’ADN, notamment dans

les tumeurs via une diminution de I’expression de p53 qui est I'un des « gardien » du génome via

la régulation de différentes voies de réparation du génome.

37



b. Perturbations de I'épissage et impacts en pathologies
En plus de I'hypoxie, certaines mutations peuvent conduire a des défauts d’épissage (Figure 13).
Il a été montré qu’environ 15% des mutations sont situées sur un site d’épissage et qu’environ
20% des mutations faux sens sont situées sur un site régulateur d’épissage, soit environ un tiers

166,167

des mutations pourraient impacter I'épissage . Beaucoup de défauts d’épisage ont été

décrits pour les myopathies, notamment dans le géne codant la Desmine (DES), avec des

168

mutations qui conduisent a des sauts d’exons™ . Des défauts d’épissage ont déja été décrits pour

le géne VHL. Celui-ci n’étant constitué que de 3 exons, les mutations d’épissage conduisent le plus

169,133,1 . .
69133, 70. Les mutations doivent

souvent a un saut de I'’exon 2 dont plusieurs cas ont été décrits
étre situées dans un point de branchement ou dans des séquences régulatrices de I'épissage :
ESE, ISE, ESS ou ISS (Figure 13a). Une mutation d’un site tres conservé peut empécher la fixation
d’une protéine régulatrice ou créer un nouveau site de fixation d’une de ces protéines dans le
géne et donc conduire a une altération de I'épissage. Une mutation d’une séquence silencer
d’épissage (ESS ou ISS) conduit le plus souvent a I'augmentation de I'inclusion d’exon alors que
des mutations des séquences enhancers d’épissage conduisent le plus souvent a la diminution de
I'inclusion d’exon. En plus des exons constitutifs d’un géne, des exons dits alternatifs ou pseudo-
exons (ou introns alternatifs) peuvent étre inclus dans la séquence d’un ARNm a la suite d’une

e (Figure 13c). Cela est

mutation ou d’une période d’hypoxie, on parle de rétention d’intron
possible grace a la longueur des introns chez les vertébrés supérieurs qui est suffisamment
importante pour contenir une séquences qui peut devenir un exon alternatif'’2. Le plus souvent,
ces exons alternatifs peuvent étre inclus en conditions dites normales mais le ratio de leur
expression est tres faible par rapport a I'isoforme majoritaire du gene. Une mutation modifiant
I’épissage d’un géne conduit souvent a une modification des ratios des transcrits exprimés a partir
d’un geéne. La rétention d’intron est décrite comme un mécanisme courant de |‘inactivation des

173

génes suppresseurs de tumeur . En effet, I'exonisaton intronique (insertion d’un exon alternatif)

conduit a une perte de la fonction de la protéine sauvage, ce qui conduit a son inactivation.
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(a) Mutations affecting constitutive exon usage
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(b) Mutations affecting the ratio of alternative exons Mutationsin  Mutations In
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Figure 13 : Séquences permettant la régulation de I'épissage et différents types de défauts
d’épissage. (D’aprés Singh et al.'’*) Des mutations dans les séquences régulatrices de
I’épissage peuvent conduire a des défauts d’épissage tels que I'inclusion de parties introniques,
le saut d’exon ou le changement de ratio des différentes isoformes. ESE = Exonic splicing
enhancer, ESS = Exonis spicing silencer, ISE = Intronic splicing enhancer et ISS = Intronic splicing
silencer.
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Des mutations des sites d’épissage conduisent le plus souvent a I'utilisation du site d’épissage le
plus proche qui est souvent utilisé uniqguement en 2°™ intention. Cela ajoute ou retire donc
guelques nucléotides aux transcrits. Les effets obtenus peuvent donc étre trés variés allant de
I'ajout de codons n’influencant pas la fonction de la protéine et ne décalant pas le cadre de lecture
a I'ajout d’'un codon stop prématuré qui entraine la dégradation du transcrit.

L’ajout ou le retrait d’un exon dans un transcrit peut conduire a un décalage du cadre de lecture
ou al'insertion d’'un codon stop dit prématuré, c’est a dire qui est localisé dans la séquence avant
le codon stop de la protéine sauvage. Ce codon prématuré classe I’ARNm dans les cibles du

mécanisme de NMD (nonsense mediated decay) qui va conduire a sa dégradation®”.
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Des outils bio-informatiques permettent de prédire I'effet des mutations d’un géne sur I'épissage.
Ces analyses in-silico permettent de déterminer les mutations qu’il est intéressant d’étudier en
analyses fonctionnelles, notamment via une analyse en minigénes rapporteurs'’®. Ces outils
informatiques ne sont pas fiables a 100% car pour prédire I'effet d’'une mutation sur I'épissage,
surtout lorsque celles-ci impactent des ESE car il faut tenir compte a la fois de la séquence de
I’ARNm avec ces séquences régulatrices mais il faut également tenir compte de la structure
secondaire des ARNm qui n’est pas toujours bien définie'’’. Le dernier outil diagnostic décrit en
mai 2018 par Leman et al., nommé SPicE : Splicing Prediction in Consensus Element prédit
correctement I'impact sur I'épissage pour 98,8% des variants testés'’®. Il reste compliqué d’établir
avec certitudes une relation de cause a effet entre une altération de I'épissage et une
pathologie”. En effet, la tissus spécificité de I'épissage n’est pas prise en compte par les logiciels

d’analyse in silico.

c. Le mécanisme de Nonsens Mediated Decay (NMD)
Le mécanisme de NMD est un mécanisme de surveillance de I’ARNm qui protege les cellules des
effets potentiellement dangereux des protéines tronquées qui pourraient étre produites a partir
d’ARNm qui contiennent un codon stop prématuré. Un codon de terminaison de la traduction
(TAA, TAG ou TGA) est dit « prématuré » lorsqu’il est situé au moins 50 a 55 nucléotides avant la

.y . . 180,181,182
derniére jonction exon/exon de I’ARNm 80,181,18

(figure 14). Ces messagers, appelés « nonsense
mRNA », doivent étre dégradés par les cellules le plus vite possible aprés leur synthése avant
d’étre traduits en protéine. Pour cela, la cellule posséde un mécanisme de « screen » des ARNm
quand ceux-ci sont encore liés au noyau (durant la transition noyau-cytoplasme)*®3. En effet, ces
protéines tronquées peuvent agir comme des dominant négatifs ou avoir un gain de fonction
délétere par rapport a la protéine sauvage. L’origine d’'un codon stop prématuré peut étre une
mutation non-sens ou qui entraine un décalage du cadre de lecture. Une autre origine peut étre

un épissage aberrant qui par la rétention d’un exon alternatif ou le saut d’un exon ajoute a la

, ;. , ,1
séquence protéique un codon stop prématuré®®,
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Figure 14 : Schématisation du mécanisme de Nonsense Mediated Decay. (D’aprés Nguyen et
al.”®) (A) Traduction d’une protéine sans codon stop prématuré. Le ribosome retire les
complexes EJC (Exons Junction Complexes), associés aux protéines UPF3 et UPF2, situés juste
avant les jonctions entre exons. La traduction s’arrete lorsque le ribosome rencontre le codon
stop. (B) Traduction d’une protéine avec un codon stop prématuré (PTC). Lorsque le ribosome
rencontre un codon stop alors qu’il reste un EJC sur ’ARNmessager, il y a recrutement d’un
complexe protéique dont la protéine UPF1 va étre phosphorylée, ce qui conduit a la dissolution
du ribosome.

185

La dégradation d’un ARNm avec un codon stop prématuré est basé sur la position du codon stop
par rapport a 'extrémité 3’UTR (untraslated transcribed region) du messager'®®. En effet, si la
distance entre le codon stop et les éléments de la région 3'UTR est trop importante,
I'arrangement spatial entre I’ARNm et les protéines qui s’y fixent pour le premier cycle de
traduction n’est pas bon'®’. De plus, lors de I'excision des introns, des complexes protéiques
appelés EJC (exons junction complexes) vont se lier aux ARNm. Lors de la premiere étape de
traduction, un ribosome va lire '’ARNm et retirer les EJC. Quand le ribosome arrive a un codon
stop mais qu’il reste un EJC sur I’ARNm, cela va déclencher le mécanisme de NMD. Cela consiste
au recrutement de plusieurs protéines qui forment un complexe entre le ribosome et I'EJC. Les 3

principales sont les protéines « up-frameshift proteins » : UPF1, UPF2 et UPF3, ces deux dernieres
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faisant partie du complexe EJC. UPF1 va étre phosphorylée par la protéine kinase SMG-1, ce qui

. N . N . 188,1
va conduire a la dissociation du ribosome®®*®°

. Va suivre le recrutement d’'une enzyme
dipeptidyl- carboxypeptidase, Dcp, qui va conduire a la perte de la coiffe de '’ARNm en 5’. Cela va

conduire 3 la dégradation rapide de ’ARNm par I’exonucléase 5’-3’ Xrn*®°.

Ce mécanisme est tres peu étudié dans le cadre du géne VHL car celui-ci n’est constitué que de 3
exons, des mutations tronquantes ont donc peu de chance de se retrouver en phase avec le
dernier exon de la protéine en étant situé au moins 50 nucléotides avant la jonction exon2/exon3.
Cependant, une étude a été menée sur deux mutations frameshift (décalage du cadre de lecture)
de VHL™. Il a été montré que la mutation frameshift de 'exon 1 c.163delG, a I'origine d’un
hémangioblastome du systéme nerveux central, conduit a la dégradation du transcrit par le
mécanisme de NMD. En revanche, la mutation c.239delG, a I'origine de la maladie de VHL de type
1, ne conduit pas a la dégradation du transcrit par le mécanisme de NMD alors qu’elle est
également située dans I'exon 1 de VHL. Il en résulte une protéine tronquée avec un codon stop
en position 158. Une autre étude a montré que des codons stop prématuré sur les acides aminés

104 et 147 ne conduisent pas a une dégradation forte des transcrits codés®?

. Dans cette étude,
les auteurs concluent que le géne VHL n’a pas une taille suffisante pour que les transcrits qui

contiennent un codon stop prématuré puissent étre dégradés via le mécanisme de NMD.

6. Leslongs ARN non codant

Les longs ARN non codant sont définis comme étant des ARN de plus de 200 bases non traduits
en protéine®® et font partie de la grande famille des ARN non codants (ncRNA) qui représentent

194,1 ;s . ;.
94195 ||s ont été mis en évidence lors de la

a ce jour 70% des ARN transcrits depuis notre génome
recherche de nouveaux genes qui a permis la découverte de cette nouvelle classe d’ARN qui n’est
pas classée dans la catégorie des genes puisqu’ils ne sont pas traduits. Ils ont en premier lieu été
décrits comme des ARN messagers « like » non codant'®. Leur séquence ADN peut étre
intergénique (situé dans les régions non annotées du génome) ou intragénique (chevauchent les

génes codants) et peut notamment étre le fruit d’'un épissage alternatif d’'un gene. lls sont
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. , \ 1 N s ,
faiblement conservés entre les espéces'®’. Ces ARN non codant peuvent étre polyadénylés ou
1 ;. 7 , , .
non'®® et sont le plus souvent caractérisés comme des ARN régulateurs du génome pouvant agir
a toutes les étapes de I'expression génique via leur capacité a interagir avec I’ADN, I’ARN ou les

1 1 oy , . . . . .
99195 || a été montré qu’ils peuvent intervenir dans de nombreuses fonctions cellulaires

protéines
. . . 194 . .

telles que la maintenance de la pluripotence des cellules souches embryonnaires ", la régulation
.2 , 201

du cycle cellulaire®® ou encore le développement tumoral®®. Seuls 10% des longs ARN non
. . s . . 202 A . . . ,

codant sont aujourd’hui décrits comme ayant une fonction?*>. Méme s’ils semblent impliqués

dans plusieurs mécanismes, leur mode de fonctionnement le plus décrit est le role d’adaptateur

203204 En effet, les longs ARN non codants

dans la formation des complexes ribo-nucléiques
peuvent permettre le maintien de 5 a 20 protéines a proximité quand ils ont une taille de 100
nucléotides alors qu’une protéine échafaudage (scaffold) de 100 acides aminés peut seulement
maintenir a proximité 2 protéines®®. De part leur capacité a pouvoir interagir avec des protéines
ou des acides nucléiques, les longs ARN non codants peuvent maintenir ces deux types de
constituants cellulaires & proximité®®®. Les mécanismes d’action des longs ARN non codant
peuvent étre variés comme la fonction de guide, d’enhancer, d’adaptateur ou de signal dans le
promoteur d’un géne pour activer ou inhiber son expression’”’. Ils peuvent également servir
« d’éponge » a miRNA, de régulateur d’épissage ou de cofacteur dans le remodelage
chromatinien®”.

Etant donné leur implication dans le développement tumoral, ils peuvent aujourd’hui servir de
nouveaux marqueurs thérapeutiques du développement tumoral et métastatique®®’. C’est
notamment le cas d’un long ARN non codant nommé aHIF qui est décrit comme un marqueur de
mauvais pronostic dans certains cancers du poumon®® et qui est également surexprimé dans
certains cancers du rein’®. oHIF est un transcrit antisens naturel (NAT) complémentaire de la
région 3’ non codante de HIFla qui le régule négativement®™. Il est exprimé dans les tissus
foetaux et adultes normaux ainsi que dans les tissus tumoraux. Il a été montré que le NAT aHIF
contient dans son promoteur une séquence HRE. Il est donc surexprimé en conditions hypoxiques,

211 , . N
. La régulation des génes par

ce qui conduit a une boucle d’autorégulation de HIF1o. et de aHIF
les longs ARN non codant rajoute donc un niveau de complexité dans la régulation cellulaire de

I’expression des génes qui est a prendre en compte. Cependant, a ce jour nous ne connaissons
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pas et n’avons pas caractérisé tous les longs ARN non codant qui peuvent étre exprimés. Aucun
long ARN non codant n’est a ce jour associé a VHL, tant pour sa régulation via un IncRNA que pour

un IncRNA codé par VHL ou VHL like.

E. Objectifs de these

L'objectif du laboratoire est d'identifier les mécanismes moléculaires a I'origine des différents
phénotypes associés aux mutations VHL. Notre hypothese est qu’il existe une corrélation entre la
sévérité de |'altération de VHL et la gravité des symptomes. L'étude de protéines VHL mutées
caractéristiques des différentes pathologies a permis de proposer un modéle d’oncogenéese en
gradient®” mais I'absence de tests fonctionnels suffisamment sensibles rend toute conclusion
difficile. En effet, il s’est avéré trés difficile d’étudier les effets, parfois subtils, engendrés par un
simple changement d’acide aminé. Récemment, nous avons identifié des mutations synonymes
dans I'exon 2 de VHL chez des patients atteints d’érythrocytose héréditaire (3 familles avec une
mutation ¢.429C>T, p.Asp143Asp (VHL-D143D), suivies en Allemagne) et deux familles atteintes
de la maladie de VHL (mutation c.414A>G, p.Pro138Pro (VHL-P138P) hétérozygote, suivies en
France). Ces mutations nucléotidiques n’ont aucune influence sur la séquence protéique (en
conséquence de la dégénérescence du code génétique) mais pourraient potentiellement
impacter I'épissage et le ratio des deux isoformes de VHL connues : I'isoforme E1E2E3 active et

I'isoforme E1E3 non fonctionnelle dans la voie de régulation de HIF.

L'objet de ma these porte sur I'étude génétique et fonctionnelle de ces cas de mutations
synonymes dans le but de confirmer le modele d’oncogenése en gradient sans avoir a étudier
I’effet subtil de mutations protéiques (Figure 15). Au cours de cette étude, nous avons découvert
de facon fortuite de nouvelles isoformes d'épissage de VHL qui contiennent deux exons
cryptiques situés dans les introns 1 et 2 de VHL. Un des objectifs de ma thése a donc été d’étudier
génétiqguement et fonctionnellement ces deux exons cryptiques. Le séquencgage de ces exons chez
des patients qui développent des érythrocytoses ou la maladie de VHL nous a permis d’y découvrir
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des mutations. Nous avons ainsi résolu des cas inexpliqués de patients sans mutation du gene
VHL ou avec une mutation a I’état hétérozygote pour des patients polyglobuliques. J'ai également
participé a une étude de récurrence des variants de l'intron 1 de VHL dans une cohorte de
malades de VHL, phéochromocytomes et paragangliomes.

Nous avons également développé un modele nouvellement mis en place dans notre laboratoire
de cellules productrices d’EPO dérivées d’iPS de patients qui m’a permis de pouvoir étudier plus

finement I'impact des variants identifiés dans le géne VHL.
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Figure 15 : Schématisation des objectifs de these.
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Il. MATERIELS ET METHODES

i.  Extraction d’acides nucléiques

L’extraction des ARN est réalisée sur colonnes avec le kit « Macherey Nagel DNA, RNA and protein
purification » qui contient une étape de traitement a la DNase de 15 minutes. L’élution est
réalisée dans 40uL d’H,0 RNAses Free.

L’extraction d’ADN plasmidique aprés amplification dans des minicultures (5mL) de bactéries est
réalisée avec le kit « Macherey Nagel Nucleospin® Plasmid » en partant de 2mL de culture
bactérienne. L’élution a lieu dans 50ulL de tampon d’élution. Celle des maxicultures (500mL) est
réalisée avec le kit « Macherey Nagel Nucleobond Xtra Maxi Plus® Endotoxine Free » en partant
d’un volume de 300mL de culture bactérienne. L'élution est réalisée dans 500uL de tampon
d’élution.

L’extraction d’ADN génomique est réalisée avec le kit Qiagen « DNeasay Blood and Tissus » a
partir de 5 millions de cellules. L’élution a lieu dans 200 pL de tampon AE.

La purification des produits de PCR aprés migration en gel d’agarose et excision de la bande
d’intérét est réalisée avec le kit « Macherey Nagel Nucleospin® Gel and PCR Clean Up ». L’élution
est réalisée dans 15uL de tampon NE.

Le dosage des acides nucléiques est réalisé au Nanodrop par lecture de I'absorbance a 260nm.

ii. Reverse transcription

Les RT-PCR sont réalisées avec un kit de reverse transcription « Fermentas » « ThermoFisher »
(reverse transcription avec amorcage héxamere). Le mix de 20uL est constitué de tampon de
réaction dilué a 1X et d’enzyme reverse transcriptase diluée au dixieme et est complété avec de
I’eau « RNAse free ». La quantité d’ARN initiale utilisée est 500ng dans un volume de 8L, ce qui
nous permet d’obtenir 20uL d’ADN complémentaire a 25ng/uL. La quantité d’ARN est réduite et

les volumes ajustés si la concentration initiale des échantillons n’est pas suffisante.
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iii. ~ Détection des isoformes de VHL

Les PCR destinées a la détection des isoformes de VHL sont réalisées avec le kit « Tag DNA
polymérase » de chez invitrogen avec une quantité initiale d’ADNc de 100ng amplifiée durant 40
cycles a 60°C. Cette polymérase a la propriété de rajouter une adénine en fin de produit de PCR,
ce qui permettra son clonage dans un vecteur spécifique (TOPO-TA). Les amorces utilisées,
localisées dans les exons 1 et 3 de VHL sont VHL-Exon1 forward : 5-CAGGTCATCTTCTGCAATCG-
3’ et VHL-Exon3 reverse : 5’- TTCGTAGAGCGACCTGACGATGTC-3’. 10uL de produits de PCR sont
ensuite déposés sur gel d’agarose a 2% avant que chacune des bandes ne soit extraite, clonée

puis séquencée.

iv.  Clonage des produits de PCR et transformation bactérienne

Le clonage des bandes obtenues par PCR est réalisé avec le kit « TOPO®-TA Cloning Reaction »
(Invitrogen) a I'aide du vecteur pCR®2.1TOPQ®. 4ulL de produits de PCR purifiés sur gel ont été
utilisés pour chaque réaction de ligation, additionnés de 1pL de vecteur et de ligase et de 1plL de
solution saline (200 mM NaCl; 10 mM MgCI2). Les transformations sont réalisées avec 5uL de
produit de ligation dans des bactéries E.Coli TOP10 (25uL) avec une incubation de 30 min dans la
glace, un choc thermique de 30 secondes a 42°C et une incubation de 45 min a 37°C dans du
milieu SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) liquide. Celui-ci est ensuite étalé du

milieu LB (lysogeny broth) et incubé 12h a 37°C.

v.  Séquencage d’ADN

Le séquencage de I’ADN est réalisé par séquencage capillaire Sanger sur une plateforme dédiée.
Les produits de PCR sont purifiés par « ExoSAP » (Affimetrix) (Exonucléase 1 qui dégrade les

amorces de PCR). Les séquences sont lues et alignées au laboratoire grace au logiciel BioEdit®.

Vi. Quantification des isoformes de VHL

La quantification des différentes isoformes transcriptionnelles de VHL est réalisée apres reverse

transcription par PCR quantitative (qPCR) avec la méthode Tagman afin d’augmenter la spécificité
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de la réaction (du fait de I'utilisation d’amorces encadrant la région a étudier et d’une sonde

marquée d’un fluorochrome spécifique de la séquence amplifiée). Elles sont réalisées avec le kit

« gPCR MasterMix No ROX » (Eurogentec) avec des couples amorces/sondes spécifiques des

différents exons du géne VHL (Les séquences des différents couples sonde/amorces sont

présentées dans le tableau suivant). 0.4uM de sonde et 0.6uM de chaque amorce sont utilisés

pour chaque réaction durant laguelle 20ng d’ADNc sont amplifiés. La température d’hybridation

utilisée est 60°C pour chaque couple. Chaque échantillon est quantifié 2 fois (duplicat) dans une

méme gPCR.
5’- CAGGTCATCTTCTGCAATCG-3’ (Forward)

Exon 1 5’- CAGCACGACGCGCGGACT-3’ (Reverse)
5’-CCGTCGAAGTTGAGCCATA-3’ (Sonde)
5’-CACCTTTGGCTCTTCAGAGATGCAG-3’ (Forward)

Exon 2 5’- GGCAGTGTGATATTGGCAAAAATAGGCTG-3’ (Reverse)
5’- GACACACGATGGGCTTCTGGTTAAC-3’ (Sonde)

5’- ACTCTGAAAGAGCGATGCCTCCA-3’ (Forward)

Exon 3 5’- TTCGTAGAGCGACCTGACGATGTC-3’ (Reverse)

5’- GTTGTCCGGAGCCTAGTCAAGC-3’ (Sonde)

Jonction exonl —

exon2

5’- ATCCACAGCTACCGAGGTCA-3’ (Forward)

5’-TAACCAGAAGCCCATCGTGT-3’ (Reverse)

5’- CCCTGCATCTCTCTGAAGAGCCAAAGG-3’ (Sonde)

Jonction exonl —

exon3

5’- CGCATCCACAGCTACCGAGTGTATAC-3’ (Forward)

5’- TAGAGCGACCTGACGATGTCCAG-3’ (Reverse)

5’- GAAAGAGCGATGCCTCCAGGTTG-3’ (Sonde)

Jonction exonl

pseudo exon E1’

5’-CATCCACAGCTACCGAGTCC-3’ (Forward)

5’-CAACATGACCCTGGCTTGTTC-3'(Reverse)

5’- CCAGTTCTGCGTAGTCCCTGCC-3’ (Sonde)

Jonction pseudo

exon E1’ — exon3

5’-ACTAGCCAACCCTAGTGTATACTCTG-3’ (Forward)

5’- TCCAGTCTCCTGTAATTCTCAGGC-3’ (Reverse)
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5’- ACAACCTGGAGGCATCGCTCTT-3’ (Sonde)

5’-CTTGCCAATATCACACTGCCAGAGTCTC-3’ (Forward)
Jonction exon2 —

5-GGAGGCATCGCTCTTTCAGAGTATACACTG-3’ (Reverse)

pseudo exon E2’
5-CTGTGTCACCCAGGCTGGAGT-3’ (Sonde)

La quantification des marqueurs de différenciation et de I'EPO est réalisée avec des sondes
TagMan commerciales (LifeTechnologies) dans un volume final de 7uL en plaque 384 puits. Elles
sont réalisées avec le kit « gPCR MasterMix No ROX » (Eurogentec) avec 5ng d’ADNc et 3,5uM de
mix de sonde/amorces. La température d’hybridation utilisée est 60°C pour chaque couple.

Chaque échantillon est quantifié 2 fois (duplicat) dans une méme qPCR.

Vil. Culture cellulaire de lignées

Nous avons a disposition des lignées LLB (lignées lymphoblastoides) qui correspondent a des
lymphocytes de patients immortalisés par le virus EBV (Virus d’Epstein-Barr). Ces cellules en
suspension sont cultivées en milieu RPMI additionné de 10% de SVF, 1% d’antibiotiques
penicilline et stréptomycine (100 unités/mL) et 1% de L-glutamine (2umol/mL). Différentes
lignées cellulaires ont été utilisées : HEK293T (cellules épithéliales de rein humains), 786-0
(cellules épithéliales d’adénocarcinome rénal humain, VHL-/- qui surexpriment HIF2a), Hep3B

212 . , .
(cellules de carcinome rénal humain

(cellules de carcinome de foie humain), les RCls
productrices d’EPO), HK2 (cellules épithéliales de tubule proximal rénal humain), Hela (cellules
épithéliales d’adénocarcinome utérin) et WT7 (cellules dérivées des 786-0 transfectées de facon
stable avec pRC-HAVHL). Ces cellules sont cultivées en milieu DMEM 4.5g/L de glucose additionné
de 10% de sérum de veau foetal (SVF), de 100 unités/mL d’antiobiotiques penicilline et
stréptomycine et 2umol/mL de glutamine. Les PC12 (cellules de phéochromocytome de rat) sont
cultivées en milieu DMEM 4.5g/L de glucose additionné de 10% de SVF, 5% de sérum de cheval,
100 unités/mL d’antibiotiques penicilline et stréptomycine et 2umol/mL de glutamine. Les

cellules UT7 (progéniteurs érythroides) sont cultivées en milieu MEM (Minimum Essential

Medium) additionné de 10% de SVF, 1% de d’antiobiotiques et 1% de L-glutamine. Les différentes
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lignées cellulaires sont transfectées grace a du « jetPRIME® » (Polyplus transfection) qui est un

liant polyvalent sur une durée de 24h. Le ratio utilisé est de 3uL de JetPrime pour 1ug d’ADN.

viii. — Analyses in silico des séquences d’épissage

L'analyse in silico de la dérégulation potentielle en réponse a une mutation des sites potentiels
de fixation de facteurs d’épissage de I'exon 2 et des pseudo exons E1’ et E2’ de VHL ont été

réalisés sur le site Human Splicing Finder’®.

ix.  Expériences de minigénes

Le meilleur moyen d’analyser un défaut d’épissage est de réaliser des séquencages des ARN dans
le tissu dans lequel la mutation engendre une pathologie. Cependant, il n’est pas toujours possible
d’obtenir ce tissu. Pour pallier a ce probleme, il a été mis au point un test in vitro appelé test
fonctionnel de rapporteur d’épissage par minigénes qui est un outil puissant d’analyse de I'impact

213,214,21 . . . . . . Py
3214215 comme son nom l'indique, il s’agit d’une version simplifiée

de variants sur |'épissage
d’un géne qui contient uniquement 1 exon d’un gene flanqué d’une partie de ses introns. Quand
les exons sont trop petits ou que la mutation implique le saut de plusieurs exons, il est possible
d’intégrer plusieurs exons d’un gene dans cette version simplifiée, dans ce cas avec la totalité des
introns situés entre les exons analysés. Ce vecteur peut étre transfecté dans de nombreux types
cellulaires, ce qui permet I'analyse de la tissus spécificité de I'épissage grace a des RT-PCR sur
I’ARN a la suite de I'expression du vecteur dans une lignée cellulaire.

Les expériences de « minigénes » sont réalisées en utilisant le plasmide pCas2 qui est un plasmide
pcDNA3.1 dans lequel a été inséré le gene SERPING1/C1NH qui contient deux exons nommés « A »
et « B » dont une partie de l'intron 1 a été remplacé par une séquence contenant les sites de
restriction BamHI et Mull. Ces sites nous permettent d’insérer nos séquences d’intérét (exon 2
et pseudo exon 1’ de VHL) contenant ou non les mutations a étudier. Pour cela, les séquences
d’intérét sont amplifiées a partir d’ADN génomique de patients avec des amorces spécifiques
contenant les séquences des enzymes de restriction BamH| et Mlul a leurs extrémités. Les

produits de PCR et le plasmide pCas2 sont ensuite digérés 3h a 37°C puis purifiés sur gel d’agarose.

Apres purification, une ligation est réalisée avec 50ng de plasmide et I'insert (ratio 1 : 3) durant
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1h a température ambiante en utilisant la ligase « T7 DNA ligase » (New England Biolabs). 50uL
de bactéries DH5a sont ensuite transformées avec 3plL de produit de ligation. Les clones obtenus
sont amplifiés (minipréparation), séquencés et, apres sélection, amplifiés a nouveau
(maxipréparation).

Deux microgrammes des différentes constructions sont ensuite transfectés dans différentes
lignées cellulaires ensemencées la veille en plaques 6 puits durant 24h. L’ARN est ensuite extrait
et reverse transcrit en ADN complémentaire. Des PCR utilisant des amorces spécifiques des exons
« A » et « B »de pCas2 sont réalisées en suivant les instructions du kit « PCR Go Taq G2 » de chez
Promega avec une quantité initiale d’ADNc de 50ng. Les résultats sont observés en déposant 10uL
de produits de PCR avec du bleu de charge dans un gel a 2% d’agarose et la migration a lieu a 75V

durant 50 minutes.

X. Construction des vecteurs codant X1

La séquence codant la protéine VHL X1 (Exon 1 de VHL épissé avec I'exon cryptique E1’) a été
synthétisée dans un vecteur pENTR (pENTR-X1) (GeneArt, Life Technologies). Cette séquence,
bordée des séqunces des enzymes de restrictions BamHI et XHOI, a été extraite (aprées digestion
et purification sur gel) et insérée dans pcDNA3.1-HA (aprés ligation avec I'enzyme « T7 DNA
ligase »). Nous avons transformé, amplifié et séquencé des bactéries DH5a avec ces plasmides
qui ont ensuite été amplifiés et séquencés.

Afin d’obtenir les différents mutants de X1, nous avons réalisé des mutagenéses dirigées. Les
amorces de mutagenese ont été commandées chez Eurogentec et les expériences ont été
réalisées avec la Taq polymérase « Pfu Turbo DNA Polymerase » (Agilent). Les mutagenéses sont
réalisées a partir de 50ng de plasmide pcDNA3.1-X1. Apres 18 cycles d’amplification, les produits
de PCR sont digérés avec I'enzyme Dpn1 1h a 37°C pour éliminer les plasmides initiaux (méthylés)
puis sont déposés sur gel d’agarose a 2% afin de vérifier qu’il y a eu amplification. Trois microlitres
de produits de mutagenese sont utilisés pour transformer des bactéries DH5a. Les clones sont

ensuite amplifiés et séquencés pour vérifier la présence de la mutation.
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xi.  Tests fonctionnels

Un test rapporteur luciférase a été réalisé grace au kit « Dual-Luciferase® Reporter Assay »
(Promega). Des cellules 786-0 ont été transfectées avec une quantité de plasmide finale de 400ng
dont 200 ng de plasmides HRE-Luciférase, 20 ng de plasmides Renilla et différents plasmides
codant VHL et X1. La Renilla est sous le contréle d’un promoteur fort (SV40) et est donc exprimée
de la méme maniere dans toutes les cellules. Elle va donc permettre de normaliser les résultats
obtenus en fonction du taux de transfection des cellules. La luciférase est sous le contréle d’un
promoteur HRE (Hypoxia Response Element) qui va pouvoir étre activé par HIF quand celui-ci
n’est pas dégradé par pVHL. Ainsi, si pVHL est actif, il va entrainer la dégradation de HIF, il n’y
aura donc qu’une tres faible production de luciférase. Au contraire, si une mutation altére la
protéine VHL au point que celle-ci ne puisse plus dégrader HIF, il y aura une forte expression de
la luciférase. Apres 24h de transfection, les cellules sont lysées avec du tampon PLB (Passive Lysis
Buffer) afin d’en extraire les protéines. La luminescence émise par la luciférase en présence de
son substrat LARIIl est lue grace au lecteur « Mithras LB 940 Multimode Microplate ». Aprés
lecture, un deuxieme tampon STOP&Glo est ajouté, il entraine I'arrét de la réaction de la
luciférase, la mesure de I'activité de la Renilla est alors lue grace au substrat présent dans ce

deuxiéme tampon.

Xil. Western Blot

Les Western Blot sont réalisés en gels NUPAGE® Bis-Tris Mini Gel 4-12% (Invitrogen). Dix-huit
microlitres de lysats obtenus lors des tests fonctionnels (additionnés de bleu de dépot et
d’antioxydant) sont déposés sur le gel. La migration est réalisée en tampon MES, 15 min a 70V
puis environ 2h a 100V. Le transfert des protéines est réalisé en tampon NuPage, 20% méthanol
durant 1h a 30V sur membrane de nitrocellulose 0.2uM « Hybond ECL » (GE Healthcare). La
membrane est ensuite saturée 1h a température ambiante avec du lait 5% en TBST-Tween 0.05%.
Les protéines (contenant une étiquette hemaglutinine) sont détectées en utilisant un anticorps
dirigé contre HA (Covance) dilué au 1/1000°™¢ (incubation sur la nuit a 4°C). L'anticorps

eme

secondaire est un anticorps de chévre anti-souris couplé a la peroxydase diluée au 1/10000
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(Jackson) (incubation 1h a température ambiante). Le signal est révélé par chimio-luminescence

aprés 5 min d’incubation avec le substrat « Clarity™ Western ECL Substrate » (BioRad).

XIil. Culture iPS

Les lignées iPS utilisées sont soit obtenues a partir de PBMC de patients et sont reprogrammés
grace a des vecteurs viraux Sendai par la plateforme iPSC de Nantes soit obtenues a partir de
cellules urinaires de patients®® et reprogrammées au laboratoire par le kit EPI5 Episomal
(Invitrogen). Ces cellules sont ensuite cultivées sur du Matrigel (Corning) dans du milieu
StemMacs IPSBrew (Miltenyi) et maintenues dans un incubateur a 37°C a 5% de CO, et 4% d'O,
(les conditions hypoxiques permettent le maintien de la pluripotence).

Les différenciations hépatiques sont réalisées en suivant le protocole publié par Si-Tayeb et al.?"’.
Afin d’étudier I'impact de I'hypoxie, de jour 21 a jour 22, la moitié des puits de la différenciation
sont placés en hypoxie a 1% d’O, dans une station hypoxie (Ruskinn).

Les différenciations en précurseurs de la créte neurale sont dérivées du protocole publié de

218 | es cellules sont platées sur de la rLaminine-521 (Corning) (coatée a 1mg/cm? de

Denham
surface de culture) 3 jours avant le début de la différenciation. De JO a J4, les cellules sont placées
en milieu N2B27 (Neurobasal medium, DMEMF12, Insulin/transferrin/selenium (10X), N2 (100X),
B27 retinol free (100X), Glucose (200g/L) et penicilline stréptomycine) avec du SB431542
StemMacs (Miltenyi) a 10uM et du CHIR99021 StemMacs (Miltenyi) a 3uM. A J4, le tapis cellulaire
est découpé en carrés qui sont déposés un a un dans une plague 96 puits faible attachement a
fond plat (Corning) en milieu N2B27 additionné de Human BMP-2 a 5ug/uL et de Human FGF-2 a
20pg/uL et y restent jusque la fin de la différenciation a J11. Afin d’étudier I'effet de I'hypoxie, la

moitié des cellules sont placées de J10 a J11 en hypoxie a 1% d’O, dans une station hypoxie.

Xiv. Immunomarquage

Les cellules a marquer sont fixées pendant 15 minutes a température ambiante dans du
paraformaldéhyde (PFA) a 4% puis perméabilisées avec du triton X100 a 0,5% durant 15 minutes
a température ambiante. Elles sont ensuite mises en présence avec I'anticorps primaire dilué en

suivant les conseils du fournisseur pour 1h a température ambiante sous agitation. Elles sont

53



ensuite incubées durant 1 heure a température ambiante et a I'obscurité avec I'anticorps
secondaire dilué au 1/1000°™ dans du PBS, du DAPI (Mitenyi) au 1/500°™ et si besoin avec de la
Phalloidine 568 Alexa Fluor (Cell signalling Technology) (marquage de l'actine en vert). Les

sphéroides sont ensuite transparisées grace a du RapiClear 1.9 (Sunjin Lab).

XV. ELISA EPO

Le dosage protéique de I'EPO est réalisé avec un kit ELISA Quantikine IVD ELISA (R&D systems)
directement sur le surnageant de culture quand celui-ci est assez concentré. Dans le cas contraire,
les dosages sont réalisés au centre anti-dopage de Chatenay Malabry (AFLD : association francaise

de lutte contre le dopage) qui a une technique de concentration de 'EPO?*.
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IIl.  RESULTATS

1. Etude de mutations synonymes de |I'exon 2 de VHL et description d’un

nouvel exon cryptique E1’ de VHL — Blood, Lenglet et al., 2018%%°

a. Introduction
Ma thése a débuté par I'étude de mutations synonymes de I'’exon 2 de VHL chez 3 familles qui
développent une polyglobulie (Familles 1, 9 et 10 de I'article 1) et 2 familles qui développent la
maladie de VHL (Familles 11 et 12 de I'article 1). Chez ces derniéres, toutes les personnes qui
développent des tumeurs sont porteuses d’'une mutation synonyme c.414A>G, p.Pro138Pro
(VHL-P138P) a I'état hétérozygote. Cette mutation ne touchant pas la séquence protéique de
pVHL, il fallait trouver un autre mode d’altération de pVHL a l'origine de la pathologie, la piste
étant un défaut d’épissage qui conduirait au saut de I'exon 2 de VHL. Pour deux familles
développant une polyglobulie (Familles 9 et 10 de I'article 1), les patients atteints sont porteurs
d’'une mutation synonyme c.429C>T, p.Aspl143Asp (VHL-D143D) a I'état homozygote. Les
porteurs de la mutation a I’état hétérozygote sont sains. Pour une famille (Famille 1 de I'article
1), le pere et le fils sont porteurs de la mutation synonyme VHL-D143D a I'état hétérozygote,
cependant, seul le fils développe une polyglobulie. C'est en étudiant cette famille et en réalisant
une RT-PCR des ARNm de VHL avec des amorces situées dans les exons 1 et 3 du géne que nous
avons remarqué la présence de bandes de tailles supérieures a celles attendues (Figure 1B de
I'article). Aprés clonage et séquencage de ces bandes, nous avons pu montrer que pour l'une
d’entre elle il y avait insertion d’une partie de I'intron 1 de VHL entre les exons 1 et 2 du géne que
nous avons nommeé « exon cryptique E1’ ». Cet exon de 248 paires de bases est localisé entre les
positions ¢.340+576 et ¢.340+834. Nous avons donc réalisé une étude approfondie de ce nouvel
exon cryptique et de son isoforme protéique potentiellement associée. Nous avons également
séquencé E1’ chez les patients qui développent une polyglobulie avec une mutation de VHL a
I’état hétérozygote et chez les patients qui développent la maladie de VHL sans altérations de VHL
connues. Nous avons retrouvé des variants de cet exon chez 7 familles qui développent une

55



polyglobulie et chez 1 famille pour la maladie de VHL. Cela nous a permis de mettre en évidence
gue des mutations de I'exon cryptique E1’ peuvent étre a I'origine de polyglobulie ou de la

maladie de VHL.

b. Résultats

i.  Etude de variants synonymes de ['exon 2 de VHL
Dans un premier temps, mes recherches se sont portées sur des patients atteints d'une
polyglobulie porteurs de mutations synonymes dans I'exon 2 du géne VHL. Deux patients
homozygotes pour une mutation synonyme ¢.429C>T, p.Asp143Asp (VHL-D143D) ont développé
la pathologie respectivement a I’age de 5 mois et 4 ans et demi avec des taux d’EPO sanguin de
186 et 264 mU/mL pour un taux normal compris entre 3 et 17 mU/mL (Figure 5A). Ces mutations
posaient question puisque, contrairement a I'ensemble des mutations répertoriées (hormis les
délétions du gene), elles n’impactent pas directement la séquence protéique de VHL. Nous avons
donc fait I'hypotheése gu’elles pourraient avoir un impact sur I'épissage du gene et le ratio des
deux types de transcrits VHL connus : les transcrits contenant les exons 1, 2 et 3 (E1E2E3) et ceux

contenant les exons 1 et 3 (E1E3).

Des études in silico de la mutation synonyme VHL-D143D ont prédit une modification d’un site
exonigue enhancer d’épissage (ESE) situé dans I'’exon 2 de VHL (Figure supplémentaire 14). Afin
d’étudier le potentiel impact sur I'épissage de cette mutation, nous avons réalisé des tests
rapporteurs d'épissage de type « minigénes » (Figure 6B). Pour cela, I'exon 2 du gene VHL,
sauvage ou muté, a été inséré avec une partie des introns qui I’encadrent dans un plasmide
(pCas2) contenant deux exons artificiels A et B. Ce plasmide a ensuite été transfecté muté ou non
dans différentes lignées cellulaires. Cela nous a permis de montrer que la mutation VHL-D143D
entraine un saut de I’exon 2 de VHL. Nous avons confirmé ces résultats par RT-PCR et des RT-gqpCR
sur des lignées lymphoblastoides (LLB) de patients, des leucocytes ou de I’ARN tumoral, dans
lesquels nous avons observé une surexpression de I'isoforme E1E3 chez les patients porteurs de

la mutation et une diminution de la quantité d’isoforme « fonctionnelle » E1E2E3 (Figure 5C et
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D). Nous avons montré que cette perturbation de I'épissage est associée a une diminution de

I’expression protéique totale de VHL (Figure 5E).

En paralléle, nous avons étudié deux familles qui ont développé la maladie de VHL associée a une
autre mutation synonyme dans I’exon 2 de VHL a savoir la mutation c.414A>G, p.Pro138Pro (VHL-
P138P) (Figure 5B). Comme pour la mutation VHL-D143D, les études in silico prédisent la
modification d’'un site ESE (Figure supplémentaire 14). Aprés analyse par test rapporteur
d’épissage en « minigene », nous avons pu montrer que cette mutation entraine un saut de I'exon
2 de VHL qui est plus important que pour la mutation VHL-D143D (Figure 6B). Ce résultat est en
adéquation avec le modeéle d’oncogenése en gradient qui montre une corrélation entre
I'importance de la perte de fonction de pVHL et la sévérité des symptomes observés. Nous avons
réalisé un séquencage des ARN haut débit (RNAséq) sur une tumeur de patient porteur de la
mutation VHL-P138P (Figure 6C). Cela nous a permis de confirmer dans la tumeur le saut de I'exon
2. Les résultats des RNAséq ont mis en évidence que les transcrits contenant I'exon 2 étaient
majoritairement sauvages (trés peu de transcrits contiennent I’exon 2 muté). L'analyse du profil
d’expression de la tumeur a été comparé a des données transcriptomiques de 400 tumeurs de
méme type associées a des mutations germinales dans divers genes (collection COMETE). Cela
nous a permis de classer cette tumeur avec celles de patients porteurs de mutations VHL
(associées a une surexpression de genes de la voie de I’hypoxie) (Figure 6D). Cela nous a permis
de démontrer que la mutation VHL-P138P est bien a I'origine du développement des tumeurs
dans le cadre de la maladie de VHL. A noter qu'il pourrait étre intéressant de réaliser des tests
rapporteurs d’épissage pour toutes les mutations de VHL décrites dans I'exon 2. En effet,
certaines mutations décrites dans le cadre de la maladie de VHL ou de polyglobulies n’ont aucun
effet sur la fonction méme de pVHL (Figure 6A). Ces mutations pourraient en fait entrainer un
défaut d’épissage a |'origine de la maladie, comme nous avons pu le montrer pour les mutations

VHL-P138L et VHL-G144R (Figure 6B).

Dans un second temps, nous avons réalisé I'étude d’'un patient polyglobulique porteur de la

mutation synonyme VHL-D143D, mais a I'état hétérozygote. Sachant que les mutations du géne
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VHL associées aux polyglobulies sont toujours a I’état homozygote ou hétérozygote composite,

nous avons recherché une anomalie supplémentaire dans le géne (Figure 1A).

ii.  Découverte et analyse de I'exon cryptique E1’
Le patient porteur de la mutation VHL-D143D a I'état hétérozygote a été diagnostiqué pour une
polyglobulie a I’dge de 15 ans avec un taux d’EPO sanguin de 163 mU/mL. Lors de I'étude de
I’expression des différents transcrits VHL exprimés dans une lignée LLB de ce patient par RT-PCR,
nous avons observé sur gel d’agarose I'apparition de bandes de tailles supérieures a celles
attendues (Figure 1C). Aprés clonage et séquencage de ces bandes, nous avons pu mettre en
évidence un nouveau transcrit de VHL contenant un exon cryptique situé dans I'intron 1 que nous
avons nommeé E1’ (Figure 1D). Cet exon E1’ est épissé en phase entre les exons 1 et 2 ou entre les
exons 1 et 3 de VHL. Dans les deux cas, les transcrits possedent la capacité de produire une
protéine contenant les acides aminés codés par I'exon 1 (capable de fixer HIF) et 79 acides aminés
sans homologie avec aucune protéine connue. Dans le méme temps, un transcrit contenant cet
exon E1’ (épissé entre E1 et E2) a été découvert par séquencage haut débit et décrit sur le site
NCBI, confirmant ainsi nos résultats. Cette protéine a été dénommeée « X1 ». Cette isoforme a
aujourd’hui été supprimée au profit d’un transcrit initié a partir d’'un promoteur alternatif situé
en amont de I’'exon E1’ de VHL, que nous avons nommé « upstream E1’ » et qui est décrit comme
ne codant pas une protéine. Aprés avoir mis au point des RT-gPCR spécifiques de chacune des
isoformes contenant E1’, nous avons pu mettre en évidence que les isoformes (épissées ou
initiées a partir d’un nouveau promoteur) sont exprimées de facon endogéne en faible quantité
dans tous les tissus chez I’homme (Figure supplémentaire 1). Elles sont également exprimées dans
toutes les lignées cellulaires que nous avons testées et nous n’avons pas observé de différence

majeure d’expression entre la normoxie et I’hypoxie.
Nous avons réalisé des analyses in silico de conservation de E1’ dans les especes au niveau

transcriptionnel et protéique (Figure supplémentaire 2A a D). Cela nous a permis de mettre en

évidence que I'exon E1’ est retrouvé uniquement chez les primates supérieurs.
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Nous avons séquencé cet exon cryptique chez le patient hétérozygote VHL-D143D, ainsi que chez
des patients porteurs de mutations hétérozygotes de VHL ayant développé une polyglobulie et
chez de rares cas de patients ayant développé la maladie de VHL sans cause génétique connue
(Figure 1 B). De facon trés intéressante, nous avons trouvé une mutation (ponctuelle ou courte
duplication) dans E1’ chez 8 patients atteints de polyglobulie (7 diagnostiqués entre I’age de 4
mois et 15 ans et 1 diagnostiqué a I’'age de 21 ans) et chez une grande famille atteinte de la
maladie de VHL (apparition de la premiére tumeur a I’dge 10 et 15 ans chez 2 patients et entre 16
et 24 ans chez 4 patients) (Figure 2). Dans cette famille, une étude préalable de ségrégation de
margueurs microstallites avait mis en évidence une ségrégation des marqueurs de la région du
géne VHL avec la pathologie (Figure supplémentaire 7). En revanche, le séquencage des 3 exons
de VHL et du promoteur s’était révélé négatif.

Nous avons ensuite réalisé une étude exhaustive de cet exon et de ces mutations.

Dans la famille atteinte de la maladie de VHL, nous avons démontré la ségrégation des mutations
dans E1’ uniquement chez les patients atteints (6 patients malades porteurs, 5 non porteurs
sains). Seuls les patients porteurs d’une mutation dans E1’ développent des tumeurs.

Chez les familles polyglobuliques, seuls les patients porteurs d’'une mutation sur les deux alleles
(hétérozygotes composites avec une mutation dans E1’ et une mutation dans un autre exon de
VHL ; ou mutation homozygote dans E1’) développent la pathologie. Une étude de ségrégation
nous a permis de montrer que les mutations retrouvées sont portées par deux alléles différents.
Quand I’ADN des parents n’était pas disponible, nous avons réalisé une étude de polymorphismes
de I'haplotype core Chuvash situés a proximité de E1’, ce qui est le cas pour les patients des
familles 2, 3 et 4 hétérozygotes pour la mutation VHL-R200W.

Le séquencage haut débit en RNAséq des LLB des patients ainsi que des tumeurs développées
dans la famille atteinte de la maladie de VHL nous a permis de montrer que les mutations de
I’exon cryptique E1’ sont associées a une rétention importante de cet exon dans les transcrits VHL
(Figure 3A). Ce résultat a été validé par RT-qPCR sur différentes lignées LLB de patients porteurs
de mutation dans E1’ ainsi que sur 2 tumeurs de la famille atteinte par la maladie de VHL (Figure

3B et C).
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Sachant que la traduction des transcrits contenant E1’ épissé entre E1 et E2 ou E1 et E3 est
théoriquement capable de produire une protéine (X1) capable de fixer HIF (sans pour autant
pouvoir le dégrader suite a I'absence de fixation au complexe E3 ubiquitine ligase), nous avons
réalisé des tests fonctionnels rapporteurs de I'activité de HIF (Figure 4C). Nous avons mis en
évidence que X1 n’est pas capable d’inhiber directement l'activité de HIF ni d’entrer en
compétition avec VHL pour l'inhibition de HIF. Nous ne connaissons donc pas, pour le moment, la
fonction de cette éventuelle protéine X1.

Il est important de noter que les transcrits contenant E1' pourraient étre la cible du mécanisme
de nonsense mediated decay (NMD) en charge d’éliminer les transcrits possédant un codon stop
prématuré car l'introduction en phase de E1' entraine la création d’'un codon stop dans I’'exon E1’,
situé en amont du codon STOP naturel de pVHL. Nos expériences ont mis en évidence qu'en

présence d'un inhibiteur (puromycine) de la voie NMD?**

on observait une augmentation de
I'expression des isoformes qui contiennent E1' (Figure 3C et D). Cette augmentation est observée
dans les mémes proportions chez les patients. L'expression que nous avons mesurée par RT-qgPCR
correspondrait donc a un taux résiduel d'isoformes qui ont échappé au NMD (saturation possible
de la machinerie).

Nous avons ensuite réalisé une étude de I'expression protéique des différentes isoformes de
pVHL par western blot a I'aide d’un anticorps dirigé contre I’exon 1 de VHL (décrit par Chesnel et
al.>) (Figure 4A). Nous n'avons pas observé de bande endogéne correspondant a la taille d'une
hypothétique protéine X1, ni en condition normale, ni chez les patients surexprimant I'isoforme
transcriptionnelle correspondante. Cependant, nous avons observé, dans toutes les lignées LLB
de patients porteurs d'une mutation dans I'exon E1’, une diminution de I'expression de
I’ensemble des isoformes normales de pVHL (pVHL213 et pVHL160) (Figure 4 A et B).

Nous avons également réalisé une étude en minigéne rapporteur des différentes mutations
retrouvées dans I’exon cryptique E1’ (Figure 4D). Cela nous a permis de mettre en évidence que
les mutations dans E1' entrainent toutes une anomalie d'épissage avec une rétention de I'exon
E1’. Comme dans le cas des mutations synonymes, les mutations a I'origine de la maladie de VHL

entrainent une anomalie d’épissage plus importante que celles a I'origine de la polyglobulie.
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c. Article et données supplémentaires
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Chuvash polycythemia is an autosomal recessive form of erythrocytosis associated with a
L homozygous p.Arg200Trp mutation in the von Hippel-Lindau (VHL) gene. Since this discovery,

® Mutations in a VHL - . . sex 1 . X s s
eryptic exon may be additional VHL mutations have been identified in patients with congenital erythrocytosis,
found in patients with in a homozygous or compound-heterozygous state. VHL is a major tumor suppressor gene,
familial erythrocytosis mutations in which were first described in patients presenting with VHL disease, which is
P VHL i characterized by the development of highly vascularized tumors. Here, we identify a new VHL
® Synonymous cryptic exon (termed E1’) deep in intron 1 that is naturally expressed in many tissues. More
mutations in VHL exon importantly, we identify mutations in E1’ in 7 families with erythrocytosis (1 homozygous case
fk?;ap)i’nl;‘i:‘: ;’::: and 6 compound-heterozygous cases with a mutation in E1’ in addition to a mutation in VHL
familial erythrocytosis coding sequences) and in 1 large family with typical VHL disease but without any alteration in
or VHL disease. the other VHL exons. In this study, we show that the mutations induced a dysregulation of VHL
splicing with excessive retention of E1’ and were associated with a downregulation of VHL
protein expression. In addition, we demonstrate a pathogenic role for synonymous mutations in VHL exon 2 that altered
splicing through E2-skipping in 5 families with erythrocytosis or VHL disease. In all the studied cases, the mutations dif-
ferentially affected splicing, correlating with phenotype severity. This study demonstrates that cryptic exon retention and




exon skipping are new VHL alterations and reveals a novel complex splicing regulation of the VHL gene. These
findings open new avenues for diagnosis and research regarding the VHL-related hypoxia-signaling pathway. (Blood.

2018;132(5):469-483)

Introduction

Congenital erythrocytosis represents a heterogeneous group of
rare disorders. Genetic changes affecting all parts of the regu-
latory pathway of erythropoiesis, including oxygen sensing,
erythropoietin sensitivity, and hemoglobin oxygen affinity, have
been described in patients with congenital erythrocytosis. The
detection of underlying genetic changes in patients with pre-
sumed hematological pathology may have important implica-
tions for adequate clinical management. However, even with the
use of next-generation sequencing panel diagnostics, the un-
derlying genetic cause of presumed congenital erythrocytosis
has been identified in fewer than one third of patients in most
published cohorts.

The molecular basis of von Hippel-Lindau (VHL)}-related congenital
erythrocytosis was first described in the autonomous Russian
Republic of Chuvashia, where this condition is an endemic
disorder.! Chuvash polycythemia is frequently associated with
rubor, vertebral hemangiomas, varicose veins, and low blood
pressure. Chuvash patients have reduced survival rates associ-
ated with a higher prevalence of arterial and venous thromboses
and pulmonary hypertension in addition to hemorrhagic events.?

Chuvash polycythemia arises from a homozygous ¢.598C>T
p.Arg200Tro (R200W) mutation in the VHL gene. This specific
VHL R200W mutation has also been identified in combination with
other VHL mutations (compound heterozygosity), and other mis-
sense VHL mutations in both alleles have been described in patients
with congenital erythrocytosis.>* Interestingly, it has been described
in some unexplained cases of patients with erythrocytosis carrying
only one heterozygous mutation.*¢

VHL is located on 3p25-26 and has been reported to contain
3exons (E1, E2, and E3). The commonly described VHL transcript
contains the 3 spliced exons that encode a 213 amino acid (aa)
protein (pVHL213; also termed pVHL30) and a smaller isoform
(pVHL160 or pVHL19) initiated from an in-frame internal trans-
lation start site.” A naturally occurring splice variant, expressed
at low levels in some tissues, comprises E1 directly spliced to
E3 and is translated into a protein product termed pVHL172
(PVHLAE?), the functions of which are still under investigation 2
pVHL213 and pVHL160 are involved in a variety of functions, the
most studied being the regulation of the cellular oxygen-sensing
pathway. The main player of this pathway is the hypoxia in-
ducible factor (HIF). Under normal oxygen supply, the a subunits
of HIF (HIF-1a, -2, and -3a) are hydroxylated by the prolyl-4
hydroxylase domain enzymes (PHD1, -2, and -3) and sub-
sequently targeted by pVHL, a subunit of an E3 ubiquitin-ligase
complex that promotes HIF-a ubiquitination and subsequent
proteasomal degradation.”>'* Under hypoxic conditions or when
VHL is mutated, HIF-a remains stable and heterodimerizes with
HIF-B, constituting a functional HIF. HIF transcriptionally acti-
vates a variety of genes involved in adaptation to reduced ox-
ygen supply (eg, erythropoiesis, angiogenesis, metabolism, and
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cell survival). Dysregulation of the hypoxia pathway'3'* is central to

the development of erythrocytosis'# (via upregulation of erythro-
poietin, a HIF-2a target gene), but also in the development of
tumors.' Indeed, VHL is a tumor suppressor gene, heterozygous
mutations of which are associated with VHL disease (Figure 1A).1617
VHL disease, described in 1936, is an autosomal dominant disorder
with high penetrance characterized by the development of highly
vascularized tumors like central nervous system and retinal
hemangioblastomas, pancreatic neuroendocrine tumors, pheo-
chromocytomas, and clear cell renal cell carcinomas.'®2°

In patients carrying VHL mutations, the precise mechanistic aspects
that underpin the different phenotypes remain obscure. Although
most patients carry mutations in the VHL gene that induce a partial
or complete loss of protein function, some cases remain unsolved.
Indeed, some patients with erythrocytosis have been found to
be heterozygous rather than homozygous for the expected
alteration*® or carry homozygous synonymous mutations that leave
the amino acid sequence intact. In addition, some patients present
with VHL disease in the absence of identified mutations or deletions
in VHL or carry heterozygous synonymous mutations. Here, we
report an investigation of 12 families linked to unexplained disease,
including 9 families with erythrocytosis and 3 with VHL disease
(Figure 1A). This study led to the discovery of a novel cryptic exon in
the VHL gene and complex regulation of VHL splicing.

Methods

Complete materials and methods are detailed in the supple-
mental Material and methods (available on the Blood Web site).

Study approval

Informed consent for medical diagnosis and research was
obtained from the patients and their relatives. This study was
agreed by the Comité Consultatif de Protection des Personnes
dans la Recherche Biomédicale (French ethical committee) Paris-
Sud at Bicétre Hospital.

Sanger sequencing
Exons and exon-intron junctions of the VHL gene were sequenced
from DNA extracted from whole blood, as previously described.’

WGS

Whole-genome sequencing (WGS; for families F2, F3, and F7) was
performed at the clinically accredited Molecular Diagnostics
Laboratory at the John Radcliffe Hospital using the Hi-Sequation
4000 platform (lllumina Inc., San Diego, CA) in high-throughput
mode.222 Analysis of single-nucleotide variants, short insertions/
deletions, and copy number variants was conducted and is
explained in detail in the supplemental Methods.

Transcript detection and quantification
After reverse-transcription reactions (ThermoScientific), exon-
specific polymerase chain reaction (PCR) was performed using
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Figure 1. Clinical manifestations of patients carrying VHL mutations and identification of a new VHL spliced isoform containing a cryptic exon. (A) Mutations in the VHL
gene predispose to different phenotypes. VHL disease is characterized by the development of central nervous system (CNS) and retinal hemangioblastomas, neuro-
endocrine pancreatic tumors, pheochromocytomas, and clear cell renal cell carcinomas. Chuvash polycythemia (erythrocytosis) is characterized by elevated red blood cell
numbers. This study describes families with typical VHL-related phenotypes associated with an unexpected VHL status (ie, either synonymous mutations or no alterations in
VHL). (B) Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) using primers specific for E1 and E3 was performed on messenger RNA (mRNA) extracted from
lymphoblastoid cell lines (LCLs) established from controls and patients of family 1 (F1). (C) Schematic representation of the VHL gene and its products. The different VHL
exons are represented on a scale: E1, 340 bp from the ATG initiation codon; E1', 259 bp; E2, 123 bp; E3, 179 bp to the Stop termination codon. The full-length VHL mRNA
isoform encodes pVHL213 (also named pVHL30). VHL E1 contains an internal translation initiation codon that initiates the production of pVHL160 protein (pVHL19). The
isoform containing E1 spliced in phase with E3 encodes pVHL172 that lacks E2. The isoforms containing E1 spliced with E1" may theoretically encode a protein termed X1 of
193 aa (114 aa encoded by E1, and 79 aa encoded by E1’). Consensus values of donor (SD) and acceptor (SA) splice site sequences are indicated above the VHL gene, as
calculated by the human splicing finder in silico tool. Horizontal blue lines indicate the location of probes used in TagMan assays. *Denotes larger fragments that were
subsequently cloned and sequenced. 1The isoforms containing E1' spliced with VHL exons were identified by cloning and sequencing in the laboratory but were described
later by the National Center for Biotechnology Information as transcripts able to produce a protein termed X1. WT, wild type.

primers localized to flanking E1 and E3 exons. TagMan real-time RNA sequencing

PCR were performed on 20 ng of complementary DNA (cDNA) Library construction was performed with SureSelect Strand-
with the quantitative PCR Mastermix (Eurogentec). Quantifica- Specific RNA Library Prep for the Illumina Multiplexed kit
tion of RPLPO transcripts was used as internal control. The (Agilent Technologies). After purification (Macherey-Nagel),
thresholds were determined using dilutions of plasmids con- | the fragment size of libraries was controlled using the 2200
taining coding sequences of each gene. TapeStation system (Agilent Technologies). Ten pM of each
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Figure 2. Identification of mutations in the new VHL cryptic exon in 7 families with erythrocytosis and a large family with VHL disease. (A} Schematic representation of
the VHL gene and location of the identified mutations in the new VHL cryptic exon E1". (B) Pedigree of families with erythrocytosis or VHL disease. The genotypes were elucidated
by sequencing both parents and proband (F1, F5, and Fé), deduced by sequencing of 1 parent and proband (F4; the mutation deduced in brackets), or deduced from allele
cloning of proband carrying the conserved Chuvash mutation and core haplotype (F2 and F3), confirming the transmission of the mutations by 1 of each parent (for F2 and
F3, the identity of the transmitting parent being unknown, the mutation is represented by a white circle in brackets). The genotype of parents from F7 was elucidated from WGS
data. The numbers in italics (F8) indicate the age of the patient at tumor diagnosis. CNS, central nervous system.

library was pooled and prepared according to the denatur- was carried out in a single lane on the HiSeq 2500 system
ing and diluting library protocol for Hiseq and GAllx (Illumina) (Illumina). Processing of reads is detailed in the supplemental
for cluster generation on the cBot system. Paired-end sequencing Methods.
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Figure 3. Expression study of the new VHL transcript isoforms in patient cells. (A) Sashimi plots from RNA-seq data obtained from samples (LCLs or pheochromocytomas
[Pheo)) of 3 patients from F8. The positions of the different VHL exons are indicated, with the maximal number of reads indicated at the right. Splice junctions are denoted by the
horizontal links, with details provided in supplemental Figure 8. (B) TagMan quantification of the different VHL isoforms from samples of F8 performed using probes specific to
VHL E1-E2, the translated sequence upstream E1’, or E1-E1’ junctions. Relative gene expression was normalized to LCL control (C1) fixed at 1 (mean results of technical
duplicates). (C) TagMan quantification of the different VHL isoforms in LCLs (established from 2 independent controls and from patients of F1, F2, and F8) cultured in the absence

474 @ blood® 2 AUGUST 2018 | VOLUME 132, NUMBER 5 LENGLET et al



Reporter assays

The plasmid encoding the WT hemagglutinin-tagged VHL was
kindly provided by William G. Kaelin Jr. An expression plasmid for
the hypothetical X1 protein was constructed by subcloning the
coding sequence after its synthesis (Life Technologies). Mutations
of interest were introduced by site-directed mutagenesis (New
England Biolabs); 786-O cells were transfected (Ozyme) with con-
structs encoding WT or mutant proteins, firefly luciferase under the
control of hypoxia response elements, and Renilla luciferase for
normalization.2* After 24 hours, luciferase assays were performed
using the Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega).

Western blotting

Cell lysates from the luciferase reporter assay were loaded into a
Bis-Tris Mini Gel (4% to 12%,; Invitrogen). After transfer, the
membrane (GE Healthcare) was subsequently incubated with a
mouse anti-hemagglutinin antibody (BioLegend) and then a goat
anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated antibody (Jack-
son Immuno Research). Western blot using the mouse monoclonal
antibody JD-1956 (patent #14305925.1-1402-2014; Centre Na-
tional de la Recherche Scientifique Etablissement Frangais du
Sang) raised against human VHL was performed as described.®

Minigene experiments

Minigene constructs were prepared in pCas2 plasmid, con-
taining 2 artificial exons A and B (as described by Gaildrat et al®),
between which VHL E1' or VHL E2 with intronic flanking se-
quences were cloned. Cells were transfected (Ozyme) or nucle-
ofected (Lonza). RNA was extracted 24 hours after transfection
and reverse transcribed. PCR amplification was performed
using the PCR GoTaqQ2 kit (Promega) with primers against
artificial (A and B) exons. PCR products were resolved in a 2%
agarose gel.

Results

Identification of new VHL spliced isoforms
containing a cryptic exon

We first focused our study on a patient with erythrocytosis in whom
a synonymous VHL c429C>T p.Asp143Asp (D143D) mutation
in the heterozygous state had previously been identified (F1;
Table 1). No other mutations in the 3 VHL canonical exons had
been identified in genomic DNA of this patient. RT-PCR using
primers in E1 and E3 was performed using mRNA samples
extracted from LCLs established from different family members.
The results showed a strong decrease of the E1E2E3 isoform and
an upregulation of the E1E3 isoform (Figure 1B) compared with WT
LCLs. Some minor extra fragments of larger size were observed in
this patient and his mother’s sample. Subcloning and sequencing
of these fragments allowed us to identify new VHL transcripts that
contained intronic sequences. This intronic sequence, which we
termed the E1’ cryptic exon, was spliced to E1 atits 5 end and to
either E2 or E3 at its 3’ terminus (Figure 1C). We show that these
isoforms were expressed in a variety of tissues and cell lines
(supplemental Figure 1). Their translation may theoretically lead to

the production of a protein of 193 aa that contains the first 114 aa
encoded by E1? and additional 79 aa of unknown function
encoded by E1’. During the course of our study, data from an
automated computational analysis for an isoform containing the
E1’ cryptic exon (E1E1'E2 isoform) were deposited in the National
Center for Biotechnology Information. This isoform was predicted
to encode a protein of 193 aa, named X1 (XP_011532380.1), with
the same sequence (114 aa from E1 in addition to 79 aa encoded
by E1') (Figure 1C). The analysis of this region revealed strong
conservation in primates, but a moderate to low conservation in
more distant species (supplemental Figure 2A-C); notably, the
splice sites were identical to canonical sites (ttcag/TC, AG/gtaag)
and were highly conserved. In silico analysis of the donor and
acceptor splice sites of E1' showed similar consensus values
compared with other VHL exons (Figure 1C, upper panel). The
capacity to translate a potential X1 protein was only conserved in
higher primates (supplemental Figure 2D). The deposited se-
quence was removed and replaced with a noncoding isoform
containing E1’ spliced with VHL E2 and E3 (ENST00000477538.1;
Figure 1C, isoform on the bottom). This isoform may be initiated by
an alternative promoter. Indeed, the sequence located at the 5’
end of E1’ represents a transcriptionally active region, as illustrated
by epigenetic marks (supplemental Figure 3). We confirmed the
expression of an additional transcript initiated from the upstream
region of E1’ (that we termed upstream E1') in different tissues
and cell lines (supplemental Figure 1).

New E1’ cryptic exon is mutated in patients with
erythrocytosis or VHL disease

Sanger sequencing of this new cryptic exon in the proband
(F1-11.1) identified a variant that had not been reported in databases:
¢.340+770T>C (Figure 2B; Table 1; supplemental Figure 4).
Sequencing of the germline DNA of the mother revealed the
same variant, indicating that the propositus F1-Il.1 was com-
pound heterozygous. This result prompted us to sequence
additional patients with erythrocytosis described as heterozy-
gous for VHL mutations.

We investigated patients with Chuvash polycythemia for whom
VHL R200W had been found in a heterozygous state. Sanger se-
quencing identified the identical intronic variant ¢.340+770T>C in
a singleton (F2)° and 2 affected brothers (F3; Figure 2B). In addition,
we identified a duplication ¢.340+694_711dup in the proband of
F4 and F5° previously described as VHL R200W/WT and VHL
G144R/WT, respectively (Figure 2B). In F6, previously diagnosed as
VHL Q164H/WT, we identified a genetic variant ¢.340+574A>T
that altered the consensus SA site ag/TC of E1". This variant is
described as a rare polymorphism (rs?8274567) in the National
Center for Biotechnology Information database (Table 1).

Because biological material from the parents of F2 and F3 was
not available, we cloned the intronic region containing the
E1’ variant and the Chuvash core haplotype single-nuclectide
polymorphism rs779808 associated with the VHL R200W mu-
tation (described? to be located downstream of E1’, in position

Figure 3 (continued) or presence of puromycin (puro), an inhibitor of nonsense-mediated mRNA decay. TagMan probes were specific to the VHLE1-E1" or E1-E2 junction. The
graph resumes experiments performed on LCLs cultured independently 3 times and quantified in duplicate. Data are represented as the mean + standard error of the mean. (D)
RT-PCR using primers specific for E1 and E3 was performed on mRNA extracted from LCLs established from controls and patients of Fé (carrying the mutation ¢.340+574A>T
that targets the SA site of E1). Patient with erythrocytosis is indicated in red. On the right, the spliced isoforms are schematically represented. **P < .05, ***P < .01 based on
Student t test. *Denotes larger fragments that contained E1’ spliced with E1, but with 15 nucleotides deleted (represented in red) by the use of an alternative SAsite (sequences

of the cloned bands are detailed in supplemental Figure 10).
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Figure 4. Functional studies of mutations in VHL E1’. (A-B) Immunoblot analysis of patient LCLs. A representative immunoblot (A) and quantification of 3 different im-
munoblots (B) are presented. Relative gene expression was normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) expression, and results obtained with LCL
control (C1) were fixed at 100%. Data are represented as the mean = standard error of the mean. A VHL antibody that recognized VHL E1 was able to detect the hypothetical
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¢.340+1150). Segregation analysis (F4, F5, and F6) or Chuvash
core haplotype analysis (F2 and F3) demonstrated that all pa-
tients were compound heterozygous, with 1 mutation being
inherited from each parent (supplemental Figure 5).

In a parallel independent study, WGS was used to investigate
patients with Chuvash polycythemia, heterozygous for the VHL
R200W mutation (F2 and F3). The intronic variant ¢.340+770T>C
was the only rare variant identified in the VHL gene in these
patients. Other WGS filtering strategies (supplemental Methods)
did not identify any additional significant mutations in biologi-
cally relevant genes (supplemental Figure 6). This study also
conducted WGS for a trio with congenital erythrocytosis for
which prior whole-exome sequencing had not identified any
mutations (F7). No rare biologically relevant variants were
identified using the filtering strategy described in supplemental
Methods. However, further inspection of the new cryptic exon
led to the identification of a ¢.340+816A>C variant in the
homozygous state in the proband, with both parents being
heterozygous for this mutation.

In addition to these patients with erythrocytosis, in which no
variants in VHL were initially detected, screening of patients
with VHL disease may also fail to detect mutations in canonical
VHL exons. An example of such a family (F8) with hereditary
hemangioblastoma, clear cell renal cell carcinoma, and pheo-
chromocytoma was studied. Microsatellite analysis demonstrated
a cosegregation of markers surrounding the VHL region with the
disease (supplemental Figure 7). Sequencing of the new E1’
cryptic exon in this family identified 2 heterozygous variants in E1:
a previously unreported ¢.340+617C>G variant and a ¢.340+
648T>C variant described as a rare polymorphism in databases
(Table 1). These variants segregated in 6 patients who developed
the disease and were absent in 4 healthy tested descendants,
indicating their presence on a single disease-associated allele
(Figure 2B). Sequencing of tumor DNA did not display loss of
heterozygosity, suggesting that a WT VHL deletion (as observed
in classic VHL disease) may not be a prerequisite in cells of pa-
tients with this specific VHL genotype (supplemental Figure 4).

Expression study of the new VHL isoforms in
patients’ cells

RNA sequencing (RNA-seq) analysis of patients’ LCLs and tumors
demonstrated that genomic variants in E1” were associated with
an upregulation of transcripts containing the E1’ cryptic exon
compared with controls (Figure 3A; supplemental Figure 8). In
addition, the mutated allele was preferentially expressed (>70%),
suggesting a causal relationship between the genetic variants
and E1’ retention (supplemental Figure 8C).

We performed quantitative RT-PCR using TagMan probes spe-
cific for the different splicing junctions or for the region upstream
of E1’ (location of probes shown in Figure 1C), which showed a
strong upregulation of a unique isoform containing E1’ spliced
with E1 in LCLs and tumors from patients of F8 compared with
controls (Figure 3B). The study therefore focused on the isoform
E1-E1". Transcripts that retained E1’ spliced with E1 contained
(in-frame with E1) a premature termination codon (Figure 1C)
and could likely be targeted for degradation according to
nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) mechanisms. We
therefore investigated the expression of transcripts that
contained E1 spliced with E1” in the absence or presence of
puromycin, an inhibitor of NMD. Without puromycin, higher
levels of expression were seen in samples with mutated E1’
(Figure 3C) compared with samples containing WT E1’. Expo-
sure to puromycin resulted in a profound induction of isoforms
containing E1 spliced with E1’ vs other isoforms (Figure 3C;
supplemental Figure 9). These results indicated that isoforms
with E1-E1’ junction were degraded by NMD and may have
failed to produce proteins. We performed RT-PCR on LCL
samples of F6 carrying the mutation in the SA site, using primers
in VHL exons E1 and E3. We observed fragments of larger size in
samples from patients carrying the mutation, which were highly
visible in the presence of puromycin (Figure 3D). Cloning and
sequencing of these fragments demonstrated a dysregulated
splicing of E1" with the use of an alternative SA site located 15
nucleotides downstream (supplemental Figure 10).

To measure the impact of the splicing dysregulation on pVHL
expression, we performed an immunoblot with an antibody able
to recognize the amino acids encoded by E1 and therefore able
to detect the different pVHL isoforms.® The antibody detected
overexpressed exogenous X1 protein after transfection of the
plasmid encoding X1 (Figure 4A). However, it failed to detect the
endogenous protein, even in patients’ samples that overex-
pressed the mRNA containing E1-E1’. Instead, the immunoblots
showed a lower expression of all the VHL protein isoforms in
patients with mutated E1’ (Figures 4A-B).

Functional characterization of the mutated VHLE1’
Because the hypoxia pathway represents the major pathway
involved in the genesis of secondary erythrocytosis and VHL
disease,'®'>?8 we performed functional studies of the hypo-
thetical WT or mutated X1 proteins using hypoxia response
element-dependent reporter assays. These functional tests
failed to reveal any substantial effects of X1 on this pathway,
either alone or in competition with pVHL (Figure 4C; supple-
mental Figure 11). We next focused our study on a potential
impact of the E1’ variants on splicing by performing splicing

Figure 4 (continued) X1 protein. In the most left lane, control LCLs were transfected with an expression vector containing the coding sequence for X1; 5 pg of proteins were
blotted vs 45 pg for other samples to avoid signal saturation with overexpressed X1. Patients with erythrocytosis are indicated in red. (C) Functional hypoxia response element
(HRE)}-dependent reporter assays were performed in 786-O cells (ie, VHL™ cells that constitutively express HIF-20). The results are expressed as relative firefly luciferase
activity with Renilla luciferase as an internal control; 1.0 unit denotes the basal activity of endogenous HIF-2a using the HRE luciferase reporter plasmid. The ability of WT and
mutated X1 to downregulate firefly luciferase activity (related to HIF activity) was compared with pVHL and in competition with pVHL. An immunoblot using an antibody specific
to the hemagglutinin tag (HA) was used to detect HA-VHL and HA-X1. X1-L128V*L138P corresponds to a potential impact of the ¢.340+648T>C and ¢.340+617C>G
mutations on the hypothetical X1 protein. Three independent experiments were performed. (D) Characterization of VHL E1' retention by the minigene experiment
(representative picture of agarose gel; n = 3). RT-PCR was performed on mRNA obtained from cell lines transfected with a minigene construct containing VHL E1' (WT
or mutated) flanked by large intronic sequences cloned between the SERPINGT exons (exons A and B, targeted by the RT-PCR primers). The plasmids were transfected, and the
expression of the spliced chimeric transcripts (containing EA and EB = E1') was analyzed. Two WT constructs containing E1' were used; 1 contained the single-nucleotide
polymorphism ¢.340+1150T>C (rs779808). Bands corresponding to EA and EB spliced together or with VHLE1' are indicated on the right. *P < .05, **P < .01, ***P < 001, ****P < 0001
based on Student ttest. tCorresponds to unspecific bands verified by sequencing. The minigene experiment performed with the construction carrying the mutation ¢.340+574A>T
(that targets the SA site of E1" in F6) confirmed the use of an alternative SA site (right panel) with the deletion of 15 nucleotides (represented in red). ns, not significant.
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reporter minigene assays in various cell lines. The experiments
showed that splicing of WT E1" was barely detected (Figure 4D).
Interestingly, higher molecular weight bands corresponding to
the expected spliced isoforms containing E1’ appeared in the
presence of the mutations. Cloning and sequencing of the iso-
forms confirmed a retention of E1” at the expected splicing sites.
The level of expression of this upper isoform, specific to
E1” inclusion, was higher for mutations asscciated with cancers
than for those with erythrocytosis, independently of the cell lines.
Notably, the combination of both variants associated with cancer
had a more pronounced effect than each variant individually
(the single-nuclectide polymorphism showing very low effect),
suggesting a synergistic effect of the variants on splicing
(supplemental Figure 12). In silico analysis of ¢.340+617C>G
consistently predicted a severe alteration of splicing by the
creation of an exonic splicing enhancer site (supplemental
Figure 13).

The minigene experiment performed with mutated E1’ at the
SA site (F6) confirmed the inclusion of E1" during splicing
(Figure 4D, right panel), using the same downstream alternative
SA site identified in mRNA extracted from patients’ LCLs (sup-
plemental Figure 10).

Synonymous mutations in VHL E2 induce

exon skipping

We then focused our study on the synonymous heterozygous
D143D mutation in E2, identified in the proband of F1. This
mutation was also identified in the homozygous state in 2 pa-
tients with erythrocytosis (F? and F10; Figure 5A; Table 1). The
mRNA extracted from LCLs established from the different
members of these 2 families was reverse transcribed and se-
quenced. Comparison of chromatograms obtained by sequenc-
ing of DNA vs cDNA displayed a weaker peak of the mutated
allele in cDNA, reflecting a decreased expression of the mRNA
transcripts carrying the mutation.

A different synonymous mutation in E2, c.414A>G p.Pro138Pro
(P138P), was identified in 2 families (F11 and F12) with VHL
disease (Figure 5B). This heterozygous mutation segregated
with the disease in 3 generations. Sequencing of DNA extracted
from the pheochromocytoma of F11-IIl.1 showed a loss of the WT
allele in the tumor, demonstrating loss of heterozygosity as
currently described in classical VHL disease.

Suspecting an effect of the synonymous mutations on splicing, we
next assessed the expression of the VHL transcripts in patients’
samples by RT-PCR (Figure 5C). We found a significant change
in the ratio of expressed VHL isoforms, with a higher expression
of the E1-E3 transcripts in LCLs of patients homozygous for
D143D and in the pheochromocytoma with P138P mutation.
These results suggest an effect of the mutation on splicing
regulatory elements, leading to E2 skipping. In silico analysis of

the synonymous mutations indicated a potential effect on
exonic splicing enhancer motifs (supplemental Figure 14).

To specifically quantify the different VHL isoforms, we performed
guantitative RT-PCR on LCLs using TagMan probes comple-
mentary to the VHL E1-E2 or E1-E3 junction (Figure 5D). All
mutated samples displayed an increase of the isoform with
skipped E2 (E1-E3). The patients carrying a homozygous D143D
mutation presented a severe decrease of the WT isoform ex-
pression level. These results demonstrated that synonymous
mutations in E2 affected mRNA isoform production.

To evaluate a potential impact on protein expression, we per-
formed a western blot analysis. We did not observe any over-
expression of the pVHL172 isoform as expected from mRNA
quantification studies. However, in patients homozygous for
D143D, we detected a strong downregulation of all the pVHL
isoforms, which was also observed to a lesser extent in LCL
samples from heterozygous patients (Figure 5E).

Proportion of VHL E2 skipping is correlated with
disease severity in minigene experiments

To study the impact of the synonymous E2 mutations on splicing in
different cell lines, we performed minigene assays. We tested the
implications of the D143D and P138P mutations on splicing in
addition to the nearby mutations described in patients with
erythrocytosis (P138L and G144R).#¢2? Indeed, these mutations
may also affect splicing rather than VHL protein function. We
first evaluated the loss of function of these mutants by reporter
assays. We found that these could downregulate HIF in a
manner similar to the WT protein, in contrast to VHL proteins
lacking E2 (pVHLAEZ2), which are described as nonfunctional in
terms of their regulation of HIF activity® %12 (Figure 6A). Minigene
experiments were performed in a variety of cell lines relevant to
the studied diseases, using LCLs as control (Figure 6B). We
demonstrated that all mutations caused E2 skipping in LCLs. In
other cell lines, these experiments demonstrated a major impact
on the VHL E2 splicing of the P138P mutation, which is associated
with cancer. The mutations P138L, D143D, and G144R, which are
all associated with erythrocytosis, displayed a weaker effect on
splicing, with slight variations among cell lines but with
a stronger effect in the erythroid cell line (UT7 cultured with
erythropoietin).

Splicing dysregulation of VHL is causal in the
development of disease

RNA-seq confirmed that the synonymous mutations were not
silent but instead induced potent E2 skipping (Figure 6C;
supplemental Figure 15A). Additional transcriptome analyses of
the pheochromocytoma carrying P138P showed an upregulation
of HIF target genes (typically seen in VHL-related pheochro-
mocytomas) compared with the pheochromocytoma carrying
a RET mutation (supplemental Figure 15B).>° We then reanalyzed

Figure 5. Genetic and expression study of synonymous mutations in VHL E2. (A-B) Pedigree and sequence chromatograms of germline DNA, tumor (pheochromocytoma)
DNA, or cDNA prepared from 2 families (F? and F10) with erythrocytosis (A) and 2 families (F11 and F12) with VHL disease (B). (C) Results of RT-PCR using mRNA extracted from
LCLs (F? and F10) and leukocytes and tumor material (pheochromocytoma) (F11 and F12). (D) TagMan quantification of the different VHL isoforms in LCLs (established from
patients of F?, F10, and F11) cultured in the absence or presence of puromycin. TagMan probes are specific to the VHL E1-E2 or E1-E3 junction. Relative gene expression was
normalized to LCL control (C1). (E) Immunoblot analysis of patient LCLs. Patients with erythrocytosis are indicated in red. A representative immuncblot (upper panel) and
quantification of 4 different immunoblots are displayed (lower panel). Relative gene expression was normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
expression, and results obtained with C1 were fixed at 100%. Data are represented as the mean * standard error of the mean. *P < .05, **P < .01, ***P < .001, ****P < .0001

based on Student t test. CNS, central nervous system.
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our independent cohort of pheochromocytomas®® using RNA-
seq data from both tumors. After unsupervised classification, we
observed a segregation of the P138P pheochromocytoma with
other VHL-related tumors (C1B cluster), whereas the control
pheochromocytoma bearing the RET mutation was grouped
with other RET-related tumors (Figure 6D).

Discussion

The hypoxia pathway plays a central role in erythrocytosis or
tumors developed by patients carrying VHL mutations. Nev-
ertheless, the full molecular mechanisms at the origin of these
different phenotypes remain to be elucidated. To date, func-
tional studies of VHL mutants have been performed on mis-
sense mutations. We describe here, for the first time, functional
studies of VHL mutations that did not have an impact on the
coding sequence but that influenced VHL splicing. We dis-
covered a complex regulation of VHL splicing that may help to
explain the complexity of genotype/phenotype correlations
observed in VHL-related disorders. Notably, we demonstrated
that synonymous variants (D143D or P138P) could have an
impact on VHL splicing and should be considered as patho-
genic mutations. Our study points to a particular region in E2
that may be considered as a splicing regulatory domain.
Therefore, it would be interesting to evaluate the impact of all
the nucleotide changes described in VHL E2'7 on splicing, in
the same way as described for 2 missense mutations (P138L
and G144R). We observed that, depending on the mutation in
this region, the impact on splicing could be moderate (D143D,
G144R, and P138L) or severe (P138P), correlating with the
severity of the disease seen in individuals carrying these VHL
mutations (erythrocytosis vs cancers). This observation confirms
the hypothesis of a continuum model of tumor suppression by
VHL‘21,31

Regarding the erythrocytosis developed in patients homo-
zygous for D143D, both probands (F? 1.1 and F10 I1.1) pre-
sented mutations in the B-globin gene (HBB) that induced
hemoglobin instability or thalassemia (Table 1). This may have
compensated for the strong erythropoiesis associated with a
very high serum erythropoietin level associated with the
D143D mutation.

More importantly, we discovered a new VHL cryptic exon, E1’,
expressed in healthy tissues. Our study led to the identification
of E1” heterozygous mutations occurring in the second allele of
6 families with erythrocytosis previously associated with a het-
erozygous mutation in VHL rather than a homozygous mutation.
Our investigations further confirmed that polycythemia associated
with VHL mutation was definitely an autosomal recessive disease.

In addition, we identified an E1” homozygous mutation in a patient
with erythrocytosis of unknown origin. This result demonstrated
the causal role of the alterations in this new cryptic exon in the
pathophysiology of erythrocytosis. Importantly, we also identified
E1’ mutations in patients with unexplained VHL disease.

This VHL E1’ exon remained unidentified until this point because
of its low expression and the fact that this deep intronic region
was never explored or represented in whole-exome sequencing
data. Our data showed that these newly described E1'-con-
taining transcripts may have been polyadenylated (because they
were captured by polydT in RNA-seq) but were also likely to have
been subjected to NMD and may therefore have failed to
produce a protein. However, we cannot exclude the possibility
that they were translated into a new protein (X1) not expressed
in sufficient quantity to be detected by western blot. This
potential X1 isoform would contain the VHL E1 that encodes
the NH2-terminal part of pVHL, including 16 residues involved
in HIF binding from the 17 described.?® Nonetheless, the
hypoxia-dependent reporter assays failed to identify a po-
tential direct role of this isoform in the HIF pathway. Instead,
our results provided compelling evidence that mutations in E1’
induced a severe retention of this E1’ cryptic exon, which
correlated with a defect in global VHL protein expression.
Therefore, our study strongly favors a dysregulation of splicing
with a consequent downregulation of pVHL expression as the
underlying cause of the diseases observed. Here, insufficient
pVHL levels but not reduced HIF binding by the mutant pVHL
(as seen in the Chuvash polycythemia mutation VHL R200W')
may have led to an impairment of HIF degradation. Of note is
the fact that the functional study of mutations identified in E1’
in association with erythrocytosis resulted in a less severe
impact on splicing than the mutations associated with cancer,
confirming that polycythemia was associated with VHL hypo-
morphic mutations.

Our findings may have broad implications for patients with
presumed congenital erythrocytosis. First, the underlying cause
of congenital erythrocytosis has been identified in only ap-
proximately one third of patients in most published studies.
However, previous studies have focused on missense and
nonsense changes in coding regions and known regulatory
domains of candidate genes. This has also been the case in
patients with suspected VHL disease. Our study shows that
synonymous exonic changes, as well as changes within intronic
seguences affecting exon splicing, may be responsible for these
disorders and should be considered during the diagnostic
process. Notably, the VHL E1’ exon should be added to the list
of regions routinely sequenced in patients with congenital
erythrocytosis. Second, the detection of molecular changes

Figure 6. Functional study of synonymous mutations in VHL E2. (A) Functional hypoxia response element (HRE)}-dependent reporter assays were performed in 786-O cells to
evaluate the impact of VHL mutations in E2 (P138L and G144R) on VHL protein activity. The VHL protein lacking E2 (pVHL172/VHLAE2) was used as a negative control. The results are
expressed as firefly |uciferase activity relative to Renilla luciferase as an intemal control; 1.0 unit denotes the basal activity of endogenous HIF-2a using the HRE luciferase reporter
plasmid. Immunoblots using an antibody specific for the hemagglutinin tag (HA) were used to detect HA-VHL. (B) Characterization of VHL E2 skipping by minigene analyses.
Minigene experiments were performed in a variety of cell lines relevant to the studied diseases: renal (293T, 786-O, and HK2), pheochromocytoma (pheo; PC12), erythroid cell line
(UT7 cultured with erythropoietin), and LCL. RT-PCR was performed on mRNA obtained from cell lines transfected with a minigene construct containing VHL E2 flanked by intronic

sequences cloned between the SERPING 1 exons (exons A and B; targeted by the RT-PCR primers). Bands comresponding to EA and EB spliced together or with VHL E2 are indicated
on the right. (C) Sashimi plots from RNA-seq data. The positions of the different VHL exons are indicated, with the maximum number of reads for each exon indicated at the right.
Splice junctions are denoted by the horizontal links, with details provided in supplemental Figure 15A. (D) Heatmap of pheochromocytoma transcriptome data. A comparison of
transcriptome data for the pheochromocytoma from patient F11 111 (with P138P mutation) vs Affymetrix data from the largest available cohort of paragangliomas/pheochro-
mocytomas (recruited by the French COMETE network) that identified homogeneous molecular subgroups associated with susceptibility genes (Bumichon et al*).
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has implications for the clinical management of patients. For
example, phlebotomy in patients with VHL- or HIF2A-related
erythrocytosis may worsen the clinical situation by increasing the
risk and severity of pulmonary hypertension in these patients.?
Third, the confirmation of the continuum model of tumor sup-
pression by VHL helps us to understand the very low frequency
of secondary tumors in patients with VHL-related erythrocytosis.®
However, this also means that later occurrence of such neoplasms
cannot be definitely excluded. Therefore, the clinical manage-
ment of these patients should include regular follow-up to assess
the risk for thromboembolic complications, pulmonary hyper-
tension, and cardiovascular disease, as well as regular examina-
tions to check for the presence of typical VHL-related tumors.
Patients with VHL disease resulting from E1’ mutations will also
benefit from regular screening for tumors. Finally, the detection of
these new genetic changes will also allow for appropriate genetic
counseling of affected patients and their families.

In conclusion, VHL is a major tumor suppressor gene that plays
a pivotal role in the oxygen-sensing pathway, which is involved
in multiple physiclogical (eg, angiogenesis and erythropoiesis)
and pathological (eg, cancer) processes. Our findings regarding
the complex splicing regulation of this gene in erythrocytosis
and tumorigenesis may therefore open new avenues for diagnosis
of these conditions as well as research on the biological mech-
anisms related to the hypoxia-signaling pathway. Notably, we
suggest further targeted exploration of the VHL E1" region in
unresolved cases of congenital erythrocytosis, inherited kidney
cancers, hereditary paraganglioma/pheochromocytoma syndrome,
and hemangioblastomas, in addition to all types of sporadic
tumors with altered hypoxia signaling.

Acknowledgments

The authors thank Richard Breathnach, Jean Feunteun, Judith Favier, and
Sylvie Hermouet for scientific discussions; Helena M. Silva, Caroline Abadie,
Sophie Giraud, Florence Fellmann, Pascal Pigny, Vinciane Dideberg, and
Segers Karine for patient recruitment and medical advice; and Amandine
Le Roy, Isabelle Barbieux, Christophe Simian, Marie-Laure Clenet, and
Stéphanie Lebeau for technical assistance, in addition to the Genomics
and Bioinformatics Core Facility of Nantes (GenoBiRD; Biogenouest) for
its technical support. The authors are grateful to Mario Tosi, Pascaline
Gaildrat, and Alexandra Martins (Institute for Research and Innovation
in Biomedicine, INSERM U1079, University of Rouen, Rouen, France) for
kindly providing the pCAS2 minigene plasmid. The authors thank the Eu-
ropean Cooperation in Science and Technology (COST) Networks Molecular
Diagnosis of Myeloproliferative Neoplasms (MPNs) and MPN-Related
Congenital Diseases Euronet (COST action BM0902) and Hypoxia Sens-
ing, Signaling, and Adaptation Hypoxianet (COST action TDO?01). The au-
thors also thank the Patients’ Association VHL France for its constant support.

REFERENCES

and Hereditary Thrombocytosis. MPN &

This study was supported by grants from the Région Pays de la Loire,
Project EryCan; the Agence Nationale Recherche (Programme de
Recherche Translationnelle en Santé 2015 GenRED); the Laboratory of
Excellence GR-Ex (reference #ANR-11-LABX-0051); and the Ligue
Nationale Contre le Cancer (Comités de la Loire Atlantique et des Cotes
d'Armor). In addition, we acknowledge funding from the Oxford National
Institute for Health Research Biomedical Research Centre and the Health
Innovation Challenge Fund scheme. The views expressed in this man-
uscript are those of the authors and not necessarily those of the Wellcome
Trust and Department of Health. We also acknowledge funding from the
Wellcome Trust Core Award (grant #203141/2/16/2). A.B. received fi-
nancial support from L'Institut Thématique Multi-Organisme Cancer
Alliance Nationale pour les Sciences de la Vie et de la Santé (National
Alliance for Life Sciences and Health) within the framework of the Cancer
Plan. D.H. is supported by the National Center of Competence in Re-
search Kidney Control of Homeostasis.

Authorship

Contribution: M.L., F.R.,K.S.,A.C.,D.H,,AB.,5.G.,, S.C,F.C.,MP,TB.,
S.F., M.V, Y.A-B., and B.G. performed experiments; C.C., S.J.LK,,
JCT., MP,, EK., and H.D. conducted genome sequencing or data
analysis and interpretation; P.L., M.C., S. Dumont, S.J., and M.L. per-
formed bioinformatic analyses; H.C., K.S., S. Deveaux, N.B., J-M.M.,
F.A., CG., LH., S, EM., KB., K-M.D., B.B-d.P.,, F.G., M-LR,, M.C.P.,
V.B., RV.W,, JR.G., AK, N.J., CB., A-P.G.-R., and S.R. conducted the
medical study; B.G., D.H., M.L., and F.R. wrote the manuscript; B.G. and
H.C. designed the study; B.G. directed the study; and all authors con-
tributed to the research and approved the final manuscript.

Conflict-of-interest disclosure: The authors declare no competing fi-
nancial interests.

Correspondence: Betty Gardie, Ecole Pratique des Hautes Etudes, L'Institut
du Thorax, INSERM, CNRS, Université de Nantes, Nantes, France; e-mail:
betty.gardie@inserm.fr.

Footnotes

Submitted ¢ March 2018; accepted 23 May 2018. Prepublished online as
Blood First Edition paper, 11 June 2018; DOI 10.1182/blood-2018-03-
838235.

*M.L. and F.R. contributed equally to this work.

1S.R. and A.-P.G.-R. contributed equally to this work.

1H.C. and B.G. contributed equally to this work.

The online version of this article contains a data supplement.

The publication costs of this article were defrayed in part by page charge
payment. Therefore, and solely to indicate this fact, this article is hereby
marked “advertisement” in accordance with 18 USC section 1734.

6. Randi ML, Murgia A, Putti MC, et al. Low

1

Ang SO, Chen H, Hirota K, et al. Disruption of
oxygen homeostasis underlies congenital
Chuvash polycythemia. Nat Genet. 2002;
32(4):614-621.

Gordeuk VR, Sergueeva Al, Miasnikova GY,
et al. Congenital disorder of oxygen
sensing: association of the homozygous
Chuvash polycythemia VHL mutation

with thrombosis and vascular abnormalities
but not tumors. Blood. 2004;103(10):
3924-3932.

Bento C, Cario H, Gardie B, Hermouet S,
McMullin MF. Congenital Erythrocytosis

MPNrEuroNet COST Action; Brussels,
Belgium: European Cooperation in Science
and Technology; 2015.

Bento C, Percy MJ, Gardie B, et al; ECE-
Consortium. Genetic basis of congenital
erythrocytosis: mutation update and online
databases. Hum Mutat. 2014;35(1):15-26.

. Cario H, Schwarz K, Jorch N, et al. Mutations

in the von Hippel-Lindau (VHL) tumor sup-
pressor gene and VHL-haplotype analysis in
patients with presumable congenital eryth-
rocytosis. Haematologica. 2005;90(1):
19-24.

482 @ blood® 2 AUGUST 2018 | VOLUME 132, NUMBER 5

frequency of VHL gene mutations in young
individuals with polycythemia and high serum
erythropoietin. Haematologica. 2005;90(5):
689-691.

. Schoenfeld A, Davidowitz EJ, Burk RD. A

second major native von Hippel-Lindau gene
product, initiated from an internal translation
start site, functions as a tumor suppressor.
Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95(15):
8817-8822.

. Chesnel F, Hascoet P, Gagné JP, et al. The von

Hippel-Lindau tumour suppressor gene:
uncovering the expression of the pVHL172
isoform. Br J Cancer. 2015;113(2):336-344.

LENGLET et al



10.

1

—_

12

13.

14.

15.

16.

COMPLEX GENETICS IN VHL DISEASE AND ERYTHROCYTOSIS

Clifford SC, Cockman ME, Smallwood AC,
et al. Contrasting effects on HIF-1alpha reg-
ulation by disease-causing pVHL mutations
correlate with patterns of tumourigenesis in
von Hippel-Lindau disease. Hum Mol Genet.
2001;10(10):1029-1038.

Gnarra JR, Tory K, Weng Y, et al. Mutations
of the VHL tumour suppressor gene in renal
carcinoma. Nat Genet. 1994;7(1):85-90.

. Hascoet P, Chesnel F, Jouan F, et al. The

pVHL472 isoform is not a tumor suppressor and
up-regulates a subset of pro-tumorigenic
genes including TGFB1 and MMP13.
Oncotarget. 2017;8(44):75989-76002.

Richards FM, Schofield PN, Fleming S, Maher
ER. Expression of the von Hippel-Lindau dis-
ease tumour suppressor gene during human
embryogenesis. Hum Mol Genet. 1996;5(5):
639-644.

Maxwell PH, Wiesener MS, Chang GW, et al.
The tumour suppressor protein VHL targets
hypoxia-inducible factors for oxygen-
dependent proteolysis. Nature. 1999;
399(6733):271-275.

Stebbins CE, Kaelin WG Jr, Pavletich NP.
Structure of the VHL-ElonginC-ElonginB
complex: implications for VHL tumor sup-
pressor function. Science. 1999;284(5413):
455-461.

lliopoulos O, Kibel A, Gray S, Kaelin WG Jr.
Tumour suppression by the human von
Hippel-Lindau gene product. Nat Med. 1995;
1(8):822-826.

Latif F, Tory K, Gnarra J, et al. Identification of
the von Hippel-Lindau disease tumor sup-
pressor gene. Science. 1993;260(5112):
1317-1320.

17.

18.

19.

20.

2

22.

23.

24.

25.

Nordstrom-O’Brien M, van der Luijt RB,

van Rooijen E, et al. Genetic analysis of von
Hippel-Lindau disease. Hum Mutat. 2010;
31(5):521-537.

Kaelin WG Jr. Molecular basis of the VHL
hereditary cancer syndrome. Nat Rev Cancer.
2002;2(9):673-682.

Maher ER, Kaelin WG Jr. von Hippel-Lindau
disease. Medicine (Baltimore). 1997;76(6):
381-391.

Richard S, Gardie B, Couvé S, Gad S. Von
Hippel-Lindau: how a rare disease illuminates
cancer biology. Semin Cancer Biol. 2013;
23(1):26-37.

.Couvé S, Ladroue C, Laine E, et al. Genetic

evidence of a precisely tuned dysregulation in
the hypoxia signaling pathway during onco-
genesis. Cancer Res. 2014;74(22):6554-6564.

Camps C, Petousi N, Bento C, et al; WGS500
Consortium. Gene panel sequencing im-
proves the diagnostic work-up of patients with
idiopathic erythrocytosis and identifies new
mutations. Haematologica. 2016;101(11):
1306-1318.

Rimmer A, Phan H, Mathieson |, et al; WGS500
Consortium. Integrating mapping-, assembly-
and haplotype-based approaches for calling
variants in clinical sequencing applications.
Nat Genet. 2014;46(8):912-918.

Ladroue C, Hoogewijs D, Gad S, et al. Distinct
deregulation of the hypoxia inducible factor
by PHD2 mutants identified in germline DNA
of patients with polycythemia.
Haematologica. 2012;97(1):9-14.

Gaildrat P, Killian A, Martins A, Tournier |,
Frébourg T, Tosi M. Use of splicing reporter
minigene assay to evaluate the effect on

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

splicing of unclassified genetic variants.
Methods Mol Biol. 2010;653:249-257.

Czyzyk-Krzeska MF, Meller J. von Hippel-
Lindau tumor suppressor: not only HIF's ex-
ecutioner. Trends Mol Med. 2004;10(4):
146-149.

Liu E, Percy MJ, Amos Cl, et al. The worldwide
distribution of the VHL 598C>T mutation
indicates a single founding event. Blood.
2004;103(5):1937-1940.

Kondo K, Kim WY, Lechpammer M, Kaelin WG
Jr. Inhibition of HIF2alpha is sufficient to
suppress pVHL-defective tumor growth. PLoS
Biol. 2003;1(3):E83.

Lanikova L, Lorenzo F, Yang C, et al. Novel
homozygous VHL mutation in exon 2 is as-
sociated with congenital polycythemia but not
with cancer. Blood. 2013;121(19):3918-3924.

Burnichon N, Vescovo L, Amar L, et al.
Integrative genomic analysis reveals somatic
mutations in pheochromocytoma and
paraganglioma. Hum Mol Genet.
2011;20(20):3974-3985.

Berger AH, Knudson AG, Pandolfi PP. A
continuum model for tumour suppression.
Nature. 2011;476(7359):163-169.

Sable CA, Aliyu ZY, Dham N, et al. Pulmonary
artery pressure and iron deficiency in patients
with upregulation of hypoxia sensing due to
homozygous VHL(R200W) mutation (Chuvash
polycythemia). Haematologica. 2012;97(2):
193-200.

Woodward ER, Wall K, Forsyth J, Macdonald
F, Maher ER. VHL mutation analysis in
patients with isolated central nervous system
haemangioblastoma. Brain. 2007;130(Pt 3):
836-842.

€ blood® 2 AUGUST 2018 | VOLUME 132, NUMBER 5 483



Supplemental data

SUPPLEMENTAL FIGURES

Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 1

B

Supplemental Figure 1: Expression of transcripts containing Exon 1' in tissues and cell
lines.

(A) Quantitative RT-PCR was carried out with a Tagman probe specific to junctions of the
intronl-E1' (upstream E1'), E1-E1', E1-E2 or E1-E3 using 5 ng of cDNA from a collection of
human tissues (left panel) and 20 ng of cDNA from cell lines (right panel). Relative gene
expression (mean of duplicates) has been normalized to kidney (left panel) or Hep3B (right
panel) fixed at 1. (B) Table of cycle threshold (Ct) numbers obtained by qPCR (mean of
duplicates) in different tissues and cell lines with a threshold of 0.02 (UpE1' and E1E1"), 0.025

E1E2 E1E3 Upstream E1' E1E1’ RPLPO
brain 26.76 3231 28.16 32.90 21.425
placenta 25.54 30.90 26.125 30.25 25.2
kidney 25.10 31.10 26.595 30.38 22.03
lung 25.31 31.42 26.85 30.54 21.51
heart 26.76 31.96 26.74 30.39 19.155
liver 24.12 29.09 24.745 28.94 24.025
pancreas 23.98 29.57 24.045 29.47 21.44
skeletal muscle 20.48 36.34 30.775 34.41 19.105
E1E2 E1E3 Upstream E1' E1ET1’ RPLPO
LLB C1 22.90 28.44 25.12 27.47 18.6
HK2 22.73 28.93 25.58 27.68 18.4
uTt7z 22.37 26.75 24.62 26.99 18.2
RC1 22.70 28.00 25.77 28.67 21.3
Hep3B 21.10 26.49 24.32 27.31 19.1
Hep3B 21.52 27.01 24.495 27.80 18.9
Hela 22.93 28.99 25.225 27.66 19.27
786-0 22.77 28.64 25.74 26.92 19.065
HEK 293 22.25 27.83 24.99 26.54 18.385

(E1E2), 0.0208 (E1E3), (0.015) RPLPO.




Supplemental Figure 2

C.340+574A>T C.3404617C>G ¢.340+648T>C
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Human : Chimp : Gorilla : Orangutan : Olive_baboon: Macaque : Rhesus : Gibbon Marmoset : Squirrel_monkey :
Human : 271 | 97% | 97% | 95% | 1% | 90% | 90% | 93% | 85% | 85% |
Chimp [265 | 2711 | 97% | 95% | 60% | 90% | 90% | 93% | 86% | 85% |
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Rhesus : [ 250 [ 2s0 [ 250 [ 252 [ 479 | 274 | 275 | 93% | 87% [ 86% |
Gibbon : | 256 | 256 | 256 | 256 | 166 | 255 | 256 | 275 | 88% | 88% |
Marmoset : [ 235 [ 237 [ 237 [ 235 [ 154 | 239 [ 240 | 243 | 274 [ 90% |
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Supplemental Figure 2: Conservation of the genomic region containing Exon 1' and the X1
protein.

Multiple sequence alignment of VHL DNA sequences in primates (A) and mammals (C). Grey-
scale shading indicates conservation of nucleotides. Splice sites and disease-associated VHL-E1’
mutations are labeled at the top. (B) Sequence conservation. The percentage conservation relative
to total alignment positions is displayed (D) Conservation of VHL-X1 protein sequences encoded
by VHL E1-E1' in various primates. Grey-scale shading indicates conservation of iso-functional
residues; stars indicate stop codons. Disease-associated X1 mutations are labeled at the top.
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Supplemental Figure 3
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Supplemental Figure 3: UCSC Genome Browser output (4g19) of the VHL exon E1’° genomic

region.

The ENCODE integrated regulation track containing H3K4Mel/3 marks, H3K27Ac marks, DNasel
hypersensitivity clusters and transcription factor ChIP-seq data are displayed. Colors in the histone
mark tracks represent conventional ENCODE codes used to illustrate different cell lines. The sequence
located in 5' of E1' represents a transcriptionally active region as illustrated by epigenetic marks
associated with promoters (H3K4Me3), enhancers (H3K4Mel), activated enhancers and promoter
regions (H3K27Ac), in addition to DNase hypersensitivity commonly associated with open chromatin

as well as high transcription factor occupancy.
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Supplemental Figure 4

VHL c.429C>T, p.Asp143Asp
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Supplemental Figure 4: Results of genomic DNA sequencing.

Chromatograms sequences of VHL Exon 2 or 3 are presented on the left, and VHL Exon 1' data
on the right.
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Supplemental Figure 5

ATGCCCCGGAGGGCGGAGAACTGGGACGAGGCCGAGGTAGGCGCGGAGGAGGCAGGCGTCGAAGAGT
ACGGCCCTGAAGAAGACGGCGGGGAGGAGTCGGGCGCCGAGGAGTCCGGCCCGGAAGAGTCCGGCCCG
GAGGAACTGGGCGCCGAGGAGGAGATGGAGGCCGGGCGGCCGCGGCCCETGCTGCGCTCGGTGAACTC
GCGCGAGCCCTCCCAGGTCATCTTCTGCAATCGCAGTCCGCGCGTCGTGCTGCCCGTATGGCTCAACT
TCGACGGCGAGCCGCAGCCCTACCCAACGCTGCCGCCTGGCACGGGCCGCCGCATCCACAGCTACCGA
Ggtacgggcccggcgcttaggcccgacccagcagggacgatagcacggtctgaagecectectaccgece
ccggggtccattttgcagacggggaactgaggccceccttgaggcaggacacatccagggtgacgetget
cgtaagcgtcagagcattecttttttttttttttttttttctgagacggagtctecgetectgtegeccag
gctggagtgcagtggcgcgatctcgactcactgcagectececgectececgggttcaagegattectectg
cctcagcctcecctgagtagectgggattacaggecgtgecgecaccgecgeccggetgatttttatattttta
gtagagacggggtttcaccatgttggtcaggctggtctcgaactgctgacctcgtgateccgeeccgect
cggcctcccaaagtgctgggcttatgggecatgagectccgegecoccggeccagageattectttataagg
ccgaatagtttgcatttgaaggtggctcceccccagtecccecacceccacgtgtatttteccectcaaaga

Exon 1’ aaagctgcatccttaacaccccatctgttecagtectecatgactecagtgggecagttetgegtagtee
ctgccctcgtggagaacacattecctectggggagactgacagatgcaaagacaggaacaagecagggt
catgttggcgceggaagageccgacegtgtgtggegtgggaaattgacttacetgeectgetgggagatg

c.340+770T>C gaggggttgcggttgtgtggtticagttaaggagcacttcccggagaaggaagagagcaggatggagt
aggaactagccaaccctaggtaagaggttctagacatgecgtgecgttgagacctggagtcttgggagag
gatgcttaaaaggtgattttacccctaggaatatgggggcactgaaatttttttttttttttgagacyg
ggagtcttgctctgcaagctggagtgcagtggecccacgctagaatgcagtggecgecgattgeggeteat
tgcaacatctgccacctggggtcaagtggttctcttgectcagectecccgaggageggggattacagg
cgtgcgccaccactcctggctaattttttttttagtagagacgggggtttecgtecattttggetagget
ggtctcgaactcctgacctcagatgatccacccgecttggectecccaaagtgectgagattacaggtgt
aagccactgcgcccagccctttgaaagtttttcagtatttatgtatatatatttttgagttggagtct
ggatctgtcgccagactggagtgctgttgcac

Exon 1

C.340+11507>C
Chuvash SNP

SNP Chuvash (Liu et al., 2004) : rs779808 (Chuvash Allele = C)
[Homo sapiens] gagacgggggtttcgtcattttgge[C/Tlaggcetggtetcgaactectgaccte

Patient F2 €.340+770T>C ¢.340+1150T>C
v \
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Supplemental Figure 5: Families 2 and 3 alleles cloning and sequencing.

As biological material from the parents of patients F2 II.1, F3 II.1 and F3 I1.2 were unavailable,
we used patients genomic DNA to clone the intronic region containing E1' variant ¢.340+770T>C
and the Chuvash core haplotype SNP rs779808 (described in Liu et al., 2004 and located upstream
El' in position ¢.340+1150), associated with the VHL-R200W mutation: /Homo sapiens]
gagacgggggtttcgtcattttgge[C/Tlaggctggtetcgaactectgaccte

We identified a "T" associated with the variant ¢.340+770T>C in E1' and a "C" (characteristic of
the Chuvash core haplotype) associated with the wild type E1' sequence. This patient is therefore
a compound heterozygote, with one mutation in each allele.
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Supplemental Figure 6
A) Analysis of single nucleotide variants and smallinsertions/ deletions

A.1) Initialfiltering steps common to both WGS datasets
(patients F211.1,F3 11.1,F3 11.2; family 7 trio)

Filteri t Number of variants
iltering ste

g step F211.1, F311.1, F3 112 | Family 7 trio
Import of multi-vcf file into IVA 694,445 661,545
(PASS variants with freq < 3% in 1000G, NHLBI ESP6500 and ExAC)
High confidence variants 684,034 653,857
(Quality 2 20; Read depth 2 10; Allele freq = 0.05)
Rare variants in general population 543,445 419,479
(Freq < 1% in 1000G, NHLBI ESP, EXAC and gnomAD)

A.2) Downstream filtering for patients F211.1,F3 Il.1andF311.2
(all heterozygous for the VHL p.R200W mutation)

High confidence variants which are rare in general population | 543,445 variants

A.2.1) Variants within VHL gene +/- 5Kb

t Gene Transcript | Protein Genotype 1000G | ESP | ExAC | WGS500
Genomic change . . 2 CADD
Region Variant Variant g2 1.1 | F3 1.1 |F311.2 Freq | Freq | Freq Freq
. INM_000551.3:
chr3:10184641T>C |Intronic £.3404770T>C Het Het Het [12.26 NR NR NR NR
chr3:10191605C>T |Exonic 2"2';—8083551'3: p.R200W| Het Het Het 35 NR |0.015| 0.023 NR

A.2.2) Variants in genes related or suspected to be related to erythrocytosis

Variants within ERY gene list: genes in erythrocytosis gene panel and/or IVA gene list for

erythrocytosis/ polycythaemia (120 genes)
Fregin WGS500 < 3%

1078
variants

Samevariantin all 3 patients
(same genotype required for all)

102
variants

| Predicted deleterious |m

46
genes

Genes with variants in all 3 patients
(same variant and genotype required for brothers)

| Variants in all 3 patients predicted deleterious |

Genomicchange| . | Gene | L o oot | Protein BCRtVee ADp|1000G| ESP | ExAC \;;505
Region P Variant | F211.1 [F3 1.1 [F311.2 Freq |Freq| Freq Freq
chr3:10191605 ; NM_000551.3:
C>T VHL |Exonic 598C>T p.R200W| Het Het Het | 35 NR ]0.015/0.023| NR
NM_004188.6:
?;(29135353324 GFI1B rnrfr:n‘?zerc.fgzsnc; Het | Het | Het |7.34| 0.26 | NR| NR |055
c.-355-570T>C
chr11:33758819 NM_203331.2:
delCACG cD59 PromOterc.-958_—955de|CGTG Hom Hom | Hom | NA NR NR | NR | NR

Literature search does not support candidacy forany of these variants
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A.2.3) Variants predicted deleterious with high functional impact

320
variants

Predicted deleterious and CADD score > 20
Freq in WGS500 < 3%

Same variant in all 3 patients Genes with variants in all 3 patients 1
(same genotype required for all) (same variant and genotype required for brothers) |0

WGS

Sehne Gene Transcript  Protein Genotype 1000G ESP ExAC

change Gene Region Variant Variant g2 1.1 F3 1111 F3 1.2

chr3:10191605 ] NM_000551.3:
C>T VHL Exonic ¢ 598C>T p.R200W | Het | Het | Het | 35 NR 10.015]0.023| NR
chr19:925968 NM_005224.2:
TG ARID3A |Promoter . -350T>G NA Het | Het | Het | 21.9| NR NR | NR | NR

chr7:148963937 : NM_001195220.1: Hom | Hom
G>A ZNF783|Exonic C.448G>A p.V150M | Het Ref | Ref 26.2| NR |0.046|0.056(0.18

chr7:148979220 ; NM_001195220.1: Hom
G>A ZNF783 |Exonic . 1427G>A p.R476H Ref Het | Het | 295| NR [ NR | NR | NR

Literature search does not support candidacy for any of these variants

A.3) Downstream filtering for family 7 (trio: proband affected, parents unaffected)

High confident variants that are rare in general 419,479
A.3.1) Analysis of single nucleotide variants and small insertions/ deletions

Predicted deleterious by IVA | 2,990 variants

Genetic analysis
Freq WGS500 < 3% and inspection on IGV to eliminate

artefacts
Mode of Inheritance N. Variants N. Variants in ERY gene list
de novo 1 0
Autosomal recessive 3 0
X-linked 12 0
Compound heterozygous 30 2 (SLC4A1, FOXPT)
ii';?‘?;c Gorie Gene Transcript Genotype 1000G ESP
Region Variant Proband Father Mother Freq Freq
NM_032682.5:
chr3:71114069 Intronic |c.283-11145C>A Hom
G>T FOXP1 5UTR  |NM_001244813.1: Het Ref Het 17.6 NR NR | NR | NR
c.-113C>A
chr3:71448771 . |NM_032682.5: Hom
G>A FOXP1 |Intronic c -167-40376C>T Het Het Ref 14 | 0.04 NR | NR NR
chr17:42343875 . |NM_000342.3: Hom
CsT SLC4AT |Intronic C -69+1547G>A Het Het Ref 95| 0.08 NR | NR NR
chr17:42344297 . INM_000342.3: Hom
A>G SLC4A7 |Intronic C -69+1125T>C Het Ref Het 49 | 099 | NR | NR | 0.36

Literature search does not support any of the variants as candidates



A.3.2) Variants within VHL new cryptic exon

Genomicchange  Gene Transcript Genotype capp 1000G ESP  EXAC WGS500
Region Variant Proband Father Mother Freq Freq Freq Freq
. . NM_000551.3:
chr3:10184687A>C |Intronic C 340+816A>C Hom Het Het 9.95 NR NR NR NR

B) Analysis of copy number variants

B.1) Patients F2 .1, F3 II.1 and F3 II.2
(all heterozygous for the VHL p.R200W mutation)

chrX:47829755-47834837 : Hemizygous loss in F3 Il.1 and F3 Il.2.
* In ZNF182 3'UTR. This region has highly conserved POLR2A TFBS.
+ Literature search on this gene does not support candidacy for this variant

B.2) Family 7 (trio: proband affected, parents unaffected)

No relevant copy number variants were identified

Supplementary Figure 6: Analysis and interpretation of Whole Genome Sequencing (WGS)
conducted in four patients with erythrocytosis.

Sequencing data from patients F2 II.1, F3 II.1 and F3 II.2, all carrying a known heterozygous VHL
p-Arg200Trp mutation, were analyzed together as a cohort. Data from Patient F7 II.1 and his unaffected
parents (F7 I.1 and F7 1.2) were analyzed as a trio. (A) Filtering steps and variants detected using
Ingenuity Variant Analysis Software (IVA) prioritizing single nucleotide variant (SNV) and small
insertions/deletions according to potential clinical relevance. (A.1) Filtering steps common to both
WGS data sets (A.2) Downstream filtering for patients F2 I1.1, F3 II.1 and F3 I1.2 using three strategies
for variant identification: (A.2.1) Variants within the VHL gene (NMO000551.3 transcript) and S5kb
flanking; (A.2.2) Variants within 120 genes related or suspected to be related to erythrocytosis; (A.2.3)
Variants predicted deleterious according to IVA parameters and with high functional impact defined as
having a CADD score > 20. (A.3) Downstream filtering for family 7 trio using two strategies for variant
identification: (A.3.1) Variants of clinical or biological relevance and mode of inheritance consistent
with the affected/unaffected statuses of the proband and parents; (A.3.2) Variants within the VHL
cryptic exon and 100bp flanking (B) Summary of copy number variants analyses (B.1) for patients F2
I1.1, F3 II.1 and F3 II.2 and (B.2) for family 7 trio.

WGS500: WGS500 project union file of variants detected; 1000G: 1000 genomes project;
NHLBI ESP or ESP: NHLBI ESP6500 exomes project; ExXAC: Exome Aggregation

Consortium; gnomAD: genome aggregation database; CADD: Combined Annotation Dependent

Depletion; Het: heterozygous; Hom: homozygous; Hom Ref: homozygous for the reference allele.
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Supplementary Figure 7

267
178
170
170
118
196

168
167
12
215

257
173
168
168
131
198

267
179
170
170
18
196

Family 8

2?:@7 257 269 257 269 u_% 261 261
170 173 179 173 179 173 178
168 168 168 168 3 4 168 166
168 168 168 168 167 174
131 112 131 112 133 110
198 202 198 202 206 200

2 3 4 5 6G >25? 261 7
257 267 269 273 173 173 257 281
173 179 179 170 168 169 173 179
168 170 168 166 168 167 168 166
168 170 168 187 131 133 168 174
131 118 112 112 188 206 131 110
198 196 202 215 b 198 200

1
af R o

269
179
168
168
112
202

261
179
166
174
1o
200

. BMOHBITCRG
C.IA0+B48T>C

[] phecchromocytoma  [™ Renal cell carcinoma A, Genetically tested, VHL W1

Supplemental Figure 7: Disease segregation analysis in family 8 using microsatellite markers

segregation analysis.

Family 8 (F8) developed a von Hippel-Lindau disease but without any apparent mutations

identified in canonical VHL exons E1, E2 or E3, nor in the 5’ and 3’ untranslated (UTR) regions.
Chromosomal rearrangement analysis (by SYBRgreen-based quantitative PCR, Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification and Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent
fragments) of VHL failed to identify any alteration. Multiplex PCR was performed using forward
primers coupled with fluorescent dye designed to recognize 6 microsatellite markers that cover a
4.6 Mb region surrounding the VHL gene in 3p25-26. Haplotypes were reconstituted and are
indicated for each patient. The green haplotype corresponds to the disease-associated haplotype.

87



Supplemental Figure 8

A
Position on Chromosome 3 (hg19) :
Junction E1 on 3': 10183872
Junction E1°on 5’ : 10184447
Junction E1° on 3’ : 10184706
Junction E2 on 5" : 10188198
Junction E2 on 3': 10188321
Junction E3 on 5': 10191471
B
LCL
E1E2 (%) E2E3 (%) | E1E3 (%) | E1E1 (%) | E1E2 (%) | ETE3 (%) [Total reads
Control 47.8 33.9 2.8 2 13.5 0 251
F11 1.6 26.8 20.3 5.9 13.7 33.3 0 153
Pheochromocytoma
E1E2 (%) E2E3 (%) | E1E3 (%) | E1E1' (%) | ETE2 (%) | ETE3 (%) [Total reads
Control 41 48.2 7.2 1.2 1.2 1.2 83
F11 1.1 22.8 17.2 5 1.7 42.2 1.1 180
F111.2 28.6 306 0 16.3 204 41 a8
C
c.340+617C>G ¢.340+648T>C
C G T C
Pheo F11 1.2 26% 74% 25% 75%
Pheo F11 1l.1 26% 74% 26% 74%
LCLF11 1.6 28% 72% 31% 69%

Supplemental Figure 8: RNA-Seq analysis of samples carrying mutations in VHL-Exon 1'.

(A) Position on chromosome 3 (hg19) of the different VHL splice junctions. (B) Total number and
percentage of reads identified for specific junctions by RNA-Seq. (C) Percentage of wild type and
mutant alleles of transcripts containing E1' detected by RNAseq. Most alleles expressed in the

patient samples were mutated.
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Supplemental Figure 9

A
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E 2 . VHL disease with heterozygous mutation in E1’
0
C1 C2 F1 F1 F1 F2 F8 C1 C2 F1 F1 F1 F2 F8
L1 12 110t e 1 12 11 111 e
Without Puromycin With Puromycin
B
E1E2 E1E3 E1E1' RPLPO
LCLC1 23.15 28.70 27.60 19.37
LCL C2 23.46 29.07 27.98 19.15
LCLF11.2 24.39 27.51 27.73 19.37
- puro LCLF1 1.1 23.75 29.50 26.30 19.56
LCLF111.1 26.05 27.28 26.17 19.45
LCLF2 1.1 23.22 29.08 25.75 18.93
LCLF811.6 23.88 29.33 25.69 19.32
LCL C1 22.25 27.83 23.76 19.71
LCL C2 21.85 27.28 24.54 19.22
LCLF11.2 23.20 27.32 25.66 19.73
+ puro LCLF11.1 22.63 28.71 22.99 19.71
LCLF111.1 25.35 26.41 23.14 20.05
LCLF211.1 22.32 28.73 22.84 19.61
LCLF811.6 23.50 29.03 23.49 20.05

Supplemental Figure 9: TagMan quantification.

(A) Isoforms containing E1 spliced with E3 have been quantified by TagMan using a probe
specific to exon-exon junction. LCLs have been cultured in the absence or presence of puromycin,
an inhibitor of Nonsense-Mediated mRNA Decay. (B) Table of cycle threshold (Ct) numbers
obtained by qPCR in LCL, treated or not with puromycin, with a threshold of 0.02 (UpE1l' and
E1El"), 0.025 (E1E2), 0.0208 (E1E3), (0.015) RPLPO. Results are expressed in mean of technical
duplicates of three independent culture experiments.
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Supplemental Figure 10
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Supplemental Figure 10: Sequence of VHL transcripts expressed in patient's F6 I1.1 LCL.

Cloning and sequencing of VHL transcripts expressed in LCL of patient F5 I1.2 carrying a mutation
in the E1' splice acceptor site (c.340+574A>T). A RT-PCR has been performed on mRNA
extracted from patient's LCL using primers in VHL-E1 and E3. PCR fragments obtained have been
cloned and sequenced. Transcripts containing E1 correctly spliced with E2 and E3 have been
obtained. Transcripts containing E1' contain sequences deleted to 15 nucleotides as a consequence
of alternative splicing using a splice acceptor site located 3' of the consensus SA, mutated in the
patient. Exon 1 is represented in black, Intron 1 in gray, Exon 1' in green, Exon 2 in red and Exon
3 in blue. The ¢.340+574A>T mutation is underlined in orange on the bottom sequence.
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Supplemental Figure 11
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Supplemental Figure 11: Functional study of X1.

Functional HRE-dependent reporter assays were performed in 786-O cells (deleted for VHL on one
allele, and mutated in VHL-E1 on the other allele, with a consequent frameshift mutation in pVHL and
X1). The results are expressed as relative Firefly luciferase activity with Renilla luciferase as an internal
control. 1.0 unit denotes the basal activity of endogenous HIF-2a using the HRE-luciferase reporter
plasmid. The ability of wild-type and mutated X1 to downregulate Firefly luciferase activity (related to
HIF activity) was compared to pVHL. By using the nomenclature of a cDNA containing VHL-E1 and
E1' that would potentially encodes for a X1 protein, the X1-S179P mutant corresponds to the mutation
c.340+770T>C (F1, F2, F3), the X1-L128V to ¢.340+617C>G (F8), X1-L138P to ¢.340+648T>C (F8)
(Table 1).
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Supplemental Figure 12
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Supplemental Figure 12: Minigene experiments using pCAS2 constructions carrying
independent VHL-E1’ variants.

The ability to impact splicing of both E1' variants (taken independently or together) has been
tested.
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Supplemental Figure 13

A

NM_000551.3(VHL):c. 340+617C>G - [c.340+518 (Intron 1) - c. 340+ 717 (Intron 1)] Wlamut Visual v.2.7 rev. 2

o ﬁ
>0

340+61 34046 340+630
Reference Sequence GCC AGTT CTGCGT AGTCCCT GCCET CGTGGAGAACACATTCCTCCT GGGGAGACT GACAGATG
RESCUE-ESE

J40+650

o i

oo 340+600 3904610 10+620 340+630 3404640
Mutated Sequence | GCCAGTTCTGCGTAGTCCCTGCCGTCGTGGAGAACACATTCCTCCTGGGGAGACTGACAGATG
RESCUE-ESE

340 +650

interactive

W scas W srpd0 3 srpss | biosoftware

ESEfinder W sF2/ask W sF

B

Potential splice sites Potential Branch Points Enhancer motifs Silencer motifs

i * ESE Finder malrices for SRp40, SC35, SF2/ASF and SRpSS proleins

Threshold values:
SF2/ASF: 72,98 SF2/ASF (IgM-BRCA1):70.51 SRp40:78.08 SC35: 75.05 SRp55: 73.86
Variation expresses the difference between reference and mutant values. Wild Type value is taken as reference.

Sequence Position |cDNA Position| Linked SR protein | Reference Motif (value 0-100) | Linked SR protein |Mutant Motif (value 0-100) Variation
40 +40 SF2/ASF (IgM-BRCA1) ctgceet (73.92) SF2/ASF (IgM-BRCA1) gt (86.62) +17.17 %
40 +40 SF2/ASF (IgM-BRCA1) t SF2/ASF gt (B4.22) +1392%
43 +43 SF2/ASF (IgM-BRCA1) cectegt [?B 00) SF2/ASF (IgM-BRCAT1) cegtegt (75.08) -3.75%
43 +43 SF2/ASF ccotegt (73.68) SF2/ASF (IgM-BRCAT1) cegtegt (75.08) +1.9%
~ Inlerpreted Data

This table shows only relevant results related 1o the mutation position and context.
The mutation occurs in the deep intronic positions, the following table show results of splicing and auxiliary sites that could be created by the mutation

Predicted signal Prediction algorithm cDNA Position Interpretation

tecctgeceotegtgg
1 Creation of an intronic ESE site.
2 Potential alteration of splicing.

2 - HSF Matrices - 8G8 Tl % & & % e

1 - ESE-Finder - SF2/ASF

New ESE Site

Supplemental Figure 13: In silico analysis of exonic splicing enhancer (ESE).

The impact of the variant ¢.340+617C>G on splicing has been analyzed using web-based resources
that identify putative ESEs responsive to the human SR proteins involved in splicing (SF2/ASF,
SC35, SRp40 and SRp55) and predict whether mutations modify such elements. ESEfinder via
Alamut program (A) and Human Splicing Finder (B) have been used.
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Supplemental Figure 14

VHL gene
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..... 40

i) 20 W30
[Reference Sequence 4 TTTGTGCCATCTCTCAATGTTGACGGACAGCCTATTTTTE
RESCUE-ESE

c.414A>G, P138 c.429C>T, D143D

ESEfinder z i
[Mutated Sequence ATTTGTGCCGTCTCTCAATGTTGATGGACAGCCTATTTTTC
RESCUE-ESE

IS0 KO0 e i) @220 LE2a LE SO LEF O
Reference Sequence TAACCAAACTGAATTATTTGT GCCATCTCTCAA CAATGT T GACGGACAGCCTATTIITG
RESCUE-ESE

c.413C>T, P138L c.430G>A, G144R

Foo [Elele] e L2120 1260 D {=0 220
Mutated Sequence TAACCAAACTGAATTATTTGTGCTATCTCTCAA CAATGTTGACAGACAGCCTATTTTTG
RESCUE-ESE

] sF2/ASF B sF2/ASF [ sc3s ] SRp40

(IgM-BRCA1)

Supplementary Figure 14: In-silico analysis of the potential impact on splicing conferred by
synonymous mutations in VHL E2.

In silico analysis by ESEfinder of the D143D and P138P mutations indicated differential effects
on the Exonic Splicing Enhancer (ESE), with loss of the ESE in D143D, appearance of an ESE for
P138P and G144R, and no effect for P138L.
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Supplemental Figure 15

A

Total number and percentage of reads identified for specific VHL Exons splicing junctions
LCL

E1E2 (%) E2E3 (%) E1E3 (%) | E1E1 (%) | ETE2 (%) | E1TE3 (%) [Total reads
Control 47.8 33.9 2.8 2 13.5 0 251
FollA 10.7 22.8 55.7 0.7 23 8.1 149

Pheochromocytoma

E1E2 (%) E2E3 (%) | E1E3 (%) | E1E1 (%) | ETE2 (%) | ETE3 (%) [Total reads
Control 41 48.2 7.2 1.2 1.2 1.2 83
F11 1.1 13.2 11.3 73.6 1.9 0 0 53

B

Genes | Fold change
HK2 7.80113
EGFR 6.38668
EGLN3 5.21586
PRKCA 467887
FLT1 3.89176
BCL2 3.75322
HGF 3.73589
ANGPT2| 3.68337
ENO1 3.47601
PFKFB3| 3.44818
TEK 3.42705
SLC2A1 3.34149
TFRC 3.10283
PGK1 2.95899
LDHA 2.91298
HK3 2.32731
GAPDH 2.18349
VEGFA 2.17118
HK1 2.02362
PFKL 1.9217
EGLN1 1.86894

Supplementary Figure 15: RNA sequencing analyses of samples carrying mutations in
VHL-Exon 2.

(A) The total number and percentage of reads identified for specific junctions. (B). Transcriptome
data obtained from RNA-Seq analysis of the VHL mutated pheochromocytoma (patient with VHL-
P138P mutation) vs. a control pheochromocytoma (patient with RET mutation). Results are given
in fold change for a subset of HIF target genes.
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ONLINE MATERIAL AND METHODS

Study approval: Informed consent for medical diagnosis and research was obtained from the
patients and their relatives. This study was agreed by the CCPPRB (French Ethical Committee)
Paris-Sud at Bicétre Hospital (Le Kremlin-Bicétre, France).

Sanger sequencing and microsatellite analyses

The three exons and exon-intron junctions of the VHL gene were sequenced from DNA extracted

from whole blood, as previously described.] Microsatellite analyses were performed by Multiplex
PCRs (Qiagen Master Mix) using forward primers coupled with fluorescent dye designed to
recognize 6 microsatellite markers across a 4.6 Mb region surrounding the VHL gene in 3p25-26:
tel - D3S1304 — D3S1597 — D3S1317 — D3S1435 — D3S1038 — D3S1263 - cen. Primer sequences
and a complete description of the protocols are available on request.

Whole Genome Sequencing

DNA samples from four male patients with erythrocytosis (F2 II.1, F3 1.1, F3 II.2 and F7 II.1)
were sequenced. For three of these patients (F2 II.1, F3 II.1, F3 II.2), a heterozygous VHL
p-Arg200Trp mutation had been identified previously, but a second variant that might account for
pathogenicity had not been found. For family 7, the patient and unaffected parental samples were
sequenced. Previous tests of this trio, including Whole Exome Sequencing, did not reveal any
clinically relevant variants.

Whole genome sequencing (WGS) was performed at the clinically accredited Molecular
Diagnostics Laboratory at the John Radcliffe Hospital using the Hi-Seq 4000 platform (Illumina

Inc., San Diego, CA) in high throughput mode.z’3 The 150-bp reads generated were aligned and
mapped to hs37d5 using BWA v.0.7.10 and Stampy v1.0.23. Samtools v1.3 was used to sort and
merge the BAM files and Picard markduplicates v1.111 was used to remove duplicates from the
bam files. The mean read depth was 30X.

Analysis of single nucleotide variants and short insertions/deletions

Single nucleotide variants (SN'V) and short insertions/deletions (InDels) were called using Platypus
v0.8.1 (Rimmer et al., 2014) using default settings except for minFlank=0. Variant calling was
performed together for the three patients with the heterozygous VHL p.Arg200Trp mutation (F2
1.1, F3 II.1, F3 I1.2) and also together for the Family 7 trio. The two multi-vcf files generated were
uploaded subsequently into Ingenuity Variant Analysis (IVA) software (*’Qiagen, Redwood City,
CA, USA), where PASS variants with
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frequency of 3% or lower in 1000 genomes project, NHLBI ESP6500 exomes, ExXAC and gnomAD
were imported for further filtering. The initial two filtering steps used for both the three patient
group and the trio were:

1) Selection of high confidence variants: variants with a quality score > 20, a read depth >
10 and an allele frequency > 0.05 in all samples.

2) Selection of rare variants in general population: variants present at an allele frequency of <1%
in either the 1000 genomes project or the NHLBI ESP6500 exomes or the EXAC database or
the gnomAD database.

The number of variants retained in each filtering step is given in Supplementary Figure 6A.1.

Subsequently, the filtering strategy diverged for each dataset.

Subsequent filtering strategy for patients F2 11.1, F3 Il.1 and F3 I1.2

For the variants selected as high confidence and rare in the general population, three filtering
cascades were applied in order to capture different modes of pathogenicity:

1) Identification of a second variant in the VHL gene that could cause pathogenicity in
combination with VHL p.R200W.

Selection of variants within the VHL gene and the 5kb region immediately upstream and
downstream (see details for these variants in Supplementary Figure 6A.2.1).

2) Identification of variants in genes related to, or suspected to be related to, erythrocytosis.

Selection of variants in erythrocytosis related genes (ERY gene list): genes in
erythrocytosis gene panel (Camps et al., 2015) or genes classified by IVA as related to
erythrocytosis and/or polycythaemia (see below for full 120 gene list).

Exclusion of variants with <3% frequency in the WGS500 project union file (ie likely
artefacts).

Selection of identical variants found in all three patients or variants found within the
same gene in all three patients (same variant and genotype required for F3 II.1 and F3
I1.2 but different variant allowed for F2 II.1).

Selection of variants predicted deleterious by IVA according to the following criteria:
Pathogenic, Possibly Pathogenic OR Disease-associated according to HGMD OR
established gain of function in the literature OR gene fusions OR in a microRNA
binding site OR Frameshift, in-frame indel, or stop codon change OR Missense OR
predicted to disrupt splicing by MaxEntScan OR deleterious to a microRNA OR
structural variant OR in an ENCODE transcription factor binding site overlapping
promoter region OR in enhancer OR within 6 bases into intron. (Supplementary figure
6A.2.2)
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- Final evaluation of candidate variants was based on supporting literature.
3) Identification of variants predicted to be deleterious with high functional impact.

- Selection of variants predicted deleterious by IVA (criteria as above) and with a
CADD phred score >20.

- Exclusion of variants with <3% frequency in the WGS500 project union file (ie likely
artefacts).

- Selection of identical variants found in all three patients or variants found within the
same gene in all three patients (same variant and genotype required for F3 II.1 and F3
I1.2 but a different variant allowed for F2 II.1) (criteria as above). Details for these
variants are given in Supplementary figure 6A.2.3.

- Final evaluation of candidate variants was based on supporting literature.

Subsequent filtering strategy for family 7 trio

From the variants selected as high confidence and rare in general population, variants predicted to
be deleterious by IVA were selected. These variants were filtered further using the IVA Genetic
analysis feature, taking into consideration inheritance models consistent with the affected and
unaffected statuses of the proband and parents respectively (de novo, autosomal recessive,
compound heterozygous or X-linked). Variants with <3% frequency in the WGS500 project union
file were excluded as likely artefacts.

Visual examination and curation of the remaining variants using Integrative Genomics Viewer
(IGV) (http://software.broadinstitute.org/software/igv/) was performed, discarding any possible
artefacts observed in the BAM files. The final selection of candidate variants was based on
supporting literature (see supplementary figure 6A.3.1 for variants within genes in ERY gene list).
The final evaluation of candidate variants was based on supporting literature.

The identification of the cryptic exon in VHL gene and the lack of relevant variants from our
previous global analysis prompted also a new screen for variants within this region of the VHL
gene and the 100bp region immediately upstream and downstream, without restriction to predicted
deleterious variants (see Supplementary figure 6A.3.2).

Details on software and database versions

All the analysis above was performed on Ingenuity Variant Analysis version 5.1.20171220.
Content versions: CADD (v1.3), CentoMD (-), EVS (ESP6500SI-V2), Allele Frequency
Community (2017-10-02), JASPAR (2013-11), Ingenuity Knowledge Base (Oz 180209.001),
Vista Enhancer (2012-07), OMIM (May 26, 2017), gnomAD (2.0.1), Clinical Trials (Oz
180209.001), BSIFT (2016-02-23), TCGA (2013-09-05), PolyPhen-2 (v2.2.2), 1000 Genome
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Frequency (phase3v5b), Clinvar (2017-09-07), DGV (2016-05-15), COSMIC (v82), EXAC (0.3.1),
HGMD (2017.3), PhyloP (2009-11), DbSNP (150(2017-07-10)), TargetScan (6.2), SIFTAG (2016-
02-23).

ERY gene list

BHLHE41, BPGM, EGLNI, EGLN2, EGLN3, EPAS1, EPO, EPOR, ADD2, APC, APOE, ARG2,
ARID4A, ARNTL, ASXLI1, ATNI, BARDI, BNIP3L, CALR, CBL, CBLB, CD44, CD59, CDC254,
CHEK?2, CUXI, DLGAP3, DNMT3A4, EZH2, F2, F5, FAT4, FOXPIl, GATAI, GATA2, HAMP,
HBAI/HBA2, HBB, HBZ, HIF 1A, IDHI, IDH2, IFNARI, IFNAR2, ILIRLI, IRAK2, JAKI, JAK?2,
JAK3, KDR, KIF17, KIT, KRAS, LCN2, LIGI, LRRC3, MECOM, MPL, MTHFR, MYBL2,
MYOCD, NF1, NFE2, NFE2L2, NPRL3, NR3CI, NRAS, NTRKI1, PDGFRA, PDGFRB, PIAS2,
PLA2G4A, POLG, PRDXI, PRDX2, PRMT5, PTGSI, PTGS2, PTPN6, PTPRT, RACI, RAC2,
RHOA, RRM1, RRM2, RRM2B, RUNXI, SCARBI, SCRIB, SF3B1, SH2B3, SLC1142, SLCI14A1,
SLCI14A2, SLC30A410, SLC4A1, SOCS3, SPTAI, SPTB, SRSF2, STAT5A, STAT5B, STK11, TCF12,
TET2, TP53, TRNTI, TYK2, U2AF1/U2AFILS, VHL, ZXDC, GFIIB, HIFIAN, HIF34, JAK?2,
KDM6A4, OS89, ZNF197.

Analysis of Copy Number Variants

Copy Number Variants (CNVs) were identified using bam read account information and employing the
ngCGH tool (http://github.com/seandavi/ngCGH) with a configured window size of 300 reads and the
ngbin tool (Sun Microsystems Inc.) with a window size of 1000bp and a minimum read depth of 10
reads. B-allele frequency (BAF) information was obtained from vcf files generated by Platypus 0.5.2-

py2.7.3 Log2R and BAF outputs were imported, processed, calls flagged and visualised using Nexus
Discovery Edition 8.0 (BioDiscovery, Inc., El Segundo, California, USA). The statistical approach was
SNPRank Segmentation (based on Circular Binary Segmentation) and the settings used for flagging
CN events and copy neutral, homozygous regions of interest (eg due to uniparental isodisomy and
identity by descent) from imported ngCGH LogeR and BAF outputs were: Significance
Threshold=1x10_6; Max Contiguous probe spacing (Kbp) = 5.0; Min number of probes per segment =
2; High Gain=1.5; Gain=0.13; Loss=-0.12; Big Loss=-1.5; homozygous Frequency threshold=0.88;
Homozygous value threshold=0.8; Heterozygous Imbalance Threshold = 0.4; Minimum LOH length
(KB) = 1000; Minimum SNP probe Density (Probes/MB)=0.0; Percent outliers to remove=3.0. The
calls were curated to remove CNVs occurring commonly in the Database of Genomic Variants
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), regions of homozygosity <2Mb (ie within the normal population
size range distribution) and frequently encountered signal ‘artefacts’ (eg due to segmental duplication
and repeat sequence regions). The remaining calls were annotated
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comprehensively and used to assess pathogenicity either individually or in combination with
sequence level variants.

Cell culture and puromycin test

Cell lines 786-O, HEK293-T, and HK2 were maintained in DMEM supplemented with 10% FCS,
1 % L-Glutamine, and 1% penicillin/streptomycin. PC12 cells were maintained in DMEM
containing 10% FCS, 1 % L-Glutamine, 1% penicillin/streptomycin, and 5% horse serum. UT-7
cells were maintained in a-MEM supplemented with 20% FCS and 1pg/mL EPO. Cells cultured
with EPO were used for minigene experiments following validation of EPO-R expression by flow
cytometry.

Lymphoblastoid cell lines (LCL) were maintained in RPMI supplemented with 10% FCS, 1% L-
Glutamine, and 1% penicillin/streptomycin. LCLs from each patient were grown and harvested
independently three times for triplicate experiments.

A puromycin test was performed on LCLs. For each LCL, two separate flasks were seeded, with
puromycin (InvivoGen) added to one flask at a final concentration of 200png/ml with an overnight
incubation. Cells were harvested the following day. The experiment has been repeated three
independent time.

Transcript detection and quantification

mRNAs were extracted from cells or tumor tissue using the NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel)
according to the manufacturer's instructions. The extraction steps include a DNAse treatment. Reverse
transcription reactions were carried out with 1pg of RNA using the Maxima First Strand cDNA
Synthesis Kit (ThermoScientific). Human Multiple panel cDNAs (Human MTC Panel I, Ozyme) were
used to quantify different VHL isoforms in human tissue. Exon-specific PCR was performed using
primers localized to flanking exons (Primer in E1: CAGGTCATCTTCTGCAATCG, Primer in E3:
TTCGTAGAGCGACCTGACGATGTC). Tagman real-time PCR were performed on 20 ng of cDNA
with the qPCR Mastermix (Eurogentec) and run on Rotor-Gene Q (Qiagen, Santa Clara, CA, USA).
Primer sequences are available on request. The RPLPO probe was used as internal control. The
thresholds have been determined by using dilutions of plasmids containing coding sequences of each
gene.

RNA sequencing

Total RNA was quantified using a Nanodrop®ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). The
quality and integrity of RNA samples were assessed using the 2100 Bioanalyzer and RNA
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6000 Nano LabChip kit series II (Agilent Technologies). Library construction was performed with
500ng of total RNA with SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep for Illumina Multiplexed
kit (Ref 5190-6410, Agilent Technologies) according to the Agilent PrepLib G9691-
90010 juillet2015_vD protocol. Purifications were carried out with NucleoMag NGS Clean-up
and Size Select (Ref 744970.50, Macherey-Nagel). The fragment size of libraries was controlled
using D1000 ScreenTape with the 2200 TapeStation system (Agilent Technologies). Libraries with

P5-P7 adaptors were specifically quantified using a LightCycler® 480 Instrument II (Roche Life
Science) and normalized with DNA Standards (Ref KK4903, KAPABIOSYSTEMS -

CliniSciences). Ten pM of each library was pooled and prepared according to the denaturing and
diluting libraries protocol for the Hiseq and GAIIx (part#15050107 v02 (Illumina)) for cluster

. ™ . . . . .
generation on the cBot  system. Paired-end sequencing (2x100 cycles) was carried out in a single
lane on the HiSeq® 2500 system (Illumina) using TruSeq v3 chemistry according to the
manufacturer's instructions for the HiSeq® 2500 (System Guide, part#15035786 v01 (Illumina).

Short reads were processed with cutadapt and then mapped to the human genome GRCh37

with STAR4 (STAR 2.5.1b_modified) using a modified Ensembl Human Gene transfer format
file (GTF v. GRCh37.82) to which some records were added (for the new potential junctions).

Reporter assays

The plasmid encoding wild type HA-VHL was a kind gift of Prof William G. Kaelin Jr. An
expression plasmid for the hypothetical X1 protein was constructed by subcloning the coding
sequence following its synthesis by GeneArt (LifeTechnologies). Mutations of interest were
introduced with either a custom protocol using Taq Phusion (ThermoScientific) or the Q5 Site-
directed Mutagenesis Kit® (New England Biolabs), used according to the manufacturer’s
instructions. Following transformation into chemically competent bacteria, mutated plasmids were
extracted with the NucleoSpin® Plasmid kit (Macherey-Nagel), sequenced, amplified and
harvested with the Nucleobond® Xtra Maxi Plus EF kit (Macherey-Nagel).

Transfections were performed in 786-O cells (deleted for VHL on one allele, and mutated in VHL-E1
on the other allele, with a consequent frameshift mutation in pVHL and X1) using the jetPRIME®
reagent (Polyplus), with constructs encoding wild-type or mutant protein, 200ng Firefly luciferase
plasmid with luciferase under the control of Hypoxia Response Elements (3xHRE-luciferase plasmid),
20ng Renilla luciferase for normalization and empty pcDNA3 vector to give a total of 400ng DNA.S’6

Three independent assays were performed. Empty vector was transfected in each assay for
normalization. After 24h transfection, luciferase assays were
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performed using a Dual-Luciferase®Reporter Assay System (Promega) on a single automatic
injection Mithras luminometer (Berthold technologies, Bad Wildbad) according to the
manufacturer’s protocol. Ratios of Firefly luciferase readings to Renilla luciferase readings were
normalized to the activity of the empty construct.

Western Blotting

Western blotting was performed with the NuPAGE® kit from Invitrogen, according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, 18uL of cell lysates from luciferase reporter were added to
4X Sample Loading Buffer and 10X Reducing Agent, then loaded into a Bis-Tris Mini Gel (4-
12%). Migration was performed in MES SDS Running Buffer. Protein transfer to a nitrocellulose
membrane (0.2 uM Hybond ECL; GE Healthcare) was in Invitrogen Transfer Buffer with 10%
ethanol at 30V for 1h. The membrane was subsequently incubated with a mouse anti-HA antibody
(dilution 1:1000, clone 16B12, BioLegend), and then a goat anti-mouse HRP-conjugated secondary
antibody (dilution 1:10000, Jackson Immuno Research). Bound antibody was then revealed using
the Clarity™ Western ECL Substrate from BioRad. Western blot using the mouse monoclonal
antibody JD-1956 (Patent No. 14305925.1-1402-2014 ;CNRS-EFS) raised against human VHL

was performed as described by Chesnel et al., 2015.7

Minigene experiments

Minigene constructs were prepared according to Cooper and Gaildrat.g’9 Briefly, mutant fragments
containing the exon of interest, along with flanking intron sequences, were generated by PCR
amplification from patient genomic DNA, using oligonucleotides engineered to contain the BamH1
and Mlul restriction enzyme sites at their 5° end. Following a double digestion and gel purification, the
PCR product was ligated into a pCas2 plasmid containing two artificial exons from SERPING gene (A
and B) that had been cut using BamH1/MIlul and dephosphorylated. DH5a-competent bacteria were
then transformed with the plasmids. Clones from each transformation were collected and amplified,
with plasmid DNA harvested using the NucleoSpin® Plasmid kit (Macherey-Nagel). Plasmid DNA
was then sequenced, and clones carrying the mutated plasmids selected. The cloned intron sequences
flanking VHL-Exon 1’ or VHL-Exon 2 contain approximately 480 base pairs (bps) and 120 bps
respectively.

Cells were transfected with 2 pg of each pCas2 plasmid containing the exon of interest, wild type

sequence, or mutant. Chemical transfection was performed with the jetPRIME® reagent (Polyplus)
according to the manufacturer’s instructions.
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UT-7 human megakaryoblastic leukemia cells and LCLs were transfected by nucleofection using
the Amaxa technology (Lonza). Transfection efficiency was assessed using 2ug of a GFP-
containing plasmid. 24 hours after transfection, cells were harvested and total RNA extracted using
the NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel) according to the manufacter’s instructions. RT-PCR
was performed using the Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScientific), with 0.5ug
RNA. PCR amplification was performed with 50ng cDNA, using the PCR GoTaqQ2 kit (Promega)
with primers against both artificial (A and B) exons. PCR products were resolved on a 2% agarose
gel.
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d. Résultats complémentaires

i.  Etude fonctionnelle dans E1’
Dans l'article du journal Blood, nous avons décrit une famille porteuse d’'une mutation
homozygote de E1’ c.340+816A>C qui développe une polyglobulie (Famille 7). Les deux parents
sont des porteurs hétérozygotes sains. Nous avions seulement réalisé une étude de cette
mutation par rapporteur minigene pour lequel nous avions généré le plasmide par mutagenese
dirigée car nous ne disposions pas de matériel issu des patients. Depuis, nous avons généré une
lignée lymphoblastoide du patient porteur homozygote.
Nous avons également décrit une famille porteuse des mutations hétérozygotes de E1’
€.340+617C>G et ¢.340+648T>C (Famille 8) sur le méme alléle et qui développe la maladie de VHL.
Nous avons décrit brievement un cas de patient porteur uniquement de la mutation
€.340+617C>G qui développe un hémangioblastome isolé mais pour lequel nous n’avions pas de
matériel. Depuis, nous avons obtenu des LLB générées a partir de PBMC de ce patient ainsi que
des LLB d’un patient porteur du variant c.340+648T>C seule. L'étude de ces trois cas nous permet
de mieux comprendre les mécanismes a I'origine de la pathologie, notamment pour la famille
porteuse des deux mutations.
Nous avons réalisé une analyse de I'expression des différentes isoformes de VHL ainsi qu’une

analyse d’expression protéique avec un anticorps dirigé contre I’exon 1 de VHL (Figure 16).

L’étude transcriptionnelle des différentes isoformes de VHL dans les LLB de patients nous permet
de voir que la diminution de E1E2 observée pour la famille 8 est die a une accumulation des effets
des 2 mutations (Figure 16A). En effet, nous observons un léger gradient de diminution de
I'isoforme sauvage pour les 3 mutations. Il en est de méme pour I'accumulation de E1’ en absence
de puromycine qui inhibe le NMD. Au niveau protéique, les différences observées pour les 3
patients ne sont pas significatives, une seule mutation suffit pour obtenir la méme perte de
fonction que lorsque le patient est porteur des deux mutations de E1’ simultanément (Figure
16B). Un léger gradient est tout de méme observé pour I'isoforme pVHL160.

Nous avons également étudié un patient polyglobulique porteur d’une mutation homozygote de

E1’ VHL-c.340+816A>C. Nous pouvons voir qu’a la différence d’une mutation hétérozygote de E1’,
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cette mutation homozygote conduit a une forte diminution des transcrits contenant E1E2, E1E3
et E2E2’ au profit des transcrits contenant I’exon E1’, comme nous avons pu le constater avec les
autres patients homozygotes de |'article (Figure 16A). Cette modification de I'expression des
transcrits conduit a une forte diminution de I'expression protéique totale de VHL, significative

pour pVHL213 et 160 (Collaboration Y.Arlot, A. Couturier, Rennes®) (Figure 16B).
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Figure 16 : Etude d’expression des mutations de E1’. Les patients en rouge et rouge pale
développent une polyglobulie et ceux en bleu la maladie de VHL, le vert correspond au
contréle. (A) Quantification par RT-gPCR TagMan des différents transcrits de VHL avec des
sondes spécifiques des jonctions E1E2, E1E3 et E1E1’ dans les LLB de patients cultivées en
absence (puro -) ou en présence (puro +) de puromycine, un inhibiteur du nonsense mediated
decay. Les quantifications ont été réalisées en duplicat sur les cellules cultivées trois fois
indépendamment. Les données sont représentées sous la forme de la moyenne +/- 'erreur
standard a la moyenne (SEM) et sont normalisées par rapport aux LLB contréles (WT) fixées a
1. (B) Analyse par western blot des extraits protéiques des LLB de patients cultivées 3 fois de
facon indépendantes. Un blot représentatif des trois western blots réalisés est présenté et les
quantifications sont représentées sous forme de la moyenne +/- I'erreur standard a la
moyenne (SEM) avec les LLB contrdles fixées a 100% pour chaque isoforme. Les statistiques
sont réalisées avec des t.tests : **<0,001, ***<0,0001, ****<0,00001.

ii.  Etude fonctionnelle des isoformes induites par les variants dans I'intron 1 et I'exon 2 par
utilisaton d’ARN interférent

Nos résultats nous ont permis de montrer deux nouvelles altérations de VHL a savoir un saut de
I’exon 2 ou une rétention de I'exon cryptique E1’ dans les transcrits. Nous avons pu voir qu’un
taux de transcrits E1E3 élevé entraine une diminution de I'expression de l'isoforme sauvage
E1E2E3, ce qui conduit a une diminution de I'expression protéique totale de VHL. De la méme
maniére, un taux élevé de l'isoforme contenant E1E1’ est aussi associé a une diminution de
I’expression de I'isoforme E1E2E3 au niveau transcriptionnel qui est associé a une diminution de
I’expression protéique totale de VHL.

Nous avons voulu tester si une diminution des transcrits E1E3 et E1IE1’ grace a des siRNA pourrait
permettre un rétablissement de I'expression de E1E2E3 qui conduirait a une expression normale

des protéines VHL totales.

Nous avons utilisé un siRNA dirigé contre la jonction E1E3 pour cibler I'isoforme AE2 de VHL chez

les patients porteurs d’une mutation synonyme de VHL dans I’exon 2 de I'isoforme E1E2E3 (Figure

17).
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Figure 17 : Expression des isoformes de VHL dans des LLB de patients transfectées avec des
siRNA dirigés contre la jonction Exon1/Exon3 de VHL. Des lignées lymphoblastoides contréles
et de différents patients porteurs de mutations synonymes de I'exon 2 de VHL ont été
transfectées avec un siRNA dirigé contre la jonction E1E3 de VHL. Des RT-gPCR Tagman
spécifiques ont été réalisées pour quantifier les différentes isoformes de VHL. Les barres
blanches correspondent aux LLB controles, les rouges correspondent a des LLB de patients qui
développent une polyglobulie, les barres grises a des LLB de patients porteurs d’une mutation
hétérozygote mais ne développant aucune pathologie et les barres noires a des LLB de patients
qui développent la maladie de VHL. Les résultats sont exprimés en expression relative
normalisées avec les LLB C1 non traitées (NT) fixées a 1.

Comme nous pouvons le voir sur la figure 2, le siRNA dirigé contre E1E3 diminue I’expression de
I'isoforme AE2 de VHL. En revanche, cela ne permet pas de restaurer I'expression de 'isoforme
sauvage de VHL dans les LLB de patients. Nous avons également réalisé des western blots sur des
extraits protéiques de LLB transfectées ou non avec les siRNA dirigés contre E1E3 afin de vérifier
gue les résultats observés au niveau des ARNm sont également observables au niveau protéique

(Figure 18). Pour cela, nous avons utilisé un anticorps dirigé contre I'exon 1 de VHL qui peut ainsi
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reconnaitre toutes les isoformes de pVHL>’. Nous pouvons observer que dans les LLB de patients
qui développent soit une polyglobulie (F9 11.1), soit la maladie de VHL (F11 Ill.1), il y a une
diminution de I'expression des isoformes pVHL213, pVHL160 et également pVHL172 par rapport
aux LLB contrdle et de porteur sain d’une mutation (F10 I.1) comme décrit dans 'article Blood*%.
Nous pouvons voir que dans les LLB transfectées avec un siRNA E1E3, il n’y a pas de modification

significative de I'expression des isoformes pVHL 213 et 172 mais y a une augmentation de

I’expression de I'isoforme pVHL160 par rapport aux cellules non traitées avec un siRNA.
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Figure 18 : Expression protéique des isoformes de VHL dans des LLB de patients. Western
blot réalisé sur des extraits protéiques de LLB controle, d’un patient sain porteur d’une
mutation synonyme hétérozygote de I'exon 2 de VHL (F10 1.1), d’un patient porteur d’une
mutation synonyme homozygote de I'exon 2 de VHL et développant une polyglobulie (F9 11.1)
et d’'un patient porteur d’'une mutation hétérozygote de I'exon 2 de VHL et développant la
maladie de VHL (F11 Ill.1). Les quantifications sont présentées sous forme de pourcentage par
rapport aux LLB controle traitées (NT) ou non avec le siRNA E1E3 pour les isoformes pVHL 213
(WT), 172 et 160.

Nous avons construit un siRNA dirigé contre I’exon cryptique E1’ (situé au milieu de I'exon, appelé

siRNA E1’) et un dirigé contre la jonction entre I'exon 1 et I'exon cryptique E1’ (appelé siRNA
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E1E1’). Nous avons transfecté ces siRNA dans des lignées lymphoblastoides contréles (LLB C1) et
d’un patient d’une famille porteuse de la mutation ¢.340+617C>G dans |'exon cryptique E1’
associée au SNP ¢.340+648T>C dans E1’ (Famille 8 de I'article Blood patient 11.6). Des siRNA dirigés
contre VHL WT (situé dans I'exon 2 de I'isoforme E1E2E3) et VHL E1E3 (situé a la jonction entre
I'exon 1 et I'exon 3) ont également été utilisés pour valider la manipulation. 24h apres
transfection, les ARN des cellules ont été récoltés et des RT-qPCR spécifiques des différentes
isoformes de VHL ont été réalisées avec des sondes Tagman dirigées contre des jonctions
exon/exon (Figure 19). Nous pouvons voir que les 2 siRNA dirigés contre I’exon E1’ n’entrainent
pas de diminution de I'expression de I'isoforme de VHL contenant la jonction E1E1’ alors que le
siRNA dirigé contre la jonction E1E3 entraine une forte diminution de I'expression de I'isoforme
AE2 de VHL. Le siRNA dirigé contre I'isoforme WT montre des résultats mitigés avec une faible

diminution de lI'isoforme E1E2E3 de VHL comparée au siRNA controle (Scrbl).
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Figure 19 : Expression des isoformes de VHL dans des LLB transfectées avec des siRNA. Des
lignées lymphoblastoides contréles C1 et issues d’un patient de la famille 8 porteuse d’une
mutation hétérozygote de E1’ ont été transfectées avec des siRNA dirigés contre la jonction
E1E1’, E1’, lajonction E1E3 ou I’exon 2 de VHL (VHL WT) ainsi qu’avec un siRNA contréle (scrbl).
Les résultats des RT-qPCR réalisées avec des sondes Tagman dirigées contre la jonction E1E3,
la jonction E1E2 la jonction E1E1’ sont représentés en expression relative normalisées avec les
LLB contrdle C1 non traitées (NT) fixées a 1.

Nous avons donc cherché a construire un autre siRNA spécifique de I'exon cryptique E1’ de VHL
gue nous avons nommé siRNA E1’ bis. De la méme maniere, nous I'avons transfecté dans des LLB
contréles C1 et avons étudié I'expression des différentes isoformes de VHL par des RT-qPCR
spécifiques (Figure 20). Ce siRNA ne permet pas non plus de diminuer I'expression de I'isoforme

de VHL contenant I'exon cryptique E1’.
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Figure 20 : Expression des isoformes de VHL dans des LLB contrdles transfectées avec
différents siRNA. Des lignées lymphoblastoides contréles C1 ont été transfectées avec des
siRNA dirigés contre E1’, la jonction E1E3 ou contrdle (Scrbl). Des RT-gqPCR spécifiques des
jonctions E1E1’ et E1E3 ont ensuite été réalisées avec des sondes Tagman situées sur les
jonctions exon/exon. Les résultats sont exprimés en expression relative normalisées avec les
LLB C1 non traitées (NT) fixées a 1.

Nous avons alors essayé de transfecter un pool des 3 différents siRNA dirigés contre E1’ designés
(Figure 21). Nous pouvons voir que ce pool de siRNA conduit a une diminution de I'expression de
I'isoforme de VHL contenant I'exon E1’. Cependant, nous pouvons voir que cette inhibition n’est
pas spécifique puisque ce pool de siRNA conduit également a une inhibition de I'isoforme WT et

AE2 de VHL
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Figure 21 : Expression des isoformes de VHL dans des LLB contrdles transfectées avec des
siRNA. Des lignées lymphoblastoides controles C1 ont été transfectées avec des siRNA dirigés
contre E1’ou la jonction E1E3. Des RT-qPCR spécifiques des jonctions E1E1’, E1E2 et E1E3 ont
ensuite été réalisées avec des sondes Tagman situées sur les jonctions exon/exon. Les résultats
sont exprimés en expression relative normalisées avec les LLB C1 non traitées (NT) fixées a 1.
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iii. — Etude fonctionnelle des isoformes induites par les variants dans I'intron 1 par utilisation de
la méthode CRISPR/CAS9

Afin de comprendre au mieux le role de I'exon cryptique E1’, nous avons géneré des lignées
celluaires Knock Out (KO) pour cet exon. Nous avons dans un premier temps réalisé cette
manipulation dans une lignée de cellules embryonnaires rénales, les HEK293T (collaboration avec
S. Couvé, Institut Gustave Roussy). Nous avons obtenu un clone KO homozygote pour E1’ dans
lequel nous avons analysé I'expression des isoformes de VHL par des RT-gPCR TagMan spécifiques
des jonctions E1E1’, E1E2 et E1E3 aprés culture des cellules en normoxie ou apres 24h
d’incubation a 1% ou a 0,5% d’O,. Nous pouvons voir que dans les CRISPR KO homozygotes E1’, il
y a perte totale d’expression des transcrits contenant E1’ (Figure 22). Cela conduit a une légére
diminution de I'expression des transcrits contant la jonction E1E2 et conduit a une augmentation

de I'expression des transcrits contenant la jonction E1E3.
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Figure 22 : Analyse transcriptionnelle des isoforme de VHL dans les HEK293T sauvages ou KO
homozygote pour E1’. Les quantifications ont été réalisées par RT-gPCR TagMan avec des
sondes spécifiques des jonctions des exons de VHL. Les cellules ont été cultivées en normoxie
ou incubées 24h a 1 ou 0,5% d’0O..

Nous avons également réalisé un western blot sur un extrait protéique des HEK293T KO
homozygote pour I’exon E1’ (Figure 23). Nous pouvons voir qu’il n’y a pas de modification de

I’expression protéique totale de VHL par rapport aux cellules sauvages.
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Figure 23 : Expression protéique de VHL dans les HEK293T suavages ou KO homozygotes pour
E1’. Le western blot a été réalisé avec un anticorps dirigé contre I'exon 1 de VHL capable de
reconnaitre les protéine pVHL213, 172 et 160. La normalisation est faite grace a un anticorps
dirigé contre la GAPDH.

Les analyses réalisées sur les HEK293T nous ont permis de valider le guide utilisé pour la
génération des KO pour E1’. Nous avons donc réalisé cette manipulation dans des iPS contrdles
(Collaboration avec K. Si Tayeb, A. Caillaud, I'institut du thorax, Nantes). Apres tri des clones qui
ont insérés le guide CRISPR et la Cas9, puis aplification et séquencage, nous avons obtenu 23
clones (Figure 24) : des lignées KO hétérozygotes et des lignées KO homozygotes pour E1’. Les
clones hétérozygotes ont pu étre utilisés pour réaliser des différenciations en progéniteurs de la
crete neurale (modele de cellules productrices d’EPO décrit en partie 4 des résultats) Nous
n’avons pas réussi pour le moment a différencier les lignées homozygotes en progéniteurs de la
crete neurale. L'obtention de nombreux clones pour un premier essai de CRISPR pour le géne VHL
est de bon présage pour la génération d’autres CRISPR pour ce géne, que ce soit des KO ou de Kl

(insertion d’'une mutation homozygote ou hétérozygote).
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Clone Allele 1 Allele 2 Ccl
Al WT E1l' KO Hétérozygote
A2 WT E1' KO Hétérozygote
Ad a reconfirmer
CRISPR 1 . .
A5 séq non lisible
A6 E1l' KO E1l' KO Homozygote KO E1'
A8 a reconfirrmer
Al WT ?
A2 E1' KO E1' KO Hétérozygote composite
A5 E1' KO E1' KO Homozygote KO E1'
A6 WT ?
A8 E1' KO E1' KO Hétérozygote composite
A9 E1'KO ?
Al10 E1' KO E1' KO Hétérozygote composite
All E1' KO E1l' KO Homozygote KO E1'
CRISPR 2 Al2 E1' KO E1' KO Homozygote recombiné avec?
Al6 E1l' KO Pas dansE1'
Al7 WT ?
Al19 WT E1' KO Hétérozygote
A20 WT WT Homozygote WT
A21 E1l' KO WT+2A Hétérozygote muté
A23 WT ?
A26 E1'KO E1'KO Hétérozygote composite
A28 ? ?

Figure 24 : Séquencage des clones iPS CRISPRE1’ obtenus. 23 clones CRISPR pour I'exon
cryptiqgue E1’ ont été obtenus. Les résultats du séquencage de chaque clone sont présentés
dans le tableau pour chaque allele. Les ? correspondent a une séquence non identifiée. Seuls
les clones avec une conclusion claire ont été sauvegardés et amplifiés.

Nous avons différencié en progéniteurs de la créte neurale deux clones CRISPR hétérozygotes KO
pour E1’ (CRISPR1 clAl et A2) ainsi qu’un clone d’une lignée iPS dérivée d’un patient qui
développe la maladie de VHL porteur des mutations de E1’ ¢.340+617C>G et c.340+648T>C a
I’état hétérozygote sur le méme alléle, de deux clones d’un patient sain porteur de la mutation
hétérozygote de E1’ c.340+694 711dup (le patient porteur homozygote développe une
polyglobulie) et de deux clones controles (Figure 25). Nous espérons pouvoir étudier I'impact des

mutations de E1’ sur le développement des pathologies grace a ce modele. Nous avons eu plus
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de difficultés a différencier ces cellules, ce qui est visible au niveau de I'expression des marqueurs
de différenciation, principalement pour les iPS CRISPR KO hétérozygotes pour E1’ (Figure 25).
Nous n’observons aucune différence significative pour la production d’EPO entre les cellules

porteuses d’une mutation E1’ ou KO E1’ et les cellules controles.
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Figure 25 : Quantification des marqueurs spécifiques des progéniteurs neuronaux et de
’EPO. Une quantification par RT-qPCR TagMan des transcrits des marqueurs spécifiques des
progéniteurs de la crete neurale est réalisée grace a des sondes spécifiques pour chaque géne.
L'EPO exprimée dans ces cellules est également quantifiée. Les résultats représentent la
moyenne des 2/(-Delta Ct) de 3 différenciations réalisées indépendemment et quantifiées en
duplicats +/- I'erreur standard a la moyenne (SEM). A la fin de la différenciation, les cellules
sont cultivées 24h en normoxie ou en hypoxie a 1% d’0O,.

e. Discussion
Nous avons pu montrer que les siRNA E1’ testés ne permettent pas de diminuer de facon

spécifique I'expression de I'isoforme de VHL contenant I'exon cryptique E1’. Méme si I'approche
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semble intéressante pour une potentielle thérapie ciblée chez les patients, le design du siRNA
dirigé spécifiguement contre cet exon reste compliqué. Comme nous n’arrivons pas a détecter
I'isoforme contenant I'exon cryptique E1’ au niveau protéique, nous ne pouvons pas voir si le pool
de siRNA qui semble avoir un effet non spécifique au niveau messager pourrait avoir un effet
positif au niveau protéique. De méme, nous ne connaissons pas la fonction de I'isoforme de VHL
contenant I’exon cryptique E1’, nous ne pouvons donc pas voir si le pool de siRNA dirigé contre
E1l’ a un effet sur la fonction de cette isoforme qui serait bénéfique dans le cadre du
développement des pathologies.

En revanche, nous avons pu montrer dans le cadre des mutations synonymes de I'exon 2 de VHL,
qui conduisent a un saut de cet exon, que les siRNA permettent une augmentation de I'expression
de I'isoforme pVHL160 en réponse a une diminution de I'isoforme AE2 au niveau transcriptionnel.
Cependant, nous ne pouvons pas utiliser ce modele cellulaire pour étudier les effets sur la
régulation de HIF. En effet, se trouvant dans des lignées LLB modifiées par le virus EBV, exprimant
I’'oncoprotéine virale LMP1 qui stabilise HIF, nous ne pouvons pas valider que le siRNA conduit a
une réactivation de la protéine VHL dans les cellules. Pour cela, il faudrait introduire les mutations

par CRISPR/CAS9 dans des cellules productrices d’EPO.

Nous avons pu constater qu’il est plus difficile de différencier en progéniteurs de la créte neurale
des cellules porteuses de mutations de E1’ a I'origine de la maladie de VHL. L'une des hypotheéses
envisagée est que I'exon cryptique E1’ pourrait jouer un rdéle dans le développement, et plus
particulierement dans celui de la créte neurale. En effet, lors de I'étude d’expression de E1’, nous
avions pu remarquer qu'’il était plus exprimé dans le placenta et dans le cerveau ou il pourrait

avoir une fonction importante.
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2. Séquencage de I'exon cryptique E1’ dans un panel de patients avec au moins

une tumeur du spectre VHL

a. Introduction
Apreés la découverte de I'exon cryptique E1’ et de son implication dans la survenue de la maladie
de VHL et de polyglobulie, cet exon a été ajouté dans la liste des exons a séquencer dans le cadre
du diagnostic moléculaire de ces deux pathologies. Des patients ont donc été séquencés
rétrospectivement pour cet exon, patients pour lesquels les diagnostics moléculaires n’avaient
pas encore été établis. Un panel de 1167 patients a été séquencé dont 221 avec au moins une
tumeur du spectre VHL sans mutations VHL identifiée et 946 avec un phéochromocytome ou un
paragangliome uniquement. Cette étude fait I'objet d’un article actuellement en cours de
soumission. Six mutations différentes ont pu étre trouvées dans E1’ chez 12 familles. Cela
représente 0,45% des patients avec 1 a 3 tumeurs du spectre VHL et 0,32% des patients avec un

paragangliome ou un phéochromocytome uniquement.

b. Article et données supplémentaires

Germline mutations in the new E’1 cryptic exon of the VHL gene in patients
with tumors of von Hippel-Lindau disease spectrum or with paraganglioma

A Buffet' (MD, PhD), B Calsina®* (M.Sc.), SK Flores’* (M.Sc.), S Giraud**, M Lenglet™®*
(PhD), P Romanet®, E Deflorenne', J Aller’ (MD), 1 Bourdeau'’ (MD), B Bressac de Paillerets'',
M Calatayud'? (MD), C Dehais'? (MD), E De Mones Del Pujol'* (MD), A Elenkova'’ (MD), P
Herman'® (MD), P Kamenicky'’ (MD, PhD), S Lejeune'®, JL Sadoul'’, A Barlier® (MD, PhD), S
Richard®*’ (MD), J Favier' (PhD), N Burnichon', B Gardie™®’, PLM Dahia’ (MD, PhD), M
Robledo” (PhD), AP Gimenez-Roqueplo'*'** (MD, PhD)

* contribute equally to this work
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KEYS POINTS

Question
Should germline mutations in the newly described cryptic exon (E’1) of the VHL gene be screened

for in patients with clinical suspicion of von Hippel-Lindau disease (VHL)?

Finding
In 1,167 patients with a former negative genetic test, a germline mutation of E1' was identified in
0.45% of patients with one to three tumors of the VHL spectrum and in 0.32 % of those with

paraganglioma or pheochromocytoma only.
Meaning

The E1' cryptic exon of the VHL gene should be screened in patients with VHL suspicion and added

to panels for NGS diagnostic testing of hereditary paragangliomas and pheochromocytomas.
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ABSTRACT

Importance

For improving the diagnosis of von Hippel-Lindau (VHL) disease and associated tumors and
cancers, the mutation rate in the newly described cryptic exon (E1') of the VHL gene should be
assessed.

Objective

To determine the incidence of germline mutations in E1' in patients with tumors associated with
VHL disease or with pheochromocytoma or paraganglioma (PPGL) only, but without an identified
mutation by the former genetic tests.

Design, setting and patients

This was a large international multicenter study based on a cohort of 1,167 patients with a negative
genetic test. Germline DNA from 221 patients with one to three tumors of the VHL spectrum
("VHL-like" cohort) and 946 patients with a PPGL ("PPGL" cohort) were screened for E’1 genetic
variations. Secondary genetic events and loss of heterozygosity (LOH) were further investigated at
tumor level.

Results

Twelve genetic variations in E’1 were detected. Two were classified as pathogenic, 2 as variant of
unknown significance and 8 as benign or likely benign. The rs139622356 was found in 7 unrelated
patients but described in only 16 patients out of the 31,390 of the gnomAD database (p<0.0001)
suggesting that this variation could be a modifier mutation conferring a risk for the development
of tumors and cancers of the VHL spectrum.

Conclusions and relevance

A germline mutation of the E1' cryptic exon of VHL gene contributes to 0.45% of “VHL-like”
cohort and to 0.32 % of "PPGL" cohort. Due to the significant impact of the diagnosis of von
Hippel Lindau disease for affected patients and their relatives, the E1' cryptic exon of VHL gene
should be screened in patients with clinical suspicion of VHL and added to panels for NGS
diagnostic testing of hereditary paragangliomas and pheochromocytomas. Our study underlines the
importance of studying variations identified in deep intronic sequences, which would have been
missed by examining only coding sequences of genes/exomes, and that will be more frequently

detected and studied with the upcoming arrival of whole genome sequencing into clinical practice.
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INTRODUCTION

Von Hippel-Lindau (VHL) disease is an autosomal dominant neoplastic syndrome' responsible for
the development in affected patients of retinal or central nervous system hemangioblastomas, renal
cysts or clear cell carcinomas, pancreatic cysts or neuroendocrine tumors, endolymphatic sac
tumors and pheochromocytomas and/or paragangliomas (PPGLs). A germline mutation (including
gross deletion) is identified in one of the 3 exons of VHL in almost all affected patients™ °.
Nevertheless, some patients with a VHL disease clinically diagnosed, but without identified VHL
germline mutation, have been reported®. One of the tumor types of the VHL tumor spectrum, PPGL
are rare, neuroendocrine tumors with a great genetic heterogeneity and the most impacted by the
genetics with about 40% of genetically determined forms™ °. Indeed, to date, approximatively 17
susceptibility genes have been reported but two third of identified mutations are found in SDHB,
SDHD and VHL genes” 5

Recently, a novel cryptic exon of VHL gene, named E1°, has been discovered. A germline mutation
in the first intronic region which results in creation of a cryptic exon designated E1°, has been
detected in one large family with a typical VHL disease and without any alteration in the other
VHL exons’. VHL gene is one of the major PPGL susceptibility genes but, to date, E1’ exon has
not been included in PPGL target gene panels.

So, our objective was to assess the prevalence of E1’ germline mutations in two international cohort
of patients in, first 221 patients with a single or multiple tumors suggesting a von Hippel-Lindau
disease and then in 946 with a PPGL but without an identified mutation in the three VHL exons or

in other PPGL susceptibility genes, respectively.
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METHODS

Patients

A total of 1,167 patients were analyzed, 221 patients with single or multiple tumors of the clinical
spectrum of von Hippel-Lindau disease but without VHL mutation (“VHL-like" cohort) and 946
patients with PPGL but without germline mutation in one PPGL susceptibility genes ("PPGL"
cohort) (Table 1). "VHL-like" cohort had VHL gene screening on germline DNA by Sanger
sequencing or Next Generation Sequencing and large rearrangements were eliminated by MLPA
or QMPSF. The procedures used for PPGL diagnosis were in accordance with international

10, 11

guidelines . Each patient signed a written informed consent for genetic analyses.

Direct sequencing of the E1’ cryptic exon of VHL on germline DNA

Sanger sequencing on germline DNA of E1” was performed as previously described’.
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RESULTS

In our cohort of 1,167 patients, we identified a rare germline genetic variation (minor allele
frequency < 1%) in the E1° VHL cryptic exon in 12 patients (1%); 4 of these patients were from
the “VHL-like” cohort (4 of 221 patients, 1.8%), and 8 from the “PPGL” cohort (8 of 946, 0.8%)
(Table 2). Seven patients (patients #2 to #8) (0.6%) carried the same rare variation of uncertain
significance (VUS), ¢.340+578C>T which is referenced in dbSNP as rs139622356 and has been
previously reported in the Genome Aggregation Database (gnomAD), but not in ClinVar. The five
remaining patients carried different E1’ variations. One of them (patient #9) harbouring the
¢.340+617C>G mutation, was previously described in the original paper’. Patient #12 carried the
¢.340+866C>A VUS, which is referenced in dbSNP (rs536631685) and 1000 genomes, but not in
gnomAD. Finally, three novel VUS of the E1' VHL cryptic exon were discovered in the three
remaining patients. None of the four patients with a PPGL and an E1' VUS have developed VHL
spectrum tumor(s) during their follow-up and none of them had family history of VHL disease;
however, genetic familial screening was only performed in patient #9. The proband’s mother was
found to carry the variant, but no VHL spectrum manifestation.

Among the remaining 11 patients, three tumors were available, two as paraffin embedded tumors
(patients #1, #10) and one as a frozen tumor (patient #3). None of them presented a loss of
heterozygosity at VHL locus, and in tumor #1 the mutated allele was lost as determined by Sanger
sequencing (Supplemental methods). We identified in tumor DNA of patient #10, which harbors
the ¢.340+682T>C variation, a second variation in the exon 3 of VHL (c.482G>A; p.Argl61Gln)
well known to be pathogenic (Figure 1). In the absence of LOH, this exon 3 variation may function
as the second VHL hit in this tumor. Unfortunately RNA was not available from this tumor to
determine whether these two variants were in the same or distinct alleles. No other mutation of the

VHL gene was identified in tumor DNA of patients #1 and #10.
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DISCUSSION
E1' mutations were previously described in Lenglet et al. in 8 families, either with erythrocytosis
or VHL disease. These mutations led to an abnormal VHL mRNA with the insertion of the E1' in

the transcript and to a global defect in VHL protein expression’.

In our large international study, we identified 4 new germline variants in E1' VHL gene,
representing 0.45% of "VHL-like" cohort and 0.32% of "PPGL" cohort. Our patients do not have
all the manifestation of VHL disease. In the single patient in whom and familial genetic screening
was performed (patient #9) the proband’s mother is an asymptomatic carrier of the germline
variant. These data suggest incomplete penetrance of these mutations, as it was previously
described for SDHA gene mutations that show a relatively high allele frequency in gnomAD'".
Moreover, we identified in 0.6 % of our cohort the variation rs139622356, which is 10 times more
frequent in our cohort than in reference database. Indeed, this variation is described in 0.05 % of
gnomAD patients (7/1,167 versus 16/31,390, p<0.0001). This result suggests that rs139622356 is
a potential modifier variant leading to an 8.5 time (95% CI: 4.4-14.3, p<0.0001, Supplemental

methods) increasing risk of development of PPGL or VHL tumors.

LIMITATIONS
Our study identifies rare germline variations in VHL E1' in an exceptional international population
of patients with such rare diseases. The pathogenic significance of some of these variants remains

to be further determined and functional assay need to be developed.

CONCLUSIONS

Our study demonstrates that E1' VHL variants are rare events in "VHL-like" and "PPGL" patients,
but nearly as frequent as the VHL mutation rate in other exons in patients with PPGL (in our
molecular genetic laboratory VHL mutation rate in exon 1: 1.2% (p=0.022), exon 2: 0.68%
(p=0.22), exon 3: 2.8 % (p<0.001) respectively, (personal communication) or as frequent as in
exons of other PPGL susceptibility genes (for instance the mutation rate in exon 1 of SDHD is
0.43%). Furthermore, at least one of the variants is present at a higher frequency in the PPGL/VHL
cohorts than in control populations, suggesting that it may play a modifier role in these diseases.

As the identification of variants has important implications for management and follow-up of
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patients and relatives, we suggest that E’1 cryptic exon should be added to NGS diagnostic panels.

Considering the genetic heterogeneity of PPGLs and the high rate of detectable driver mutations in

these tumors'’, a low frequency of variants in any given new gene/exons is not unexpected. Finally,

our study underlines the importance of studying variations identified in deep intronic sequences,

which would have been missed by examining only coding sequences of genes/exomes.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Main clinical and tumor characteristics of “VHL-like” and “PPGL” cohorts.

Table 2: Patients with a genetic variant in the cryptic E1’ exon of VHL gene.

Figure 1: E’1 variations identified in our cohort: mutations identified in patient #9 on the

germline DNA and somatic DNA (A); Location in E1' of the germline mutations of E1' identified
(B).
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Table 1: Main clinical and tumor characteristics of “VHL-like” and “PPGL” cohorts.

Total patients n= 1167

VHL-like
n= 221 patients

Age at first diagnosis mean, (min-max)

Single VHL spectrum tumor
Two VHL spectrum tumors

Three or more VHL spectrum tumors

43 (11-81)

105 (47.5%)

73 (33%)

43 (19.5%)

PPGL
n= 946 patients

Age at first diagnosis mean, (min-max)

Benign PPGL

Single benign PPGL

Multiple benign PPGL

Metastatic PPGL

Single metastatic PPGL

Multiple metastatic PPGL

Familial PPGL

43 (8-94)

869 (92%)

771 (82%)

98 (10%)

77 (8%)

67 (7%)

10 (1%)

17 (2%)
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Table 2: Patients with a genetic variant in the cryptic E1’ exon of VHL gene

. Phenotype . SNPIDin  Allele Somatic . .
Patient = at first Germline b\ or 1000 freq” LOH yp  Classification
number h . genetic variant . of VUS

diagnosis) Genomes (%) mutation
#1 Cam“d(z;’;iy PGL ¢ 340+5630>T NA  No® ND Benign
yp Carotidbody PGL - o\ coecot 15139622356 005  NA izl
(34) Benign
#3 PCC ¢.340+578C>T 15139622356  0.05  No No Probably
(38) Benign
gy CarotidbodyPGL - o\ coecoT 15139622356 005  NA izl
(74) Benign
ys Carotidbody PGL - 4/6 soecor 15139622356 005 NA Probably
(56) Benign
46 PGL +ccRCC 3404578C>T 15139622356 005  NA izl
(81, 82) Benign
#7 bilecRCC ¢.340+578C>T 15139622356  0.05  NA Probably
(49, 51) Benign
48 GaRCL c340+578C>T 15139622356 0.05  NA izl
39) Benign
Multiple retinal a .
#9 HMB (36) c.340+617C>G NA NA Pathogenic
PCC c.482G>A .
+
#10 an ¢.340+682T>C NA No PRI61Q Pathogenic
#11 Mu}tlp](el gN PGL 5 404725A>T NA  NA VUS
PCC
#12 39 ¢.340+866C>A 15536631685 0.02  NA VUS

“Mutation described in Lenglet et al., ® Frequency in gnomAD or 1000 Genomes, € loss of the

mutated allele.
PCC: pheochromocytoma, PGL: paraganglioma, HN: head and neck, RCC: renal cells carcinoma,
ccRCC: clear cell renal cell carcinoma, bilccRCC: bilateral clear cell renal cell carcinoma, HMB:
hemangioblastoma, NA: none available, ND: not done, VUS: variant of uncertain significance.
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Figure 1: E’1 variations identified in our cohort: mutations identified in patient #9 on the
germline DNA and somatic DNA (A); Location in E1' of the germline mutations of E1'
identified (B).

A GETCAOTTGEGC AAAGAGCEAATGCE

Germline DNA

Tumor DNA

I‘II_.._!. N \] f A :'.I.'u 3 . . \ A A ) 'I" \
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SUPPLEMENTAL METHODS

VHL gene analysis in tumor

Tumor DNA was extracted from frozen or paraffin embedded tumor by the QlAamp DNA minikit
(Qiagen). Loss of heterozygosity was evaluated by 1) sanger sequencing of the E1' cryptic exon of
VHL by specific primers of the mutation 2) microsatellite analysis on D3S1537, D3S1038,
D3S1317 D3S3547, D3S3727 as previously described" ?. VHL deletion on tumor DNA was
assessed with the SALS4 MLPA P016 VHL probemix (MRC-Holland).

Statistical analysis
Statistical analysis was carried out with GraphPad software. Differences between allele's
frequency in gnomAD and our cohort of patients and relative risk were assessed by Chi-squared

tests. A P-value <0.05 was considered significant.
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c. Résultats complémentaires
Cette étude a permis de trouver 6 variants génétiques différents chez 12 patients ayant
développé des tumeurs du spectre VHL. Nous avons donc réalisé une étude de minigénes
rapporteurs d’épissage sur ces mutants afin de voir leur implication sur la rétention de I'exon

cryptique E1’ de VHL dans les transcrits (Figure 26).
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Figure 26 : Caractérisation de la rétention de VHL-E1’ par expérience de minigénes
rapporteurs. Des RT-PCR ont été réalisées sur de I'ARNm extrait de lignées cellulaires
transfectées avec des rapporteurs minigenes de E1’ sauvages ou mutés. L'exon E1’ est inséré
dans un vecteur avec une large partie de ses introns (environ 300pb de chaque coté de I'exon
cryptique) entre deux exons A et B du geéne SERPING1 qui sont la cible des amorces utilisées
pour la RT-PCR.

Une liste des variants retrouvés dans |’exon cryptique E1’ est présentées ci-apres (Tableau 1).
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. Mutation in .. Consequence on X1 SNP in
Patient Phenotype Mutation in E1’ .q \ MAF
VHL protein E1l
80 1.1 (Famille 1 .| c.429C>T,
E . . Serl
article Blood) rythrocytosis p.Asp143Asp ¢.340+770T>C ¢.535T>C, p.Ser179Pro
80 4“'3 (Famille 1 healthy WT €.340+770T>C ¢.535T>C, p.Ser179Pro
article Blood)
20 (Famille 2 article .| ¢.598C>T,
E . . Serl
Blood) rythrocytosis p.Arg200Trp ¢.340+770T>C ¢.535T>C, p.Ser179Pro
53 +92 (Famille 3 .| ¢.598C>T,
article Blodd) Erythrocytosis p.Arg200Trp ¢.340+770T>C ¢.535T>C, p.Ser179Pro
E274 (Famille 5 .| c.430G>A,
E . 11 . Trpl
article Blood) rythrocytosis 0.Gly144Arg ¢.340+694_711dup | c.458_476dup, p.Trp159X
WC90 (famille 4 .| ¢.598C>T,
article Blood) Erythrocytosis p.Arg200Trp ¢.340+694_711dup | c.458_476dup, p.Trp159X
TSEboy (Famille 6 .| c.492G>T, . X , rs982745 | T=0.00007/2
.340+ > R
article Blood) Erythrocytosis 0.GIn164His c.340+574A>T splicing (positon -2 on E1') 672 (TOPMED)
816 (Famille 7 article Ervthrocvtosis | WT ¢.340+816+A>C, ¢.581A>C, dans le codon stop rs103128 | no frequency
Blood) ¥ ¥ Homozygous de E1'si X1 8121 submission
. . c.382C>G,
922 (Famille 8 article VHL disease WT c.340+617C>G/c.34 p.Leu128Val/c.413T>C,
Blood) 0+648T>C*
p.Leul38Pro
1552 (Patient #9 Hemangioblas | |\, €.340+617C>G €.382C>G, p.Leu128Val
article 2) toma
C=0.0026/13
Hemangioblas * rs730245 | (1000 Genomes)
FUNchr ma CNS WT ¢.340+648T>C c.413T>C, p.Leul38Pro 33 €=0.0050/147
(TOPMED)
C=0.0026/13
* rs730245 | (1000 Genomes)
DERmar WT ¢.340+648T>C c.413T>C, p.Leul38Pro 33 C=0.0050/147
(TOPMED)
683 RCCat40 WT c.340+738C>T ¢.503C>T, p.Alal68Val
years
162002616 €.340+578C>T €.342C>T, p.Vall14val
1078 (Patient #10 | PHEOat1l | €.340+682T>C C.447T>C, p.His149His
article 2) years
. multiple
2 11
923 (Patient # cervical PGL at | WT €.340+725A5T C.490A>T, p.Thr164Ser
article 2)
12 years
T=0.0006/3
707 (Patient #2 cervical PGL at rs139622 | (1000 Genomes)
.340+ . >T, p.
article 2) 34 years WT €.340+578C>T €.343C>T, p.Leul15Phe 356 720.0005/15
(TOPMED)
PHEO at 38
years, familial T=0.0006/3
1191 (patient #3 ATCD (sudden rs139622 | (1000 Genomes)
article 3) death on her WT €.340+578C>T €.343C>T, p.Leul15Phe 356 T20.0005/15
26 years old (TOPMED)
sister)

Tableau 1: Liste des variants de I’exon cryptique E1’. Positions des variants identifiés dans E1’
au niveau nucléotidique et protéique avec les phénotypes associés, les prédictions des
conséquences sur I'épissage, la fréquence observée et la référence éventuelle du SNP. PHEO :
polymorphisme nucléotidique, MAF

phéochromocytome, PGL

fréquence allélique.

paragangliome, SNP
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d. Discussion

A l'issue des tests de minigenes rapporteurs, nous pouvons voir que dans les 4 lignées cellulaires
testées, seule la mutation ¢.340+617C>G a l'origine d’hémangioblastomes multiples de la rétine
(retrouvée chez le patient #9 de I'article 2) conduit a la rétention de I'exon cryptique E1’ de VHL.
Il faudrait vérifier cette observation dans les ARNm des tumeurs de patients afin de valider que
les mutations conduisent a la rétention de E1’ a I'état physiologique. Il est possible que les
variants analysés n’aient pas d’effet sur la rétention de E1’ dans les lignées cellulaires utilisées. Il
est également possible que la méthode de minigéne rapporteur utilisée ne soit pas assez sensible
pour détecter de faibles rétentions de I’exon E1’. En effet, nous pouvons voir que pour E1’, il y a
une rétention de bandes non spécifiques qui peuvent diminuer la sensibilité de la technique pour
cet exon.

Nous pouvons aussi faire I'hypothése que l'isoforme E1E1’E2E3 de VHL a une fonction
physiologique a son état basal d’expression et que les mutations conduisent a une perte de
fonction de cette isoforme qui est a I'origine du développement des tumeurs chez les patients.
Ceci pourrait expliquer que nous n’observons pas pour le moment de rétention de E1’ pour ces
mutations. Les éventuels effets de cette perte de fonction seront discutés en conclusion et
discussion générale de ma these.

Pour les mutations hétérozygotes c.340+648C>G, ¢.340+617C>G et ¢.340+648C>G associée a
¢.340+617C>G, nous pouvons observer un effet graduel de rétention de E1’ dans les quatre
lignées cellulaires utilisées pour les tests rapporteurs minigene. En effet, il y a une faible rétention
pour la mutation ¢.340+648C>G, une rétention plus importante pour c.340+617C>G et une forte
rétention pour l'association des deux mutations. Dans ce modeéle, nous observons donc une
addition des deux mutations que nous avions observée de fagcon moins importante lors de la
guantification des transcrits et des protéines dans les lignées LLB des patients. Ce modele nous
permet d’établir un gradient entre la rétention de E1’ observée et la sévérité du phénotype
développé a savoir des hémangioblastomes du systéme nerveux central pour le patient porteur
de la mutation ¢.340+648C>G, des hémangioblastomes de la rétine pour le patient porteur de la

mutation ¢.340+617C>G et la maladie de VHL pour les patients porteurs des deux mutations pour
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lesquels la rétention de E1’ est plus importante en test rapporteur d’épissage minigéne. Ce

gradient de rétention est a confirmer dans les tumeurs des patients.
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3. Etudes fonctionnelles de variants identifés dans I'exon E2’

a. Introduction
Nous avons pu mettre en évidence que dans certains cas, il y a rétention d’une partie de l'intron
2 du géne VHL entre les exons 2 et 3 du messager que nous avons nommé E2’. Cet exon de 111
paires de bases est situé entre les positions c.464-1083 et ¢.464-973 de l'intron 2. Ce transcrit
E1E2E2’E3 semble étre encore plus faiblement exprimé que le transcrit dans lequel I'exon
cryptique E1’ est retenu, c’est pourquoi nous avons dans un premier temps axé nos recherches
sur I'exon E1’. Nous avons ajouté I'exon cryptique E2’ dans les exons a séquencer chez les patients
atteints d’érythrocytoses, de la maladie de VHL ou de phéochromocytomes, sans altération
génétique décrite. Cela nous a permis d’identifier des variants génétiques ainsi qu’une délétion
de cet exon, ce qui nous a poussé a étudier I'exon E2’ et les éventuelles fonctions des transcrits

et de la protéine qui y serait associée.

b. Résultats

L'exon cryptique E2’ est exprimé, au niveau transcriptionnel, dans tous les tissus en faible
guantité (Figure 1D et supp 1 de I'article 3 (page 133)). Il est épissé en phase avec I’exon 2 puis
I’exon 3 du géne VHL (Figure 1C). L’analyse in silico de I’exon cryptique E2’ de VHL nous a permis
de voir que celui-ci a une homologie importante avec des domaines transmembranaires de
I’'heme oxygénase 2 et de la protéine TMEM116 (Figure 1A). Cependant, nous avons pu montrer
par immunohistochimie sur des cellules HEK293T transfectées avec des plamsides codant VHL ou
X2 que I'exon cryptique E2’ ne confére pas a X2 une localisation transmembranaire (Figure 1B).
En effet, cette derniére est retrouvée dans le cytoplasme, comme la protéine VHL.

La fonction de X2 a été analysée grace a un test fonctionnel cellulaire (test rapporteur) luciférase
et comparé avec celles de VHL WT et de VHLAE2. Nous avons utilisé une construction d’'un gene
luciférase sous le contréle d’un promoteur contenant une séquence HRE. Cette construction est
co-transfectée dans des cellules avec un vecteur codant X2 ou VHL. En absence de VHL, HIF va
pouvoir se fixer sur la séquence HRE du promoteur luciférase qui sera alors exprimée dans les

cellules et dont nous pourons mesurer I'expression par luminescence. Quand VHL et présent et
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fonctionnel, il va entrainer la dégradation de HIFo qui ne sera alors plus disponible pour se fixer
sur la séquence HRE du promoteur de la luciférase. Cela se traduit par une diminution de
I’expression de la luciférase que nous mesurons par une diminution de la luminescence émise par
les lysats cellulaires. Au niveau fonctionnel, la protéine X2 posséde une faible activité de
dégradation de HIF, mais celle-ci est moindre par rapport a VHL sauvage (Figure 2). Les tests de
biotinylation des partenaires de X2 comparés a ceux de pVHL213 et pVHL172 nous permettent
de voir que X2 n’est capable de fixer la culine 2 que a 40% par rapport a pVHL213 et I'élongine C
a 20% (Figure 1E) (Collaboration avec Y. Arlort, F. Chesnel, Rennes). Cela pourrait expliquer la
perte de fonction de X2 par rapport a pVHL213 observée pour la dégradation de HIF en test
fonctionnel luciférase.

Nous avons pu montrer sur des LLB de patients, que la délétion d’une copie de E2’ ne conduit a
une diminution de I'expression d’aucune des isoformes de VHL, que ce soit au niveau
transcriptionnel ou protéique (Figure 3A et B).

Nous n’avons pas encore caractérisé le role cette isoforme ni I'impact des variants identifiés

(Tableau complet dans I'article). Cette étude est en cours (voir bilan ci-dessous).

c. Article en préparation et données supplémentaires

Caractérisation of a new cryptic exon E2’ identified in the VHL gene.

Introduction

Congenital erythrocytosis is due to alterations of the proteins involved in the regulatory pathway
of erythropoiesis. Erythrocytosis is associated with rubor, vertebral hemangiomas, varicose veins,
low blood pressure, thrombosis, pulmonary hypertension and hemorrhagic events (1). Detection

of the genetic alteration is important for adequate clinical management. The first genetic
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alteration described in congenital erythrocytosis is the ¢.598C>T, p.Arg200Trp homozygous
mutation in the VHL (von Hippel-Lindau) gene. It has been discovered in the autonomous Republic
of Chuvashia, a landlocked region with a high level of consanguinity, where the pathology is an
endemic disorder (2). Since, this mutation has been found in combination with other VHL
mutations (compound heterozygosity) and other missenses VHL mutations in both alleles (at
homozygous or compound heterozygous states) have been described (3), (4). Even with the use
of next-generation of sequencing panel diagnostics, the underlying cause of erythrocytosis is
found in only one third of patients. Therefore, there is still cases of unexplained erythrocytosis
with no mutation found or with mutations found at heterozygous states. Recently, a novel cryptic
exon named E1’ was described in VHL and has been found mutated in some cases of

erythrocytosis (compound heterozygosity or homozygosity) (4).

The von Hippel-Lindau disease, described in 1936 after the description of the different tumors by
the doctors von Hippel and Lindau, is an autosomal dominant disorder caused by heterozygous
mutations in the VHL gene indentified in 1993 (5). Patients develop hypervascularised tumors like
retinal or central nervous hemangioblastomas, pheochromocytomas, clear cell renal carcinomas
or neuroendocrine tumors. In some cases, patients develop tumor of the spectrum of tumors of
VHL disease without any VHL alteration found. Recently, few cases have been resolved with the

discovery of the new E1’ cryptic exon of VHL found mutated as a part of VHL disease (4).

The VHL gene is located on 3p25-26 (6). It has been reported firstly to contain 3 exons and
recently, a new cryptic exon named E1’ has been reported (4). The commonly described transcript
contain the 3 spliced exons (E1E2E3) which encode a protein of 213 amino acid (pVHL213). An
alternative in-frame translation start site can be used and result a 160 amino acid protein
(pVHL160) (7). The functions of this protein is very similar to the pVHL213 protein. A naturally
spliced variant is also described; it is transcribed at low level in some tissues. It contains only the
E1 and E3 exons which code a protein of 172 amino acid (pVHL172 or AE2). This protein has been
described to be non-functional and this function is still under investigation (8), (9). The cryptic

exon E1’ is spliced after the first exon of VHL. Consequent isoform contains a premature stop
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codon at the end of the E1’ exon. The transcript is recognized by the non mediated decay (NMD)
MRNA mechanism which conduce to an early degradation of this messenger. It has been found

expressed in all tissues at low level but its function is still under investigation.

VHL proteins are involved in many cellular functions but the most studied is the regulation of the
oxygen cellular pathway. The main player of this pathway is the transcriptional factor HIF (hypoxia
inducible factor) which govern the transcription of more than 200 genes involved in many cellular
processes (erythropoiesis, angiogenesis, metabolism and cell survival). Under normal oxygen
supply, the a subunits of HIF (HIF1, 2 or 3) are hydroxylated by the prolyl-4-hydrolase domain
enzymes (PHD1, 2 or 3). HIFa is also recognized by pVHL, a subunit of an E3 ubiquitin ligase
complex that promotes its degradation by the proteasome (10), (11). Under hypoxic conditions,
or when VHL is mutated, HIFo. remain stable and can translocate to the nucleus to form an
heterodimer with the § subunit of HIF. This heterodimer forms an active transcription factor.
Dysregulation of the hypoxia pathway is central to the development of tumors as a part of the
VHL disease (12) and to the development of erythrocytosis via up regulation of the erythropoietin
(EPO), a target of HIF, which led to hyper-proliferation of the erythroid progenitors and
differentiation into red blood cells (2), (13). It as been demonstrated that the complex pattern of
disease manifestations observed in VHL syndrome is correlated with a gradient of pVHL

dysfunction in hypoxia signaling pathway (13), (4).

It has been found that splicing mutation can be at the origin of the two pathologies associated
with VHL mutations. Two processes have been described: the exon 2 skipping or the inclusion of
the cryptic exon E1’ in consequence of mutations (14), (4). This study pursues the study of splicing
mutations and led to the discovery of a second cryptic exon in VHL gene that we termed E2’. We

report an investigation of functional study of E2’.

Methods

Study approval

141



Informed consent for medical diagnosis and research was obtained from the patients and their
relatives. This study was agreed by the Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la

Recherche Biomédical (French ethical committee) Paris-Sud at Bicétre Hospital.

Sanger sequencing
Exons and exon-intron junctions of the VHL gene were sequenced from DNA extracted from

whole blood, as previously described (13).

Transcript detection and quantification

After reverse-transcription reactions (Life Technologies), TagMan real time exon-specific
polymerase chain reaction (PCR) was performed using 20ng of complementary DNA (cDNA) for
the VHL transcripts and 5ng of cDNA for the others transcripts with the quantitative PCR
MasterMix (Eurogentec). Quantification of RPLPO was used as internal control. For VHL
transcripts, the thresholds were determined using dilutions of plasmids containing coding

sequences of each isoform.

Reporter assays

The plasmid encoding the WT hemagglutinin-tagged VHL was kindly provided by Professor Wiliam
G. Kaelin Jr. The plasmid encoding the AE2 hemagglutinin-tagged VHL was kindly provided by
Professor Arlot-Bonnemains Y. An expression plasmid for the hypothetical X2 protein was
constructed by sub-cloning the coding sequence after its synthesis (Life Technologies). Mutations
of interest were introduced by site-directed mutagenesis (New England Biolabs). 786-0 cells were
transfected (Ozyme) with constructs encoding WT or mutant proteins, firefly luciferase under the
control of hypoxia response element, and Renilla luciferase for normalization, as previously

described (15).

Western blotting
Cell lysates from the luciferase reporter assay were loaded into a Bis-Tris Mini Gel (4% to 12%;

Invitrogen). After transfer, the membrane (Biorad) was subsequently incubated with a mouse
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antihemagglutinin antibody (BioLegend) and then, a goat anti-mouse horseradish peroxidase-
conjugated antibody (Jackson Immuno Research). Western blot using the mouse monoclonal
antibody JD-1956 raised against the exon 1 of VHL (patent #14305925.1-1402-2014; Centre
National de la Recherche Scientifique, Etablissement Francais du Sang) was performed as

described (8).

Minigene experiments

Minigene constructs were prepared in pCas2 plasmid, containing 2 artificial exons A et B (as
described (16)), between which VHL exon 2’ with intronic flanking sequences were cloned. Cells
were transfected (HEK293T, Ozyme) or nucleofected (UT7, Lonza). RNA was extracted 24 hours
after transfection and reverse transcribed. PCR amplification was performed using the PCR Go
TagQ2 kit (Promega) with primers against artificial exons A and B. PCR products were resolved in

a 2% agarose gel and compared to a 100pb size marker (Invitrogen).

Immunostaining

Immunostaining was performed in HEK293 transfected with VHL-HA or X2-HA plasmids. After 24
hours of transfection, cells were fixed with formaldehyde at 4% and then permeabilized in 0,5%
Triton X-100. Cells were bloked with PBS/BSA at 3% solution and then incubated overnight at 4°C
with the primary antihemagglutinine antibody (BioLegend). After an incubation with the donkey
anti mouse 568 secondary antibody (red labelling of HA-protein) and the phalloidin 488 (green

labelling of cytoskeleton of actin), the images are acquired by a confocal microscopy system.

Pulldown

pcDNA3-BirA(HA) (a biotin protein ligase) and VHL(HA) isoforms were transfected in cells
(Ozyme). 24h after, cells were lysate and amount of total protein were measured with Lowry
method (Biorad Protein Assay). Same amount of denatured protein (=input) for each assay were
bound in a resin with high affinity for the biotin. Biotinylated proteins were eluted with Laemmli
buffer (=bound). Input and bound were then analyzed by western blotting with specific

antibodies.
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Generation of iPS CRISPR cells

IPS CRISPR cells was obtain from iPS control transfected by nucleofection (Lonza) with a specific
guide for E1’ and the CRISPR Cas9 endonuclease. Cells are shorted 24 or 48 hours after
transfection by FACS and scattered in single cell. Clones of interest were selected by sanger

sequencing before their amplification.

Differenciation of iPS in EPO producing cells

Differentiation have been done as described (papier Robriquet et al, in publication).

Results

- Identification of new VHL spliced isoform containing a cryptic exon
Our study began with the cloning of all the bands obtain after a RT-PCR with primers located in
exon 1 and 3 of VHL. After the sequencing of all the clones obtained, we identified in addition to
the E1’ cryptic exon, another cryptic exon, that we named E2’ because of its localization in the
second intron of VHL (Figure 1 C and supplemental figure 1A). This exon contained 111 based
paired (bp) insert in phase between the exons 2 and 3 of the gene and led to an insertion of 37
amino acids in the protein pVHL213 (E1E2E3) which led to a hypothetical protein named X2
(Figure 1 A and C).
As hypothesized, the expression of the isoform that contain E2’ is not regulated by the NMD
mechanism because of the absence of a premature stop codon (contrary to the transcripts
containing E1’). We have also investigated the expression of this transcripts in a bank of cDNA of
different human tissues (supplemental figure 1B). We showed a weak expression of this isoform
(more expressed in lung, kidney and brain).
We investigated the expression of transcripts that contain E2 spliced with E2’ in the presence or
absence of puromycin in 3 LCLs controls (Figure 1D and supplemental figure 1C). We showed that
this isoform is weakly expressed in the LCLs and that this expression is not induced by the

puromycin.
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The E2’ domain of the protein X2, described in figure 1A, as an important homology to a
transmembrane domain of 2 proteins: the heme-oxygenase 2 and the TMEM116
(transmembrane protein 116) (Figure 1A, below). We transfected VHL WT or X2 WT in HEK293T
cells to show the localization of the two proteins. The E2’ domain does not induce a relocation at

the membrane of pVHL (Figure 1B).

To identify news partners of X2 and to study the interaction of E2’ with known parteners, pcDNA3-
BirA(HA), a biotin protein ligase and VHL(HA) isoforms were cotransfected in different cells (Figure
1E). The biotin protein ligase conduced to the biotinylation of VHL and of each protein which are
in contact with VHL during the 24h of transfection. After denaturation of the cells, biotinylated
proteins were detected with a resin with a high affinity for the biotin. Each of this proteins were
in contact with the isoform of transfected VHL. Some of the partners of pVHL213 were analyzed
for its interaction with X2 and pVHL 172 in HEK293T cells. We showed that pVHLX2 have a profile
close to pVHL172 for the interaction with the prefoldin 1 and 3. The interaction with these 2
proteins is very weak in comparison to the interaction between pVHL213 and this two prefoldins.
We observed that pVHLX2 can only bind at 40% with the cullin 2 and at 20% with the ElonginC in
comparison to pVHL213. It would therefore appear that pVHLX2 may failed to form an active E3
ubiquitin ligase complex in comparison to pVHL213. (Identification of new partnairs of X2 in

process)
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Figure 1: Expression of the new VHL transcript isoform and functional study of the associated
protein X2. (A) Schematic representation of the VHL gene with the E2’ cryptic exon and its
associated protein sequence compared to two homologous sequences of Heme Oxygenase 2
and TMEM116. (B) Immunostaining of HEK293 transfected with VHL-HA or X2-HA. The images
are acquired by a confocal microscopy system and reveal in green the cytoskeleton of actin
and in red the HA tagged protein. (C) Sashimi plot from RNA-seq data obtain in the ENCODE
databased originated from Homo Sapiens neural progenitor cell differentiated from H9
(embryonic stem cells). The positions of the different VHL exons are indicated. Spliced
junctions are denoted by the horizontal link, with details provided in supplemental figure 1A.
(D) Quantitative RT-PCR was carried out with a Tagman probe specific to junctions of the
exon2-exon2’ using 20 ng of cDNA from 3 LCL control. Relative gene expression has been
normalized to C1 fixed at 1. Cycle Threshold (Ct) are presented in supplemental figure 1C. (E)
Detection of protein-protein interaction using nonimmune 1gG and BirA-mediated
biotinylation. Each protein which bind to VHL is biotinylated and bound on streptavidin resin.
Five partners of VHL have been tested: cullin 2, Elongin C (EloC), ERKs (extra-cellular signal-
regulated kinases), Prefoldin 3 (VBP1) and Prefoldin 1. Quantification of western blot is
expressed on percentage of biotinylated partners normalized to VHL213 WT fixed at 100%.

- Identification of genetic variants in the new E2’ cryptic exon in patients with
erythrocytosis
After the identification of the new VHL cryptic exon E2’, we have sequenced this exon in patients
with polycythemia with heterozygous mutation or without mutation and in patients who develop
pheochromocytomas only (COMET collection). We identified 2 variants in patients with
polycythemia: a synonymous mutation c.464-1016G>C, VHL-X2-p.Leul77Leu in one patient
(fonctionnal study with splicing reporter assay are in process) and a total deletion of E2’ exon in
an other one. One mutation: c.464-1014C>T, VHL-X2 p.Ser178Leu was also found in one patient
with a pheochromocytoma develop at 18 years. This mutation led to a modification of the amino
acid sequence of X2 with a leucine to replace a conserved serine in the transmenbrane domain of

the heme-oxygenase 2 and the TMEM116.
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LISTE VARIANTS IN VHL-E2' (¢.464-973 to ¢.464-1083)

Patient ID

Phenotype

h

C q on X2 protein

Consequence on splicing

SNP

MAF

Localisation

16C5482

Polycythemia. EPO: low

¢.464-1016C>G

Synonymous
VHL-X2-p.Leul77Leu

New Donor site,
modification of ESE, ESS

17C1813

Hb: 18.6g/dL, Ht: 57%,
GR: 6.5M/mm, EPO: 14-2mU/mL

del E2'

/

PGL577001
PGL1060001
PGL1110001
PHEO793001
PHEO1439001
KREN060001
KREN127001
VHLO014001
PHEO1148001

Cervical PGL multiple at 45 yrs
Cervical PGL multiple at 50 yrs
Cervical PGL at 31 yrs

PHEO at 27 yrs

PHEO at 26 yrs

RCC at 35 yrs

RCC at 2

¢.464-1013 G>C

Synonymous
'VHL-X2-p.Ser178Ser

15189039866

C=0.0018/9 (1000Genomes)
C=0.0020/9 (Estonian)
C=0.0042/129 (GnomAD)
C=0.0062/773 (TOPMED)

chr3:10148774

PHEO915001

PHEO at 18 yrs

¢.464-1014 C>T

VHL-X2-p.Ser178Leu

Modification of ESE,
ESS

15184276409

T=0.0001/3 (GnomAD)
T=0.0001/9 (TOPMED)
T=0.0008/4 (1000Genomes)

chr3: 10148773

Normal

Nf=4.2-5.2

Ht, %, Nm =40-52; Nf =37-47
Hb, g/dL, Nm =13-18; Nf =12-15
RBC, million (M)/mm3; Nm =4.2-5.7,

EPO, mU/mL, N=5-25

Figure 2 : Liste of variants in exon E2’. Positions of variants identified in E2” SNP : nucleotidique
polymorphisme, MAF : allelique frequence, Ht : hematocrit, Hb : hemoglobin, RBC : Red Blood

Cells, Nf : complete blood count.

Functional study of VHL E2’

We performed functional study of the hypothetical X2 WT in the hypoxia pathway using hypoxia

response element-dependent reporter assay (Figure 3A). We compared the function of X2 with

the function of pVHL 213 (WT) and pVHL172 (AE2) in addition to a mutant targeting a conserved

amino acid of the HO-2 domain (c.464-1018C>T, VHL-X2 Leu177Phe). The functional test revealed

that X2 have an intermediate effect in the hypoxia pathway. X2 is less capable to degraded HIF

that pVHL213 but significantly more capable to degrade HIF that pVHL172. In addition, we show

that the variant c.464-1018C>T, VHL-X2 Leu177Phe conferred a loss of function of the X2 protein

to degrade HIF.

148



Firefly/Renilla activity
o o
2 g
[ E—

& oV ¥ N ot v " o
— — — — — —
—— -
PVHL213 X2 WT X2 Leu177Phe PYHL172

Figure 3: Functional study of synonymous mutation in VHL E2’. Functional hypoxia response
element (HRE)-dependent reporter assays were performed in 786-O cells (VHL cells that
constitutively express HIF-2a). The results are expressed as relative firefly luciferase activity
with Renilla luciferase as an internal control; 1.0 unit denotes the basal activity of endogenous
HIF-20. using the HRE luciferase reporter plasmid. The ability of WT and mutated X2 to
downregulate firefly luciferase activity (related to HIF activity) was compared with pVHL. An
immunoblot using an antibody specific to the hemagglutinin tag (HA) was used to detect HA-
VHL, HA-X2 and HA-AE2. Three independent experiment were performed. *P<0,099, **P<0,01,
based on Student t test.

- Expression study of the new VHL isoform E2’ in patient’s cells
We performed quantitative RT-PCR using TagMan probes specific for the different splicing
junctions of VHL: E1E2, E1E3, E1E1’ and E2E2’ (Figure 4A). We studied LCL of the patient with
deletion of E2’ of the VHL gene at the origin of erythrocytosis (1 patient in orange). As control we
used LCL with mutations in E1’ or deletion of VHL, at heterozygous state, at the origin of VHL
disease (2 patients respectively in blue and in purple). In the LCL carrying the deletion of E2’, we
do not observed any significant difference for the expression of the different isoforms of VHL. For
the E2E2’ isoform, we show a decreased expression of this isoform in many LCLs of patient with
a mutation compared to WT excepted for mutation c.340+648T>C associated with ¢.340+617C>G
and surprisingly for the heterozygous deletion of E2’. We performed western blots with proteins
extracts of the LCLs of patients with an antibody against the exon 1 of VHL which can detect all
the isoform of VHL (Figure 4B). There is no significant difference for the isoform pVHL213 and
172. For the isoform pVHL172, there is a significant decrease of the expression only for the patient

with a total deletion of one allele of VHL.
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Figure 4: Expression study of mutations in VHL E1’ and E2’ cryptic exons. Patient in orange
green develop an erythrocytosis and patients in blue and pruple develop the VHL disease,
green is the WT control. (A) Tagman quantification of the different VHL isoforms in LCLs
cultured in the absence or presence of puromycin (puro), an inhibitor of nonsense-mediated
mMRNA decay. Tagman probes were specific to the VHL E1-E1, E1E3, E1E1’ and E2E2’ junctions.
The graph resumes experiments performed on LCLs cultured independently 3 times and
quantified in duplicate. Data are represented as the mean +/- standard error of the mean
(SEM) and normalized to LCL WT (C1) fixed at 1 for each isoform. (B) Immunoblot analysis of
patient’s LCLs. A representative immunoblot and quantification of 3 different immunoblot are
presented. A VHL antibody that recognized VHL E1 was able to detect pVHL213, 172 and 160.
Relative gene expression was normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) expression, and results obtained with LCL control (WT) were fixed at 100%. Data are
represented as the mean +/- standard error of the mean (SEM).

150



Discussion

The full molecular mechanism at the origin of the two pathologies associated with VHL mutations
are not elucidated. There are complex correlations between phenotype and genotype in VHL-
related disorders. To date, the hypoxia pathway plays a central role in the development of the
pathologies and is the most studied pathway. Functional studies are designed for this pathway
and for missenses mutations. It has been shown that there is continuum model of tumor
suppression by VHL (13). The more the loss of function of VHL is important, the more the
pathology is severe and vice versa. Recently, synonymous mutations with no impact on the
sequence of the protein have been studied (4), (14). It has been shown that these mutations are
at the origin of a splicing defect of the VHL gene. On the same time, it has been shown that the
structure of the VHL gene is more complex that presumed. In addition to the three described
exons of the gene, we have discovered a new cryptic exon named E1’ into the first intron of the
gene. The cryptic exon has been found mutated in the context of erythrocytosis or VHL disease.
The mutations led to a retention of this exon in the transcripts. The mechanism by which this new
exon impacts the hypoxia pathway is not yet elucidated. During the investigation of the regulation
of the splicing of the VHL gene, we discovered a second cryptic exon named E2’, localized into the
second intron of the gene. This exon is weakly expressed in tissues.

If this isoform is transduced into a protein, (termed X2), the domain encoded by the E2’ exon has
an important homology to a domain of two transmembrane proteins: the TMEM116 and the
heme oxygenase 2. We showed that this domain does not induce a delocalization of the VHL

protein at the membrane of the cells. X2 is localized, like pVHL, in the cytoplasm.

We have shown that X2 can bind to the cullin 2 and the elongin C but far less than pVHL213. This
default of binding to the two partners of the E3 ubiquitin ligase complex may explain the
difference of activity between pVHL213 and X2 showed in the functional study. Indeed, this test
showed that X2 is less able to pVHL213 to inhibit HIF activity. If there is less E3 ubiquitin ligase

complex formed, this may explain this difference.
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The E2' cryptic exon has been found mutated in patients with erythrocytosis or with
pheochromocytoma. The first results showed that deletion of this exon does not induce
dysregulation of the other VHL isoforms (neither of transcriptional level, nor the proteins). LCL
with mutations in E2’ need to be studied. If the mutations do not impact splicing, and if they play
a causal role in the occurrence of the related diseases, it could be, by via an impact on X2 function.
Therefore, the role of X2 need to be identified. It would be very interesting to add this new cryptic
exon, like E1’, in the list of genes investigated in NGS panel for patients with unsolved cases of
congenital erythrocytosis, inherited kidney cancer, hereditary pheochromocytoma/
paraganglioma syndrome and hemangioblastomas, in addition to all types of sporadic tumors

with altered hypoxia signaling.
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Supplemental Figure 1: Expression study of the new VHL isoform. (A) Number of spliced junction of VHL

transcripts in a RNAseq of H9 cells differentiated in neural progenitor cells. (B) TagMan quantification of the
transcript contain the E2E2’ junction in a bank of cDNA of human tissues. Cycle threshold is presented at the left.
Results have been presented in relative gene expression normalized to the expression in the kidney fixed at 1. (C)
Cycle threshold of quantitative PCR of LCLs control for the quantification of the E2E2’ junction in VHL transcripts.
(D) Expression Curve, Standard curve an table of dilution of plasmids containing the E2E2’ junctions used for the
validation of the probes specific to E1E2’ in TagMan quantification.
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4. Mise en place d’'un modele de cellules productrices d’EPO a partir de cellules

souches pluripotentes induites de patients

a. Introduction

Comme évoqué précédemment, les outils permettant la modélisation de la maladie de VHL ou la
polyglobulie de Chuvash sont tres limités. En effet, il n’existe a ce jour que des modeles animaux
spécifiques de certaines tumeurs pour la maladie de VHL. En revanche, les modeles pour la
polyglobulie de Chuvash sont plus robustes. De plus, il est trés couteux de produire un modeéle
murin pour chaque mutation que I'on souhaite étudier. Au niveau cellulaire, seules quelques
lignées sont capables de produire de I'EPO mais il s’agit de lignées dérivées de cellules
cancéreuses qui ont donc acquis de nombreuses modifications génétiques. Ces mutations
peuvent impacter des voies de signalisation proches de la voie de I'hypoxie que I'on cherche a
étudier et fausser les résultats obtenus. De plus, il faudrait générer des lignées stables par CRISPR
d’une lignée pour chaque mutation que I'on souhaite étudier. Les lignées lymphoblastoides de
patients ne permettent, quant a elles, I'analyse de la voie de I’hypoxie en amont de HIF du fait de
la modifcation de celles-ci par le virus EBV. En effet, apres transformation, les lignées expriment
I’'oncoprotéine virale LMP1 qui stabilise HIF.

Afin d’étudier au mieux les mécanismes moléculaires a l'origine de ces pathologies, il est
important de disposer d’'un meilleur modéle d’étude qui permettrait de mimer le développement
de la maladie. Pour cela, il est possible d’utiliser 'un des derniers outils cellulaires, a savoir les
cellules souches pluripotentes induites (iPS) reprogrammées grace aux quatre facteurs de
Yamanaka : Oct3/4, Sox2, KLF4 et c-Myc?** a partir de cellules patients. Ces facteurs sont des
protéines exprimées uniquement dans les cellules souches et qui permettent le maintien de leur
caractere souche, notamment en empéchant I'expression de genes qui caractérisent les cellules
différenciées. Quelques lignées de cellules issues de patients porteurs de mutations dans le gene
VHL ont déja été décrites?*®. Cependant, pour le moment, ces cellules sont uniquement utilisées
a I’état iPS et ne permettent pas de voir I'impact des mutations dans les types cellulaires en cause

dans les pathologies.
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Comme évoqué en introduction, l'origine embryonnaire des cellules responsables du
développement des pathologies VHL reste aujourd’hui trés controversée. Cependant, plusieurs
hypothéses convergent vers une origine de la créte neurale. Cela serait en accord avec le
développement des deux pathologies distinctes a partir de mutations du géne VHL. Les patients
atteints de la maladie de VHL développant des tumeurs du systéme nerveux central, il ne serait
pas incohérant que les cellules productries d’EPO, en cause dans la polyglobulie, aient la méme
origine, a savoir la créte neurale. Les seules cellules impliquées dans la maladie de VHL qui n’ont
pas pour origne la créte neurale sont les cellules épithéliales en cause dans les cancers du rein.
Cependant, celles-ci sont entourées par les cellules rénales productrices d’EPO. Notre hypothése
serait que ces cellules productrices d’EPO sécréetent des facteurs dans le microenvironnement qui
favorisent 'oncogenése des cellules épithéliales voisines.

Nous avons géneré des lignées iPS de patients porteurs de la mutation VHL-R200W a I'état
homozygote. L'un des patients (Patient 1) est originaire de Chuvashie et I'autre du Pakistan
(Patient 2). Nous avons ensuite différencié ces lignées en cellules productrices d’EPO de la créte
neurale ou en hépatocytes. Nous avons pu comparer les résultats obtenus avec ces cellules et

ceux obtenus avec des cellules controles.

b. Résultats
I. Caractérisation des lignées iPS
Avant d’utiliser une lignée iPS, il est important de la caractériser pour valider sa bonne
reprogrammation et donc sa capacité de pluripotence (différenciation dans les 3 types de feuillets
embryonnaires : ectoderme, mésoderme et endoderme). Pour cela, plusieurs techniques sont
utilisées mais la plus robuste reste la différenciation dans les 3 feuillets grace a des kits
commerciaux, ce que nous n’avons pas encore réalisé. Nous avons pour le patient 1, dont les iPS
ont été générées a partir de cellules urinaires du patient, réalisé des marquages en
immunofluorescence et réalisé du FACS (Figure 27 A). Pour les 2 clones, nous avons marqué par
immunofluorescence les marqueurs de pluripotence Oct4 (Octomer-binding transcription factor
4) et TRA1-60 (T-cell receptor alpha locus). Comme nous pouvons le voir, ces marqueurs sont bien

exprimés chez les 2 clones (1 et 4) qui vont ensuite étre utilisés. Par FACS, nous avons validé
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I’'expression des marqueurs SSEA3 (stage specific embryonic antigen 3), SSEA4 (stage specific
embryonic antigen 4) et TRA1-60. Nous voyons que pour les 2 clones, le marqueur SSEA4 est trés
fortement exprimé et que les marqueurs TRA1-60 et SSEA3 sont moyennement exprimés. Pour le
patient 2, pour qui les cellules iPS ont été générées par la plateforme iPS de Nantes a partir de
PBMC de patients, seules des qPCR ont été réalisées (Figure 27B). Elles nous permetttent de voir
gue pour les 3 clones obtenus, le virus Sendai utilisé pour la reprogrammation des cellules a bien
été éliminé des iPS (Log2 SeV). Nous voyons également que les 3 clones expriment bien les
marqueurs de pluripotence Sox2, Oct4 et Nanog.

. , . A T oy s . 7 .z Yos 22422
Les 2 clones de la lignées iPS contrdle utilisée ont été caractérisés et publiés précédemment®**?%>,

ii.  Protocoles de différenciation des lignées iPS
Chez 'adulte, les cellules productrices d’EPO sont des cellules interstitielles du rein dont I'origine
semble &tre la créte neurale®. Apreés plusieurs essais, nous avons pu voir qu’un certain type de
progéniteurs de la créte neurale générés a partir d’'iPS étaient capables de produire de 'EPO apres
une incubation de 24h en hypoxie (1% d’0,). Le protocole que nous avons utilisé est dérivé d’un
protocole publié en 2015 par Denham?®, les progéniteurs de la créte neurale sont obtenus sous
forme de sphéroides aprés 11 jours de différenciation (Figure 28A). Entre JO et J4, les cellules sont
placées sur un support en laminine 521 spécifique de la différenciation neurale et cultivées en
milieu Neurobasal et DMEMF12 supplémenté de N2 et de B27 ainsi que de SB431542 (inhibiteur
de la voie du TGF-$, il promeut la différenciation des cellules souches) et de CHIR99021 (inhibiteur
de I’'enzyme glycogen synthase kinase 3 (GSK-3), il favorise la transformation d’un type cellulaire
en un autre) avec changement total a jour 2. Au jour 4, des « morceaux » de tapis cellulaires sont
récupérés et placés dans des plaques 96 puits a faible attachement dans le méme milieu
contenant du FGF2 (Fibroblast Growth Factor) et du BMP2 (Bone Morphongenic Protein-2)
jusqu’au jour 11, avec un changement partiel a jour 8. Entre jour 10 et jour 11, les cellules sont

soit gardées en normoxie (condition normoxie) soit placées a 1% d’O, (condition hypoxie).
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Figure 27 : Caractérisation des lignées iPS. (A) Caractérisation des lignées Uhips (cellules iPS
dérivées de cellules urinaires) du patient Chuvash 1 pour les clones 1 et 4 par marquages
immunofluorescents des marqueurs de pluripotence Oct4, Tral-60 et du noyau par DAPI. Les
cellules sont platées sur des MEFs (fibroblastes d’embryons de souris) 72 heures avant le
marquage. Les cellules sont également caractérisées par cytométrie en flux pour les
marqueurs de pluripotence SSEA3, SSEA4 et TRA1-60. (B) Caractérisation des lignées iPS
dérivées de fibroblastes du patient Chuvash 2 pour les clones 1, 2 et 3 par qPCR pour les
marqueurs de pluripotence Sox2, Oct4 et Nanog et pour le marqueur viral SeV. Les résultats
sont présentés en quantité relative.

Les hépatocytes sont le 2°M site de production d’EPO chez I'adulte (production d’environ 10% de
I'EPO circulante) et le 1% site de production d’EPO durant I'embryogenése (production de 100%
de I'EPO avant le fonctionnement des cellules rénales productrices d’EPO). Nous avons réalisé des
essais et vu que les hépatocytes dérivés d’iPS obtenus avec le protocole de K. Si-Tayeb publié en
2010°" étaient capables de produire de 'EPO aprés une incubation de 24h 3 1% d’0, (Figure 28B).
Ce protocole dure 22 jours, les cellules sont déposées sur un support de matrigel. Le milieu RPMI
de JO 3 J15 et HCM (Hepatocytes Culture Medium) de J15 a J22 est changé tous les jours avec
addition de différentes cytokines selon le protocole publié. Entre J21 et J22, les cellules sont

laissées en normoxie (condition normoxie), ou placées a 1% d’0O, (condition hypoxie).
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normoxiques, soit placées en hypoxie. (B) Protocole de différenciation en hépatocytes. Entre
121 et J22, les cellules sont soit laissées en conditions normoxiques, soit placées en hypoxie.
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ji. Caractérisation des progéniteurs de la créte neurale

Apreés les 11 jours de différenciation en progéniteurs de la créte neurale, le surnageant cellulaire
est récolté pour quantifier 'EPO secrétée et les cellules sont lysées afin d’en extraire I’ARN. On
réalise ensuite des RT-gPCR TagMan afin de quantifier les transcrits des marqueurs de
différenciation, cela nous permet de valider cette derniére en comparant les expressions a JO et
a J11 (Figure 29A). Nous pouvons voir qu’a JO, les marqueurs de différenciation utilisés ne sont
pas exprimés alors qu’ils le sont a J11 en normoxie et en hypoxie. Les facteurs utilisés sont le
facteur de transcription AP-2 Alpha (TFAP2A) qui joue notamment un réle important dans le
développement du tube neural, SOX10 qui est un facteur de transcription jouant un réle dans le
développement embryonnaire et la myelinisation du systeme nerveux central et FOXD3 qui est
un facteur de transcription qui joue un réle dans le développement de la créte neurale a partir du
tube neural. Au vue de I'expression des différents facteurs a J11, les différenciations sont validées.
On quantifie également la quantité de transcrits de I'EPO dans les cellules en normoxie ou en
hypoxie (Figure 29B). Nous pouvons voir qu’il n’y a pas de différence significative de production
d’EPO par les cellules avant différenciation et apres différenciation en normoxie, ni entre les
contréles et les patients en conditions normoxiques. En revanche, apres une incubation en
hypoxie, nous pouvons voir que les cellules progénitrices de la créte neurale des patients
produisent significativement plus d’EPO que les contréles, sauf pour le clone 4 du patient Chuvash
1 qui paraxodalement semble étre le mieux différencié des clones de patients au vue de
I’expression des marqueurs de différenciation.

Nous avons ensuite quantifié I'EPO secrétée par les cellules aprés différenciation en rapportant
cela par rapport au nombre de sphéres obtenues a I'issue de la différenciation (Figure 29B). Nous
pouvons voir que malgre un taux plus faible de transcrits, le clone 4 du patient Chuvash 1 est celui
qui secrete le plus d’EPO apres une incubation de 24h en hypoxie. Nous voyons en normoxie une
faible augmentation de la sécrétion d’EPO des cellules de patients par rapport aux cellules
contréle. En hypoxie, nous pouvons voir qu’il y a une augmentation de la production d’EPO pour
toute les cellules et que celle-ci est plus importante pour les cellules de patients que pour les

controles.
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Des marquages par immunofluorescence ont été réalisés sur des cellules progénitrices de la créte
neurale du patient Chuvash 1 clone 1 (Figure 29C). Pour cela, les sphéroides ont été transparisés
afin de pouvoir visuliser I'EPO dans les cellules situées au centre des sphéres. Un co-marquage
des noyaux par DAPI et des cytosquelettes d’actine par la Phalloidine ont été réalisés. L'EPO étant
marquée par un fluorochrome situé dans le rouge lointain, il apparait en violet sur les images et
est donc peu visible sur I'image combiné des 3 fluorochromes. En revanche, lorsque I’on visualise
I’'EPO seul des 2 sphéres, nous pouvons voir que la sphére placée en hypoxie produit plus d’EPO

gue la sphére qui est restée en normoxie durant les 24 dernieres heures de la différenciation.
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Figure 29 : Caractérisation des progéniteurs de la créte neurale différenciés a partir d’iPS
controle et de patients. (A) Quantification par RT-PCR TagMan de 3 marqueurs de
différenciation spécifigues des progéniteurs neuraux TFAP2A, SOX10 et FOXD3 et
guantification des transcrits d’EPO produits par ces progéniteurs en normoxie ou en hypoxie
durant les 24 derniéres heures de différenciation. Résultats présentés en expression relative
normalisées par rapport a la moyenne des triplicats du controle clone 9 fixée a 1. (B) Dosage
de I'EPO sécrétée dans le milieu de culture des sphéres apres concentration de I'EPO et
rapporté par rapport au nombre de sphéeres. Résultats présentés en IU d’EPO par litre de milieu
de culture. (C) Marquage par immunofluorescence de I'EPO (violet) contenu dans les spheéres
du patient Chuvash 1 en Normoxie ou en Hypoxie en référence aux noyaux (DAPI en bleu) et a
I'actine (rouge).

iv. Caractérisation des différenciations hépatiques

Apreés 21 jours de différenciation, les surnageants des cellules hépatiques sont récupérés et celles-
ci sont lysées pour en extraire I’ARN. Des RT-gPCR TagMan sont ensuite réalisées pour quantifier
les marqueurs de différenciation (Figure 30A). Les marqueurs utilisés sont I'albumine qui est une
protéine de transport du sang qui est spécifiquement produite par des hépatocytes différenciés,
HNF4A qui est un facteur nucléaire hépatocytaire, FOXA2 qui est un facteur de transcription
spécifique des hépatocytes et I'AFP qui est I'alpha fétoprotéine du plasma qui est produite
spécifiquement par le foie fecetal. Ici, nous pouvons voir que ces 4 marqueurs sont bien exprimés
dans la lignée controle et dans la lignée de patient. Nous pouvons noter une diminution de ces
marqueurs en hypoxie.

La quantification des transcrits de I'EPO nous montre pour les contréles qu’il y a une légére
augmentation d’EPO en hypoxie par rapport a la normoxie. En revanche, en normoxie, nous
pouvons voir que les cellules dérivées du patient Chuvash 2 clone 1 produisent significativement
plus d’EPO que les contrbles. Cette observation est validée en hypoxie par une augmentation
encore plus significative de la production d’EPO par les cellules de patients que par les contréles.
Des marquages par immunofluoresecnce de 'EPO ont ensuite été réalisés sur des cellules
controles clone 9 apres 21 jours de différenciation placées 24h en normoxie ou en hypoxie pour
voir I'expression protéique de I'EPO (Figure 30B). Nous pouvons voir que les cellules placées en
hypoxie produisent plus d’EPO que les cellules restées en normoxie, ce qui reflete les observations

faites au niveau des transcrits.
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Figure 30 : Caractérisation des cellules de foie différenciées a partir d’iPS contréle et du
patient Chuvash 2. (A) Quantification par RT-PCR TagMan des marqueurs de différenciation
hépatique Albumine, HNF4, AFP et FOXA2 et des transcrits de I'EPO produits par les cellules
de foie immature en normoxie ou en hypoxie. Les résultats sont présentés en expression
relative (2”(-Delta Ct)) normalisée avec RPL13A pour les marqueurs de différenciation et RPLPO
pour I'EPO. La significativité est exprimée avec un t.test : ***P<0,0001, ****P<0,00001. (B)
Marquage immunofluorescent de I'EPO des cellules hépatiques de contrble clone 9 placées
24h en normoxie ou en hypoxie.

c. Discussion
Les différents clones d‘iPS des deux patients générés au laboratoire doivent étre mieux
caractérisés avant de pouvoir publier des données sur ces cellules. Il faut notamment réaliser un
test de pluripotence par différenciation dans les 3 feuillets embryonnaires soit grace a des kits de
différenciation commerciaux dits « tri-lineage » soit par la réalisation d’'un teratome sur des souris
a partir de ces cellules. Il faut également réaliser un caryotype afin de vérifier qu’il n’y a pas eu de

réarrangements chromosomiques majeurs au moment de la reprogrammation.

Nous avons utilisé deux modeles de cellules productrices d’EPO a savoir du foie non mature,
permettant de mimer du foie feetal, et des progéniteurs de la crete neurale pour essayer de se

rapprocher des cellules productrices d‘EPO rénales.

Lorsque VHL est muté, cela peut conduire a une perte de fonction de la protéine pour la régulation
de HIFa, qui est visible en normoxie via une augmentation de I'expression des genes régulés par
HIF. Dans nos modeles, cette observation est faite pour les différenciations hépatiques pour
lesquelles les cellules du patient Chuvash 2 produisent significativement plus d’EPO que les
cellules contréles en normoxie et en hypoxie. En revanche, pour le modéle de cellules
progénitrices de la crete neurale, nous ne voyons pas de différence significative entre les patients
Chuvash et les controles en normoxie. Le taux d’EPO produit en normoxie par ces cellules étant
plus faible que celui produit par les cellules hépatiques, nous pouvons penser que méme avec
une perte de fonction, la protéine pVHL-R200W est encore suffisament active pour réguler HIFo

dans ces cellules. Pour valider cette hypothese, il faudrait quantifier HIF dans ces deux types
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cellulaires afin de voir s'il est plus exprimé dans les cellules hépatiques que dans les cellules

productrices d’EPO.

En revanche, les deux modeles nous permettent d’observer une différence entre les patients
Chuvash et les contréles en hypoxie, l1a ou HIFa est fortement stabilisé du fait de I'absence de
I’oxygene, cofacteur des PHD pour son hydroxylation. VHL n’intervenant pas dans la régulation
de HIFa en hypoxie puisque cette derniere n’est pas hydroxylée, la différence observée pourrait
étre due a une adaptation des cellules a la baisse d’O,. En effet, HIF induit I’expression des PHD
qui permettent au bout d’un certain temps d’hydroxyler HIF avec le peu d’O, présent. HIF
redevient alors la cible de VHL. Nous avons pu noter que durant les 24h a 1% d’O; les cellules sont
capables de s’adapter a ce taux d’oxygene. En effet, lorsque I'on réalise des cycles successifs
normoxie/hypoxie, nous observons une production d’EPO beaucoup plus importante. Cela
signifie que les cellules sont capables d’utiliser le peu d’oxygene présent pour dégrader HIF.

La deuxiéme hyposthése serait que la différence observée pourrait étre due a une autre fonction
de VHL, par exemple la régulation de I'apoptose. Un test de viabilité cellulaire pourrait étre réalisé
dans un premier temps pour normaliser les résultats obtenus par rapport aux cellules viables. VHL
est un suppresseur de tumeurs qui permet de réguler la sécretion de facteurs anti-apoptotiques
ou pro-apoptotiques dans les cellules tels que P53 ou NFkB. Quand VHL est muté, comme ici pour
les 2 patients Chuvash, il est possible gu’il y ait une inhibition de I'apoptose en réponse au stress
cellulaire. Placées en hypoxie, les cellules sont soumises a un stress, ce qui conduit, en conditions
normales, a une mortalité cellulaire importante. La forte augmentation de I'EPO observée en
hypoxie pour les mutants peut en partie étre due a une inhibition de I'expression de facteurs anti-
apoptotiques et a une augmentation de I'expression de facteurs pro-apoptotiques en réponse au
stress hypoxique qui ne peuvent pas étre régulés par la protéine VHL-R200W, alors qu’ils le sont
par pVHL WT. Pour valider I’hypothése, il faudrait quantifier au niveau protéique le facteur P53
serait diminué chez les patients Chuvash alors qu’il est stabilisé par VHL WT. Cette comparaison
devrait étre faite pour des cellules a JO ainsi qu’a J11 placées toutes deux en normoxie et en
hypoxie, ce qui nous permettrais de voir si les cellules non différenciées subissent le méme stress

hypoxique que les cellules différenciées.

167



Pour le patient Chuvash 1 différencié en créte neurale, nous pouvons noter une forte différence
d’expression de I'EPO pour le clone 1, qui se comporte comme le patient Chuvash 2, et le clone
4, qui se comporte comme les clones controles. Cela pourrait s’expliquer par un défaut de
reprogrammation de ce clone. En effet, des genes ont pu étre altérés au moment de la
reprogrammation. Les caryotypes des lignées iPS établies au laboratoire n’ayant pas encore été
réalisés, nous ne savons pas si des réarrangements chromosomiques ont eu lieu au cours de la
reprogrammation. Il est donc important de mieux caractériser les lignées de patients Chuvash

avant d’interpréter les résultats obtenus.

Cette étude reste la premiére étude de modeéle iPS de cellules productrices d’EPO connue a ce
jour étant donné qu’aucune donnée n’a encore été publiée sur un modele de ce genre. Méme s’il
reste des caractérisations a faire avant de les valider, il semblerait que ces modeles soient
prometteurs pour I’étude du développement des pathologies du spectre VHL avec I'obtention de
cellules dérivées de patients qui sont donc porteuses des mutations que I'on souhaite étudier
dans le fond génétique du patient. Pour I'heure, il semble ne pas y avoir de différence entre le
patient porteur de I’'haplotype core de Chuvash (patient 1) et celui ne le portant pas (patient 2).
Nous envisageons également I'obtention de lignée iPS CRISPR pour une étude plus fine des
différentes pertes de fonctions de VHL. Cela pourrait nous permettre de valider le gradient de
perte de fonction corrélé avec la sévérité de la pathologie. Pour cela, des analyses de

transcriptomique par RNAséq ou DGEséq seront réalisées sur les cellules différenciées.
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V. Conclusion et discussion générales

La problématique du laboratoire est de comprendre les mécanismes moléculaires a I'origine
de deux pathologies de la voie de I'hypoxie : la polygobulie et la maladie de VHL. Dans le cadre de
ma theése, je me suis intéressée a des mutations particuliéres du gene VHL retrouvées chez des
patients atteints par I'une ou I'autre de ces pathologies. Jusqu’alors, la grande partie des études
fonctionnelles réalisées sur des mutants VHL étaient pour des mutations impactant directement
la séquence protéique. Cependant, dans certains cas, la modification seule de la séquence
protéique ne suffisait pas pour comprendre les différences phénotypiques observées chez les

patients.

Le premier objectif de ma thése a été de déterminer si des mutations synonymes de I’'exon
2 de VHL pouvaient étre a l'origine des pathologies développées en modifiant, notamment,
I’épissage des transcrits de VHL. L'étude s’est portée sur 3 familles avec une mutation ¢.429T>C,
p.Aspl143Asp (VHL-D143D) atteintes d’érythrocytose héréditaire (Familles 1, 9 et 10 de I'article
de la partie 1 des résultats (article 1)) et sur 2 familles atteintes de la maladie de VHL et porteuses
de la mutation c.414A>G, p.Pro138Pro (VHL-P138P) (Familles 11 et 12 de I'article 1). Nous avons
pu mettre en évidence que ces deux mutations synonymes entrainent un saut de I’exon 2 dans
les transcrits VHL, ce qui conduit a une inversion de la proportion des différents transcrits de VHL,
a savoir une expression plus importante des isoformes contenant uniquement les exon 1 et 3 du
géne en défaveur de I'isoforme sauvage contenant les 3 exons. Cette observation a pu étre faite
grace a des RT-PCR dans les lignées lymphoblastoides (LLB) pour les patients atteints
d’érythrocytose et dans les leucocytes et les tumeurs pour les patients atteints par la maladie de
VHL. Une quantification exacte de ces deux transrits a été faite dans les LLB et dans les leucocytes
des patients porteurs de la mutation VHL-P138P. Nous avons ainsi pu montrer que chez les
patients polyglobuliques porteurs de la mutation VHL-D143D a I'état homozygote, I'isoforme VHL
sauvage est 4 a 5 fois moins exprimée que dans les cellules controle en faveur de l'isoforme

VHLAE2 qui est environ 10 a 15 fois plus exprimée que chez les contréles. Au niveau protéique,
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nous avons identifié que les patients porteurs de la mutation VHL-D143D expriment seulement
10 a 20% d’isoforme pVHL213 par rapport aux contréles et environ 25% de I'isoforme pVHL160.
Contrairement a ce que nous avons pu voir au niveau des transcrits, I'isoforme pVHL172 est moins
exprimée chez les patients (50% par rapport aux controles). Cela signifie que I'expression de
moins de 25% des isoformes pVHL213 et 160 avec la mutation VHL-D143D est suffisante pour étre
viable. Cette expression dans les REPC conduit au développement d’une polyglobulie. En
revanche, la mutation VHL-P138P est uniquement retrouvée a I'état hétérozygote chez les
patients qui développent la maladie de VHL. Nous avons pu montrer que dans les LLB cela conduit
a une augmentation de l'expression du transcrits VHLAE2 sans conduire a une diminution
significative de l'isoforme sauvage. Au niveau protéique, nous observons une diminution
d’environ 50% des 3 isoformes pVHL213, 160 et 172 contre seulement environ 30 a 40% pour la
mutation VHL-D143D a l|’état hétérozygote (patients porteurs sains). Dans les tumeurs, la
mutation VHL-P138P est associée a une perte d’hétérozygotie (LOH) de I'alléle sauvage, seul
I'allele muté est donc exprimé. La clusterisation des résultats de RNAséq de cette tumeur, en
comparaison avec une banque de phéochromocytomes porteurs de mutations de VHL ou d’autres
génes nous a permis de classer le phéochromocytome d’un patient porteur de la mutation VHL-
P138P dans la catégorie des tumeurs spécifiques liées a une mutation dans VHL. Cela nous a
permis de confirmer que cette mutation était bien I'origine de la pathologie chez les patients.
Cette conclusion a également été confirmée par une étude menée sur la mutation VHL-P138P

.z , 7 . s . . 22
publiée récemment par une équipe américaine??®.

Etant situées dans le méme locus, nous nous sommes également intéressés a un éventuel défaut
d’épissage causé par les mutations VHL-P138L et VHL-G144R identifiées précedemment chez les
patients avec polyglobulie™’,**’. Nous avons pu montrer pour VHL-P138L qu’en plus de la faible
perte de fonction de la protéine décrite, la mutation conduit a un faible saut de I'exon 2 de VHL.
Ce saut d’exon semble expliquer le phénotype observé pour la mutation VHL-G144R. En effet, au
laboratoire, I'étude fonctionnelle réalisée pour cette mutation n’a jamais pu détecter de perte de

fonction significative de ce mutant (données non publiées). Cela signifie qu’en plus de la perte de

fonction de la protéine a l'origine de la pathologie, s’ajoute la dérégulation de I'épissage. Il serait
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intéressant d’étudier en plus de I'impact sur la fonction de pVHL, I'impact sur I'épissage des
mutations de I'exon 2 de VHL pour lesquelles on observe des corrélations génotype/phénotype
complexes. En effet, certaines mutations qui ne présentent pas de perte de fonction de pVHL lors
des tests fonctionnels peuvent en réalité entrainer un saut de I'exon 2. Ces perturbations de
I’épissage pourraient conduire a une diminution de I'expression de pVHL qui explique les

symptémes observés.

Nous avons donc pu montrer pour la premiére fois que des mutations de I'exon 2 de VHL
pouvaient conduire a un défaut d’épissage qui se traduit par un saut de I'exon 2 du géne dans les
transcrits. En effet, seules des mutations situées dans les sites consensus donneurs ou accepteurs
d’épissage de I'exon 2 avaient déja été rapportées et conduisent également a un saut de cet
exon’?. ’étude des mutants par minigénes rapporteurs nous a permis de montrer que les
défauts d’épissage suivent également le modele d’oncogenése en gradient décrit pour VHL>'. En
effet, les mutations a I'origine de la maladie de VHL entrainent un saut de I’'exon 2 plus important
qgue celles a l'origine des polyglobulies, remarqué dans les tests rapporteurs minigéne dans
différents types cellulaires ainsi que dans le séquencage des ARN des LLB d’un patient
polyglobulique comparé a celui d’'une tumeur d’un patient qui a la maladie de VHL (Figure 3A
article 1). Cela pourrait avoir pour conséquence une diminution plus importante de I'expression
protéique de VHL dans certains tissus dans le cadre de la maladie de VHL que dans celui des

polyglobulies. Il serait intéressant de quantifier I’expression de VHL dans les tumeurs des patients

porteurs d’une mutation synonyme de VHL.

L'utilisation de siRNA dirigés contre la jonction E1E3 des transcrits VHL dans les LLB de patients
porteurs d’une mutation impactant I'épissage de E2 nous a permis de rétablir partiellement
I’expression de I'isoforme pVHL160. Une thérapie potentielle est donc envisageable avec des
oligonucléotides antisens qui induiraient la dégradation des transcrits contenant uniquement les

228 Cette approche

exons 1 et 3, comme cela a déja été décrit pour d’autres pathologies
permettrait de favoriser I'expression d’une isoforme fonctionnelle de VHL a défaut d’'une

isoforme non fonctionnelle qui se retrouve majoritaire chez les patients.
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Durant cette étude, nous avons décrit un patient qui développe une érythrocytose porteur
d’une mutation VHL-D143D a I'état hétérozygote (Famille 1 de I'article 1), alors que son pere,
porteur de la méme mutation, comme les parents hétérozygotes sains des familles 9 et 10 de
I'article 1, ne développe pas la pathologie. Nous nous sommes donc intéressé a ce patient et
avons pu, en réalisant une RT-PCR avec des amorces situées dans les exons 1 et 3 de VHL, révéler
la présence d’isoformes de tailles supérieures a celle des isoformes sauvages exprimées en
condition normale. Une premiere isoforme contenait un exon cryptique situé dans I'intron 1 du
géne, nommée E1’ et une deuxieme isoforme contenait un exon cryptique situé dans I'intron 2,
nommée E2’. Peu de temps apres cette découverte, I'exon E1’ a été décrit dans des bases de

données (NCBI, ENSEMBL). Nous avons alors approfondi nos recherches sur cet exon cryptique.

Apreés avoir réalisé une étude d’expression qui nous a permis de montrer que cet exon est exprimé
en faible proportion dans tous les tissus a I’état normal (majoritairement dans le placenta et le
cerveau), nous avons pu montrer qu’il est conservé uniquement chez les primates supérieurs.
Cette conservation uniquement chez les primates supérieurs peut s’expliquer par le fait que de
part et d’autre de cet exon cryptique, on retrouve des séquences ALU, spécifiques des primates.
Ces séquences ont pu permettre l'insertion de cet exon par translocation d’une autre partie du

22 , . . .
° En effet, les séquences ALU ont permis I'insertion d’exons dans de nombreux

génome humain
geénes chez les primates, ce qui a affecté leur évolution par rapport aux autres espéces'’*. Il s’agit
des séquences transposables les plus abondantes dans le génome humain. Il est tres probable
gue ces pseudo exons soient régulés de facon négative dans la plupart des cas mais qu’il soient
exprimés soit en réponse a un stimuli extérieur, soit uniquement au cours du développement ou
dans un tissus précis. Cela explique que de plus en plus de ces pseudos exons sont actuellement
retrouvés dans des génes trés connus. Dans le cadre des pathologies, plusieurs cas de création de

site cryptique pour des pseudos exons ont déja été rapportés”>>*?

. Dans notre cas, nous avons
identifié des mutations de cet exon cryptique chez des patients qui développent une polyglobulie,
soit a I’état hétérozygote composite associé avec une autre mutation, soit a I’état homozygote.et
chez des patients qui développent la maladie de VHL a I'état hétérozygote (Tableau 1 des résultats

complémentaires de I'article 2)
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L'insertion, en phase avec I'exon 1, de I’exon cryptique E1’ conduit a I'insertion d’un codon stop
prématuré a la fin de ce dernier. Cet exon entre donc dans la catégorie des « exons non-sens »
d’aprés Dhir et Buratti*’*. Ce codon stop prématuré conduit a la dégradation rapide des transcrits
dans les cellules via le mécanisme de nonsense mediated decay (NMD). Nous avons pu le montrer
grace a des tests puromycine, un inhibiteur du NMD, dans des LLB. Nous aurions également pu
confirmer cette hypothése en utilisant des siRNA dirigés contre un des acteurs du NMD afin de

231 , .
31 Cela nous a également permis de

bloguer ce mécanisme comme cela a déja pu étre décrit
montrer que les mutations portées par les patients conduisent a une rétention importante de cet
exon en absence et en présence de puromycine. Cette rétention est d’autant plus accentuée pour
la mutation homozygote c.340+816A>C. Nous pouvons penser que la rétention de E1’ causée par
les mutations conduit a une saturation du mécanisme de NMD qui n’arrive pas a dégrader tous
les transcrits contenant E1’ produits. En absence de puromycine, il est donc probable que nous

guantifions les transcrits qui ne peuvent pas étre dégradé par le NMD apres la saturation de cette

machinerie.

De plus, le taux observé est en accord avec le gradient d’oncogenése décrit pour VHL puisque
nous avons pu montrer, notamment via des tests minigénes rapporteurs, que la rétention de E1’
est plus importante chez les patients qui développent des tumeurs que chez les patients qui
développent une polyglobulie. Ce gradient n’est pas visible dans toutes les lignées cellulaires,
notamment dans les LLB. Il y a donc une tissus spécificité de |’expression des mutants VHL. La
rétention de cet exon conduit au niveau protéique a une diminution de I'expression totale de
pVHL. En revanche, nous ne sommes pas en mesure de détecter I’hypothétique protéine codée
par I’exon 1 de VHL en phase avec E1’, que nous avons nommée X1, au niveau de son expression
cellulaire endogéne. Nous sommes cependant en mesure de détecter X1 avec I'anticorps dirigé
contre I'exon 1 de VHL quand nous le surexprimons dans des lignées cellulaires (Figure 4A de
I'article 1). Il semblerait donc que les transcrits contenant E1’ ne soient pas traduit en protéines
dans le modele cellulaire utilisé, a savoir les LLB, ou alors en quantité trop faible pour étre
détectée par western blot. Nous ne pouvons pas conclure si X1 n’est pas détectée car elle est

absente ou si elle est exprimée en dessous du seuil de détection du western blot réalisé.
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Au moins deux hypotheses sont envisageables, soit la protéine X1 est traduite uniquement dans
un type cellulaire précis dans lequel les transcrits ne sont pas totalement dégradés via le
mécanisme de NMD, soit les transcrits sont en fait des longs ARN non codant (IncRNA). Ces
derniers peuvent agir a différents niveaux dans les cellules, comme par exemple dans la régulation
de I'expression des génes®*2. Ils peuvent é&tre poly-adénylés, ce qui est en adéquation avec le fait
gue nous les retrouvions dans les résultats de RNAséq (qui séquencent les ARN poly-A par le
systéme de capture poly-dT). Il a été montré que des IncRNA jouent un réle important dans le
développement du systéme nerveux central via différents mécanismes®>. Cela est en adéquation
avec les deux pathologies développées par les patients porteurs de mutations de I’exon cryptique
E1’. En effet, si cet exon conduit a la formation d’un IncRNA ayant un réle dans le développement
du systeme nerveux central, une mutation de celui-ci pourrait conduire a une dérégulation du
développement qui pourrait expliquer les symptomes des pathologies associées a VHL. Cela va
dans le sens des observations faites avec les cellules productrices d’EPO. En effet, nous avons pu
constater qu'’il est plus difficile de différencier des cellules de patients porteurs de mutations E1’
en cellules productrices d’EPO et plus particulierement en progéniteurs de la crete neurale.
Cependant, nous n’avons pas encore réalisé de différenciation de cellules de patients
développant la maladie de VHL avec des mutations des autres exons de VHL, ni de différenciation
de cellules de patients atteints de polyglobulie avec une mutation de E1’. Nous ne pouvons donc
pas dire avec certitude que seules les mutations de I'exon E1’ entrainent un défaut de
différenciation des cellules en progéniteurs de la crete neurale in vitro ou si cela est observé pour

les mutations de VHL associées la maladie de VHL.

L’hypothese d’une fonction précise de X1 ou d’un potentiel IncRNA codé par E1’ au niveau
cellulaire pourrait également expliquer I'absence de rétention de E1’ pour les variants génétiques
a 'origine des tumeurs de la partie 2 des résultats. En effet, nous avons pu voir grace a des tests
de minigene rapporteurs, que la plupart des variants retrouvés pour la premiére étude
retrospective de patients avec phéochromocytomes, paragangliomes ou cancers du rein, ne
conduisent pas a une rétention de I'’exon E1’, contrairement a ce que nous avions précédemment

observé. L'étude génétique doit étre approfondie pour établir un lien de causalité avec la
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pathologie (étude des apparentés, bilan clinique et ségrégation du variant avec la pathologie). Si
les résultats sont en faveur d’un réle de ces variants, nous pouvons envisager que ces mutations
conduisent a une perte de fonction de X1 ou du IncRNA associé a E1’, ce qui favoriserait le
développement tumoral. Nous n’avons pas encore pu réaliser d’analyses protéiques de VHL pour
ces mutations. En effet, il serait important de vérifier si ces mutations sont aussi a |'origine d’une
diminution de I'expression protéique totale de VHL. Il est déja programmé une analyse des
transcrits de VHL dans les tumeurs de ces patients. Cependant, celles-ci sont fixées et conservées
dans de la paraffine, ce qui va compliquer I'analyse par gPCR puisque cette technique de
conservation détériore les transcrits qui font souvent moins de 200 paires de bases aprés

extraction.

Afin d’appuyer I’hypothése d’une fonction de la protéine X1, autre que sur la régulation de HIF
pour laquelle nous avons réalisé des tests fonctionnels qui ont révélé I'incapacité de X1 a réguler
HIF (Figure 4C article 1), il faudrait dans un premier temps réaliser une modélisation 3D de X1.
Cela nous permettrait de visualiser les éventuels sites d’intéractions avec d’autres protéines. En
réalisant cette méme modélisation pour chacune des mutations retrouvées dans E1’, nous
pourrions ainsi voir si les mutations ont un impact sur la structure protéique de X1 qui pourrait
en modifier la fonction. En plus de cette modélisation, nous pourrions réaliser des tests de

234 Cela nous permettrait de

biotinylation artificiels des protéines intéragissant avec BirA
d’identifier les partenaires potentiels de X1 dans différents types cellulaires. Le probléme de ce
modele est que la protéine X1 serait sur-exprimée de facon artificielle dans les cellules, ce qui
peut entrainer la modification de certains mécanismes. De facon plus simple, nous pourrions
également regarder I'impact des mutations de X1 sur les fonctions indépendantes de HIF. Par
exemple, nous pourrions regarder la formation du cil primaire (pVHL se lie a la kinesine 2 pour
stabliser les microtubules du cil primaire), de la matrice extra-cellulaire, et celle des microtubules,
dans des cellules exprimant VHL WT en comparaison avec X1 WT ou muté, comme cela a pu étre

2 . N , . .
3577 En effet, il a pu étre montré que des mutations comprises entre

fait pour des mutants de VHL
les acides aminés 95 et 123 peuvent conduire a une destabilisation des microtubules du cil

primaire, ce qui est le cas des mutations VHL Y98H et Y112H. L’'exon E1’ s’insérant dans la protéine
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VHL au niveau de I'acide aminé 113, il est possible que la protéine X1 ne permette pas la
stabilisation des microtubules et que sa surexpression due aux mutations entraine un défaut dans

I’organisation cellulaire et dans la stabilisation du cil primaire.

L’hypothese d’un IncRNA peut, elle, étre complexe a étudier. En effet, nous avons évoqué
I’hypothese d’un IncRNA constitué des exons 1 et 1’ de VHL, cependant, les bases de données
« Ensembl » et « NCBI » décrivent une isoforme de VHL commencant 217 nucléotides en amont
du début de E1’ avec lequel s’épissent les exons 2 et 3 de VHL, que nous avons nommée upstream
E1’. Il existerait donc un promoteur alternatif en amont de E1’ pour réguler I'expression de cette
isoforme. Afin de valider cette hypothése, nous pourrions par exemple réaliser des analyses par
ATAC-séq (Assay for Transposase-Accessible Chromatin with highthroughput sequencing) qui
permettent de séquencer les parties ouvertes de la chromatine qui correspondent a des
séquences régulatrices. Cette isoforme est décrite comme non codante pour une éventuelle
protéine. Nous avons mis au point une RT-gPCR spécifique de cette isoforme avec une amorce
située dans la séquence en amont de I'exon cryptique E1’. Nous avons pu montrer que cette
isoforme est également présente dans tous les tissus chez 'lhomme, mais en quantité moindre
par rapport a l'isoforme E1E1’. Nous pouvons, comme pour 'autre isoforme contenant E1’,
imaginer qu’elle est exprimée uniquement dans certains tissus spécifiques et/ou au cours du
développement. Nous pourrions facilement imaginer que si cette autre isoforme a une fonction,
les mutations retrouvées dans E1’ pourraient avoir un impact sur celle-ci. D’autres explorations
de cette isoforme sont nécessaires afin d’en comprendre le role et I'éventuelle implication des

formes mutées dans les pathologies.

Dans les tumeurs, les mutations hétérozygotes de VHL sont associées a une perte

d’hétérozygotie (LOH) pour le 2°™ allele dans la majorité des cas®*®

. Cependant, une absence de
LOH a déja été décrite, notamment pour des cas d’hémangioblastomes®®’. Il a été montré que la
perte d’hétérozygotie pouvait avoir lieu suite a une hyperméthylation du gene, qui n’est pas

s s , . \ 2 .
détectée lors du séquencage classique des génes dans les tumeurs®*®. Les mutations de I'exon
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cryptique E1” que nous avons analysées dans le cadre de la maladie de VHL ne sont pas associées
a une LOH dans les tumeurs. Nous avons pu observer que I'allele muté est exprimé a 75% dans
les tumeurs de patients contre 25% pour I’alléle sauvage (Figure supplémentaire 8 de I'article 1).
Nous avons également pu valider qu’aucune autre mutation de la voie de I’'hypoxie n’est exprimée
dans la tumeur. Cependant, nous n’avons pu classer ces tumeurs a la suite de l'analyse
transcriptomique du fait d’'une contamination trop importante par les tissus avoisinants. Nous ne
savons donc pas si I'expression déséquilibrée des alleles sauvages (25%) et des alleles mutés
(75%) observée est spécifique de la tumeur ou si nous observons un mélange avec du tissu sain.
Il faudrait réaliser une analyse de la méthylation de VHL dans ces tumeurs afin de voir si
I'inactivation du 2°™ alléle se fait via ce mécanisme.

La premiére famille, qui développe la maladie de VHL (Famille 8 de I'article 1), que nous avons
retrouvée mutée pour E1’ est porteuse de 2 mutations sur un méme alléle : ¢.340+617C>G et
¢.340+648T>C décrite comme un SNP dans les bases de données. Nous avons pu par la suite
montrer (partie 3 des résultats) que les deux mutations sont capables, prises isolement, d’induire
une rétention de I’'exon E1’ dans les transcrits et une diminution de I'expression protéique totale
de VHL dans les LLB (résultats complémentaires de I'article 1). Nous avons pu montrer que lorsque
les deux mutations sont associées, les effets sont |égérement plus importants que pour les
mutations prises indépendemment. Nous avons également pu montrer qu’au niveau
transcriptionnel et protéique, une mutation de I’'exon E1’ dans le cadre de la maladie de VHL
conduit au méme niveau de diminution de I'expression des isoformes E1E2E3 et E1E3 qu’une

144 Cet alléle doublement

délétion totale d’un allele de VHL décrite a I'origine de la pathologie
muté dans E1’ peut donc étre considéré comme une perte de fonction de VHL a I'origine de la
pathologie.

Comme nous avons pu le décrire, les observations faites pour la rétention de E1’ peuvent varier
en fonction du type cellulaire dans lequel est réalisée I’expérience mingéne. Il est donc important

d’utiliser le type cellulaire adapté pour conclure sur I'impact des mutations de E1’ ainsi que pour

les autres mutations de VHL.
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Les modeles cellulaires iPS actuellement utilisés sont encore en cours de mise au point. En effet,
I'idéal serait I'obtention de cellules rénales productrices d’EPO. Nous avons fait I’'hypothése d’un
modele de cellules progénitrices de la créete neurale qui, en conditions hypoxiques, sont capables
de produire de I'EPO. Cependant, nous pouvons penser que ce modele n’est pas optimal puisque
pour les patients porteurs d’une mutation VHL-R200W homozygote qui développent une
polyglobulie, nous observons une augmentation de la production d’EPO uniquement en hypoxie
par rapport aux controles alors que cette différence devrait étre observée en normoxie, condition
dans laquelle les patients présentent un exces de globules rouges. Grace a un modeéle de cellules
hépatiques immatures, nous avons pu observer cette différence entre les patients et les controéles
en normoxie et en hypoxie, tant au niveau transcriptionnel que protéique. Il faudrait en effet
pouvoir poursuivre la différenciation vers des cellules plus spécifiques qui correspondraient a des
cellules rénales productrices d’EPO. Pour cela, il serait intéressant de pouvoir utiliser un systeme
de co-culture de cellules productrices d’EPO et de cellules épithéliales rénales. Les
différenciations en organoides rénaux sont déja, elles, trés avancées et tres utilisées pour I'étude
de pathologies rénales®®. En ajoutant des cellules productrices d’EPO aux organoides rénaux,
nous pourrions observer les effets des cellules les unes sur les autres au plus proche des
intéractions qui ont lieu dans les reins des patients. Il en est de méme pour la maladie de VHL qui
se développe tout le long du systéme nerveux central et certains organes tels que la rétine, les
phéochromocytomes ou le rein. Comme nous avons pu le voir en introduction, beaucoup des
tissus touchés ont pour origine la crete neurale. Seuls les cancers du rein ont pour origine des
cellules épithéliales qui sont cependant entourées par les cellules productrices d’EPO rénales qui
pourraient leur envoyer des signaux oncogéniques tels que des SASP pro-inflammatoires qui
conduiraient a I'acquisition du caractére cancérigéne des cellules épithéliales. Afin de prouver
cette hypothese, il faudrait réaliser des différenciations en cellules productices d’EPO d’iPS de
patients porteurs d’une mutation de VHL et plus spécifiguement, dans notre cas, de I'exon
cryptique E1’, et d’en analyser le secrétome en présence ou non de cellules épithéliales rénales
porteuses ou non de la méme mutation que les iPS utilisées afin de se remettre dans le méme
contexte que chez les patients. Nous allons optimiser le protocole de différenciation afin d’avoir

une expression semblable des marqueurs des progéniteurs de la créte neurale utilisés pour les
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contrbles et pour les patients porteurs d’'une mutation E1’. Afin d’analyser au mieux les
différences acquises par les cellules de patients par rapport aux cellules contréles, nous allons
dans un premier temps réaliser des analyses transcriptomiques par DGEséq des cellules
progénitrices de la crete neurale obtenues. Ces analyses vont nous permettre d’obtenir les
différenciels d’expression entre les patients et les contrOles. Par la suite, nous pourrons alors
uniguement réaliser des études transcriptomiques par RT-qPCR ciblées sur les génes les plus

impactés au niveau transcriptomique en réponse aux différentes mutations analysées.

La génération de lignées iPS CRISPR KO pour I'exon cryptique E1’ va également permettre de
comprendre au mieux le réle de cet exon cryptique dans le développement embryonnaire et
également dans le développement des tumeurs dans le cadre de la maladie de VHL. La génération
de lignées KO ou Kl pourrait également permettre de nous affranchir du prélévement de cellules

chez les patients et de leur reprogrammation via l'utilisation de cellules controles modifiées.

Nous avons pu montrer que des mutations de I'exon cryptique E1’ sont a I'origine de la maladie
de VHL ou de polyglobulie. Cet exon a donc été ajouté dans la liste des exons a séquencer dans le
cadre du diagnostic de ces deux pathologies. Cependant, la fonction exacte en condition normale
de E1’ en tant que protéine ou IncRNA reste a déterminer. Les modeéles iPS mis en place pourront,
guand ils seront finalisés, nous permettre une analyse plus fine des différences observées entre
les mutations de VHL a 'origine des deux pathologies associées, ainsi que pour affiner le gradient
d’oncogeneése décrit pour la maladie de VHL®’. Il est également envisageable que X1 n’est aucune
fonction spécifique mais que la pathologie soit uniquement die a la perturbation de I'épissage
(inclusion d’un fragment d’intron de aux mutations) qui entraine une perte de fonction de la

protéine VHL.

Lors de la découverte de I’'exon cryptique E2’, nous I'avons ajouté dans le panel des exons
a séquencer dans le cadre du diagnostic génétique des érythrocytoses. Cela nous a permis d’y

trouver des variants, a savoir deux variants synonymes (dont un référencé comme un SNP), un
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variant faux sens et une délétion totale (Figure 2 de I'article 3). Des expériences de minigenes
nous permettront d’étudier I'impact des mutations synonymes de E2’ sur la rétention de celui-ci
dans les transcrits. Nous avons pu montrer que la délétion totale de E2’ ne conduit pas a une

diminution de son expession ni a celle des isoformes sauvages de VHL.

L’exon E2’ ajoute, en phase avec les exons 2 et 3 de VHL, un domaine qui est homologue a un
domaine transmembranaire de I'heme oxygénase 2 et de la protéine transmembranaire
TMEM116. L’'heme oxygénase 2 est une isoforme constitutionnellement exprimée dont I'une des
fonctions est la dégradation des érythrocytes (globules rouges). Nous pourrions donc imaginer
gue I'hypothétique protéine X2 joue un role dans cette dégradation et que les mutations de E2’
entrainent une perte de fonction de X2 qui conduit a une mauvaise dégradation des globules
rouges qui restent plus longtemps dans la circulation sanguine. Cela expliquerait la polyglobulie
développée par les patients dont le taux d’EPO circulant est normal, voir abaissé. A I'inverse, nous
pouvons imaginer que X2 agit comme un compétiteur avec I’héme oxygénase 2 pour la
dégradation des globules rouges. En effet, si les mutations conduisent a une rétention de E2’, il y
a alors plus de X2, ce qui bloque la dégradation des globules rouges et explique la encore la
polyglobulie. Ces hypotheses seront a tester pour les confirmer.

Nous avons pu montrer grace a des tests de localisation cellulaire par immuno-histochimie que
I'insertion de cet exon n’entraine pas de relocalisation de la protéine X2 surexprimée. En effet, il
est envisageable que I'absence d’un peptide signal envoyant la protéine a la membrane ne
permette pas un changement de localisation de X2 par rapport a VHL. La aussi, il est probable que
son expression soit tres tissus spécifique, et notamment au cours du développement
embryonnaire. Deux hypothéses sont enviseagables, soit ce transcrit code une protéine
faiblement exprimée dans les cellules étudiées, soit ce transcrit est utilisé comme un IncRNA qui
serait polyadénylé (puisque retrouvé dans le séquencage par RNAséq avec capture des queues

poly-A).

Pour I'éventuelle protéine X2, nous avons débuté des tests de biotinylation artificielle des

protéines intéragissant avec X2 qui est surexprimé dans les cellules HEK293T grace a la
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transfection d’un plasmide. Nous pouvons pour le moment voir que le profil des partenaires de
X2 est plus proche de celui de pVHL172 que de celui de pVHL213 et pVHL160. Ces observations
iraient donc dans le sens d’une perte de fonction de X2 pour la régulation de HIF par rapport a
VHL WT. Cette étude est a approfondir pour mieux connaitre les interactions de cette éventuelle
protéine afin d’identifier son réle précis dans les cellules. Une modélisation 3D de la protéine
pourrait également nous aider a identifier les domaines fonctionnels de celle-ci. Cela nous
permettrait de mettre en évidence une éventuelle perte de fonction de la protéine en réponse

aux mutations via une modification majeure d’'un domaine fonctionnel.

La génération de cellules iPS des patients porteurs de mutations de X2 pourrait nous permettre
de déterminer le réle des mutations dans le développement de la polyglobulie. En effet, les
cellules hépatiques ou les cellules progénitrices de la créte neurale productrices d’EPO que nous
réussissons a obtenir peuvent permettre d’observer des différences entre les iPS controles et
celles dérivées de patients, dans un premier temps pour la production d’EPO. Des différenciations
en progéniteurs érythroides permettraient également d’étudier I'érythropoiése et I'impact des
mutations sur les voies autres que la production d‘EPO. Du RNAséq de ces cellules différenciées
sera ensuite réalisé afin de mettre en évidence les différences d’expression des différentes voies
cellulaires en réponse aux mutations de E2’. Nous pourrons ainsi voir si les mécanismes
moléculaires impliqués dans le développement de la maladie dont I'origine est une mutation de
E2’ sont identiques a ceux observés dans les cellules de patients porteurs de mutations dans les
exons « classiques » de VHL (E1, E2 et E3). Cette étude pourra étre approfondie grace a la
génération de cellules iPS CRISPR KO homozygote et hétérozygote pour I'exon E2’. Ces cellules
nous permettront de voir si le transcrit contenant E2’ a un role dans le développement, que ce
soit en codant une protéine ou un IncRNA. La encore, une étude transcriptomique par RNAséq
nous permettra de mettre en lumiere les différences entre les cellules controles et celles KO pour

E2’ a I'état hétérozygote ou homozygote.

Une étude de ségrégation reste nécessaire afin de déterminer la pathogénicité des mutations de

E2’. Quand I'étude de cet exon sera plus approfondie, nous pourrons le publier, ce qui permettra
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son inclusion dans la liste des exons a séquencer dans le cadre du diagnostic génétique des
pathologies du spectre VHL (polyglobulie, maladie de VHL, phéochromocytomes, paragangliomes,
cancers du rein sporadiques). Une étude fonctionnelle est également nécessaire avant de
conclure sur le role des mutations dans les pathologies car nous avons ouvert une nouvelle piste

qguand a l'origine de la pathologie.

L’étude menée durant ma these a permis de réaliser le diagnostic génétique de certaines
familles qui n’avaient pour le moment qu’un diagnostic basé sur les manifestations
phénotypiques de leur pathologie. L'un des autres aspects d’une pathologie est I'aspect
psychologique. Ici, I'annonce du diagnostic de la maladie de VHL ou d’une polyglobulie peut étre
un choc chez les patients. En effet, cela signifie un suivi médical trés intense, avec un risque élevé
de développer des tumeurs et et des complications associées (telles que perdre la vue ou
I'audition). En fonction de I'importance de la polyglobulie, cette maladie peut demander des
saignées régulieres et les patients risquent de mourir prématurément d’une accident vasculaire

cérébral ou de thrombose.

Il'y a en réalité deux diagnostics différents de ces pathologies. Le premier est le diagnostic médical
qui est basé sur les symptomes des patients et possiblement leur histoire familiale dans les cas
familiaux. Le deuxiéme est le diagnostic génétique qui est utilisé pour confirmer le diagnostic
médical et qui permet également de réaliser un suivi de la descendance ou des apparentés du
patient qui peuvent ne pas encore avoir déclaré de symptomes. Tant que le diagnotic génétique
n’a pas été établi, les familles ne peuvent pas bénéficier d’un suivi médical poussé et régulier et

ne peuvent pas bénéficier du diagnostic prénatal pour celles désireuses d’avoir un enfant.

L’étude menée durant ma these a permis de déterminer le diagnostic génétique pour 13 familles
atteintes par la maladie de VHL ou des tumeurs qui y sont associées et qui sont étre porteuses
d’une mutation de I'exon cryptique E1’. Pour la 1% famille retrouvée mutée pour cet exon

éme

(Famille 8 de I'article 1), il a fallu attendre la 37" génération et la naissance de la petite fille de
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I'un des premiers proposants a la maladie pour pouvoir poser un diagnostic génétique. Nous
pouvons donc imaginer le soulagement de cette famille de pouvoir enfin savoir si les futurs
enfants a venir seront porteurs ou non de la pathologie mais également le stress retomber chez
les personnes qui n’avaient pas encore développé de tumeur et qui viennent de savoir qu’elles
n’en développeront pas dans le cadre de la maladie puisqu’elles ne sont pas porteuses de la
mutation en cause dans leur famille. Dans cette famille, seule une personne qui n’a pas encore
développé de tumeur n’a pas voulu étre testée génétiquement. Pour toutes les autres, soit elles
avaient déja développé une tumeur, soit elles ne portent pas la mutation familiale, ce qui est le
cas de la derniére petite fille née de la famille.

Quelques études se sont penchées sur I'aspect psychologique du diagnostic génétique de la
maladie de VHLY%?*°. Le diagnostic génétique peut parfois durer plusieurs mois voire plusieurs
années (comme dans le cas de la premiére famille pour laquelle nous avons trouvé une mutation
de I'exon cryptique E1’, 10 ans apres la premiére consultation d’oncogénétique). Une étude de
Rochette et al. a montré que le temps d’attente moyen du diagnostic génétique a été de 7,3 mois
pour les patients de leur cohorte. lls ont pu montrer que pour les 12 patients qui avaient
développé un hémangioblastome mais qui n’avaient pas été dépistés pour la maladie de VHL,
I'attente n’a pas affecté négativement I'aspect psycho-social de la maladie, basé sur plusieurs
critéres tels que I'anxiété, la dépression, la qualité de vie et I'inquiétude. La place du généticien
est importante dans cette approche pour conseiller le patient et diminuer son anxiété. Elle est
aussi importante pour le médecin traitant du patient qui ne connait pas forcement la maladie ni
les suivis a prescrire a son patient tout au long de sa vie. Les études portant sur les impacts
psychologique d’'une maladie héréditaire sont tres difficiles a mener, c’est pourquoi elles sont
rares. Cependant, il serait intéressant d’avoir accés a I'aspect psychologique chez une famille qui
découvre I'origine de sa pathologie apres 3 générations et de voir I'impact de ce diagnostic sur
les générations futures (feront-ils des tests pré-natals de diagnostic préimplantatoire sur leurs

futurs enfants, s’ils sont porteurs de la mutation, les feront-ils naitre, etc).
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En conclusion, ma these a permis une avancée majeure dans le diagnostic de la polyglobulie
et de la maladie de VHL. Elle a permis a des familles de sortir d’'une errance de diagnostic
génétique, ce qui leur permet d’accéder a un meilleur suivi médical et thérapeutique familial.
Nous avons pu montrer que la structure du gene VHL avec ses 3 exons et ses 2 exons cryptiques
est plus complexe que ce qui avait été décrit jusqu’alors. Nous avons mis a jour de nouveaux
mécanismes d’altération de VHL a savoir le saut de I’exon 2 ou la rétention de I’exon cryptique
E1’. Nous avons pu mettre en évidence, pour des altérations de E1’, qu’il existe une corrélation
entre la sévérité des altérations (rétention de E1’) et la sévérité des phénotypes associés. Ces
données constituent un argument supplémentaire du modéle d’oncogenése en gradient pour

VHL décrit par Couvé et al.”’

. Cependant, les mécanismes moléculaires exacts a I'origine des
pathologies restent encore a déterminer. Pour cela, il faudrait élucider la fonction des protéines
ou IncRNA codés par les exons E1’ et E2’ de VHL. Une fois ces fonctions connues, il sera peut-étre
possible de donner aux patients des traitements plus ciblés pour leur type de pathologie et
d’améliorer au mieux leur confort de vie. Pour le moment, ces deux exons cryptiques ont été
ajoutés dans la liste des exons a séquencer pour le diagnostic génétique des polyglobulies et de

la maladie de VHL ou des tumeurs sporadiques qui y sont associées avec une dérégulation de la

voie de I’hypoxie (phéochromocytomes, hémangioblastomes, cancers du rein).

Schémas récapitulatifs des résultats obtenus :

Les schémas suivant récapitulent les conséquences des mutations retrouvées a |'origine de la
maladie de VHL ou d’une polyglobulie sur I'expression des ARNm (premier schéma) et sur

I’expression des protéines VHL (deuxieme schéma).
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RESUME

La maladie de von Hippel-Lindau (VHL) est une maladie héréditaire prédisposant les patients au
développement de tumeurs du systéme nerveux central, de la rétine, du rein et des surrénales tout
au long de leur vie. La polyglobulie de Chuvash est une maladie héréditaire caractérisée par un
taux de globules rouges élevé rendant le sang visqueux et augmentant le risque d’accident
vasculaire cérébral.

Ces pathologies sont dues a des mutations d’un gene nommé VHL. Durant ma thése, j’ai trouvé de
nouvelles mutations dans des régions non étudiées de VHL chez des patients atteints de 'une de
ces pathologies qui n’avaient pas eu de diagnostic génétique. Cette découverte permettra aux
patients et a leurs familles de bénéficier d’'un meilleur suivi médical. J'ai aussi identifié les
mécanismes mis en jeu par ces nouvelles anomalies moléculaires a I'origine des pathologies. Ma
thése a permis des avancées majeures dans le diagnostic et la compréhension des pathologies
héréditaires liées au gene VHL.
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ABSTRACT

The von Hippel-Lindau disease is a hereditary syndrome which predispose patients to the
development of nervous central, retina, kidney or adrenals tumors all along their lives. Chuvash
polycythemia is a hereditary disease which is characterized by a high level of red blood cells which
increases the blood viscosity and the risk of thrombosis or cerebrovascular accident.

These pathologies are due to mutations of one gene named VHL. During my thesis, | identified new

mutations in non-investigated regions of this gene in patients who developed one of the
pathologies and who don’t have genetic diagnosis yet. This discovery will allow patients and their
families to benefit from a better medical surveillance and therapy. | have also identified the
mechanisms involved in these new molecular abnormalities at the origin of the pathologies. My
thesis allowed major advances into the diagnosis and the comprehension of hereditary pathologies
linked to the VHL gene.
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