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Le facteur HIF-1 induit par I’hypoxie (HIF pour Hypoxia Inducible Factor) est
un complexe protéique qui accroit I’expression de genes spécifiques en présence
de faibles concentrations d’oxygene [1]. Le HIF a été identifié lors d’études de la
régulation du gene codant I’érythropoiétine (EPO), mais il est rapidement apparu
qu’il remplissait des fonctions bien plus importantes en matiere d’adaptation entre
apports et besoins en oxygene [2]. Le HIF est tout particulierement important pour
le rein, non seulement en raison de son rdle dans la production de I’EPO, mais
aussi parce que I’activation du HIF s’avere étre I’événement clé dans la plupart
des cancers rénaux héréditaires et « acquis ».

COMPLEXE HIF ET MECANISMI;: DE SA REGULATION
PAR L’OXYGENE

Le HIF est présent dans toutes les cellules mammiferes étudiées a ce jour et si
I’on remonte dans I’échelle de 1’évolution, on le retrouve jusque chez le nématode
C. elegans et la drosophile D. melanogaster. Le HIF a été isolé pour la premiere
fois en 1993 et ses composantes protéiques ont été identifiées en 1995 [3]. Depuis
lors, on a considérablement progressé sur la voie de la compréhension du mode
de fonctionnement de ce systeme, et par 1a méme du rdle qu’il joue dans la phy-
siologie et la maladie. Le HIF est activé de manicre exponentielle a mesure que
diminue la pression en oxygene dans des cultures cellulaires [4]. Il active la trans-
cription en se liant aux éléments de réponse de I’ADN présentant la séquence
nucléotidique consensus 5-BRCGTGV-3'. Le HIF peut en outre étre efficacement
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activé par les chélateurs du fer et certains métaux de transition comme le
cobalt (I). 11 est tres fréquent que I'on dise de ces activateurs du HIF qu’ils
« miment » ’hypoxie, ce qui est en fait inexact. En normoxie, la quantité¢ de HIF
détectable dans les cultures cellulaires est variable. Bien que celle-ci soit généra-
lement tres inférieure a ce que 1’on peut observer en conditions d’hypoxie, des
expériences génétiques ont démontré que le HIF est capital pour le développement
normal des mammiferes et a des effets non négligeables sur I’expression des genes
dans des cellules cultivées sous 20 p. 100 d’oxygene.

Complexe HIF

Un complexe HIF contient une sous-unité régulatrice alpha et une sous-unité
constitutive béta, toutes deux appartenant a la famille des facteurs de transcrip-
tion bHLH/PAS (protéines contenant, en plus du domaine bHLH [pour basic helix-
loop-helix], un domaine PAS [pour Per-Arnt-Sim]). La sous-unité béta est consti-
tutive et est également impliquée dans la réponse aux xénobiotiques qui s’accom-
pagne d’une hétérodimérisation avec le récepteur intracellulaire AhR (Aryl
hydrocarbon Receptor). La sous-unité alpha est régulée par I’oxygene. Trois génes
distincts codant la sous-unité HIF alpha ont été identifiés chez les mammiferes, a
savoir HIF-1o, HIF-2o (également appelé EPAST) et HIF-3 o (dont I’un des trans-
crits a été baptisé IPAS, pour inhibitory PAS protein [protéine inhibitrice a
domaine PAS] [5]). Notre connaissance de HIF-3 o dont il existe plusieurs variants
d’épissage qui, pour certains d’entre eux, peuvent avoir une activité inhibitrice sur
la réponse de HIF, est limitée [6]. En reégle générale, les cultures cellulaires expri-
ment les deux génes HIF-1a et HIF-2oc[7]. 1l est a noter que la régulation s’ opere
essentiellement par le biais d’une stabilisation des protéines HIF alpha, de sorte
qu’il est possible de déterminer le degré d’activation de HIF a partir de la quantité
de HIF-1o. et de HIF-2o. détectée par immunoblotting ou analyse immuno-
chimique. Phénomene intéressant, les études menées chez le rat semblent indiquer
qu’il existe dans les tissus in situ, a I’echelle cellulaire, une expression prédomi-
nante du gene HIF-1 o ou du gene HIF-2¢([8, 9]. Des études d’inactivation génique
(« knockout ») chez la souris ont établi que la redondance fonctionnelle entre ces
sous-unités est limitée, 1’inactivation de I’'une ou 1’autre ayant des effets majeurs
sur le développement embryonnaire. Au niveau de la cellule, HIF-1 et HIF-2 modi-
fient de maniere différente 1I’expression des genes, bien que ce processus ne soit
pas encore totalement élucidé [10, 11].

Régulation du complexe HIF par I’oxygéne

La régulation par I’oxygene de HIF-1a et de HIF-2a s’ opere via I’hydroxylation
enzymatique [12-14]. Les enzymes utilisent 1’oxygene moléculaire pour modifier
des résidus cibles d’acides aminés tres spécifiques. Ces modifications permettent
alors la destruction des coactivateurs transcriptionnels et préviennent leur recrute-
ment. Ces enzymes — les HIF hydroxylases — appartiennent a une famille hétérogene
d’enzymes qui contiennent du fer dans leur site actif et utilisent I’oxygene molécu-
laire et le 2-oxoglutarate [15]. La destruction est rendue possible par I’hydroxylation
ciblée de 1'un ou I’autre des deux résidus propyl [16] et est réalisée par les prolyl
hydroxylases PHD1, PHD2 ou PHD3 [17, 18]. Le résidu 4-hydroxyproline vient se
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loger dans une «poche » a la surface de 1’oncosuppresseur VHL (pour von
Hippel-Lindau) qui opere comme I’élément de reconnaissance d’un complexe ubi-
quitine ligase E3, de sorte que cette capture entraine 1’ubiquitinylation et la des-
truction finale du HIF [19,20]. La transactivation est controlée grice a
I’hydroxylation d’un résidu asparaginyl a proximité du domaine C-terminal de
transactivation des sous-unités HIF alpha et est exécutée par une enzyme diffé-
rente, le FIH-1 (factor inhibiting HIF-1)[21-23]. La conversion en B-hydroxy-
asparagine empéche toute interaction avec les coactivateurs CBP/p300. Les réac-
tions enzymatiques médices par les PHD et le FIH-1 sont a I’origine de la fonction
« récepteur de ’oxygene » qui régule le degré d’hydroxylation de HIF et, par 1a
méme, son activité. Ce mécanisme est compatible avec le fait que la constante de
Michaelis-Menten (Km) pour I’oxygene est relativement élevée [24, 25]. La capa-
cité des chélateurs du fer et du cobalt (II) a activer HIF s’explique par le fait que
ceux-ci inactivent efficacement les HIF hydroxylases.

REGULATION DE LA PRODUCTION D’ERYTHROPOIETINE -
ARCHETYPE DE LA REPONSE AU HIF

L’érythropoiétine est une hormone glycoprotéique circulante indispensable a la
production des érythrocytes. Pendant la vie postnatale, elle est essentiellement pro-
duite par les fibroblastes interstitiels rénaux [26]. Lorsque 1’apport d’oxygene au
rein vient a diminuer, le taux d’ARNm de ’EPO augmente, entrainant ainsi une
élévation des concentrations circulantes d’EPO. Il s’agit 1a d’une réponse de forte
amplitude (jusqu’a 1 000 fois) qui implique une intensification de la transcription
des genes. Le foie est également producteur d’EPO, mais les insuffisants rénaux
a un stade avancé sont généralement anémiques et ont une réponse EPO diminuée.

Il n’existe pas de modele de culture cellulaire de fibroblastes rénaux produisant
de I’EPO, toutefois on constate une sécrétion d’EPO régulée par 1’oxygeéne dans
des lignées cellulaires d’hépatome [27]. Ce contrdle s’opere principalement par le
biais d’un activateur sensible a I’hypoxie situé juste en aval du géne et qui est
remarquablement conservé d’une espece a 1’autre [28, 29]. L’étude de cet élément
activateur a conduit a I’isolement du complexe HIF [1]. Parallelement a cette
découverte, diverses expériences de transfert génétique ont montré que cet activa-
teur pouvait répondre a 1’oxygene dans tous les types de cellules de mammiferes
étudiés, suggérant ainsi que ce systeme de transactivation régule d’autres génes [2].

Le systeme EPO souléve un certain nombre de questions fort intéressantes aux-
quelles il n’a pas encore été apporté de réponse. Par exemple, on ignore la raison
pour laquelle I’expression de I’EPO se trouve affectée dans I’insuffisance rénale.
Il est intéressant de noter que la réponse de ’EPO est souvent relativement pré-
servée chez les patients atteints de maladie polykystique rénale autosomique domi-
nante. Il est peu probable que ce phénomene soit directement lié a I’anomalie
génétique puisque, généralement, les patients dialysés développant une maladie
kystique acquise ne nécessitent pas non plus une supplémentation en EPO [30].
Le role d’éléments spécifiques du systeme HIF dans la régulation normale de
I’EPO est une autre question restée sans réponse. Les études menées chez le rat
ont révélé qu'une diminution de I’apport d’oxygene au rein induit dans les fibro-
blastes exclusivement la protéine HIF-20., et pas HIF-1o [9]. Cette constatation
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suggere fortement que la réponse de I'EPO est médiée par I’activation de HIF-2o.
Ainsi, les souris knockout pour le gene HIF-2¢ présentent un déficit hématopoié-
tique qui est rétabli par la greffe a des souris irradiées a dose létale de cellules de
moelle dans lesquelles avait €té transféré le gene HIF-2o[31]. En outre, chez les
souris hétérozygotes pour un allele HIF-2o défectif, la réponse érythropoiétique
a ’hypoxie est altérée [32]. Le fait que I’EPO se soit montrée particulierement
sensible a I’inactivation fonctionnelle (« knockdown ») du géne HIF-2¢ dans des
cellules Hep3B et Kelly confirme également le role de HIF-2ow dans la régulation
de I’EPO [10]. Par ailleurs, il a également été rapporté que des souris hétérozygotes
pour un déficit en HIF-1o manifestaient une réponse érythropoiétique a 1’hypoxie
diminuée, ce qui semble indiquer que HIF-10. est impliqué dans la réponse normale
de I’EPO in vivo [33].

COMPLEXITE DE LA REPONSE DU FACTEUR HIF

Il est vraisemblable que des cellules différentes répondent de maniere différente
2 une modification des concentrations en oxygéne. A ce jour, notre connaissance
de ce mécanisme est limitée, mais il est évident que le principe relativement simple
qui régit le systeme HIF constitue certainement la base sur laquelle peut s’édifier
un systeme parfaitement adapté aux besoins des différents types de cellules. Divers
parametres peuvent étre utilisés pour ajuster le systeme élémentaire. Tout d’abord,
des cellules différentes expriment les genes HIF-1o et HIF-2o, dans des propor-
tions variables, le degré d’expression de ces genes étant, selon toute apparence,
régulé a I’échelon de la transcription. In vitro, pratiquement toutes les cellules en
condition d’hypoxie expriment la protéine HIF-1c., tandis que la présence de
HIF-2o s’avere beaucoup plus variable d’un type de cellules a I’autre [7]. Une
étude récente a impliqué 1’oxydase Nox4 comme élément indispensable a I’expres-
sion normale de HIF-2q,, I’inactivation fonctionnelle de Nox4 (« knockdown ») par
des ARN silencieux (petits ARN interférants) entralnant une diminution de
80 p. 100 de la concentration en HIF-2a [34]. Deuxiemement, il existe trois types
distincts de HIF prolyl-hydroxylases (PHD). Leur degré d’expression varie en
fonction de I’organe et du type de stimulus tel qu’une exposition hormonale (PHD1)
ou une hypoxie prolongée (PHD2 et PHD3) [35]. La réaction de HIF-prolyl-
hydroxylation n’est pas a 1’équilibre et une augmentation de la concentration de
I’enzyme entraine une accélération de la vitesse de réaction, diminuant par ce biais
le degré d’activation de HIF pour un niveau d’oxygénation donné. Les effets sont
plus complexes et ne se limitent pas au simple ajustement de la quantité totale
d’enzymes, ces trois enzymes ne marquant pas la méme préférence pour les deux
sites d’hydroxylation dans les substrats HIF alpha [17] et les différentes localisa-
tions au sein de la cellule [36]. En troisieme lieu, 1’asparaginyl-hydroxylation se
superpose au signal de prolyl-hydroxylation. Nous ne connaissons pas encore
I’impact de ce phénomene sur le signal global, toutefois dans les cultures cellulai-
res 1’augmentation ou la réduction de I’activité FIH module effectivement 1’acti-
vation de HIF [37]. Quatrieéme point, la diminution des concentrations de Fe(II) et
vraisemblablement d’ascorbate ou 1’élévation des concentrations de certains inter-
médiaires cycliques de I’acide tricarboxylique [38-40] peuvent moduler 1’ activation
de HIF. Outre ces parametres, dont I’effet sur I’activation de HIF est établi, il existe
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de nombreuses autres voies possibles de modulation du signal oxygene-dépendant ;
notamment variants d’épissage, modifications post-translationnelles des sous-
unités HIF alpha et, probablement, des hydroxylases.

Outre la flexibilité propre a la voie HIF, les interactions entre le HIF et d’autres
systemes de contr6le sont manifestement importantes et peuvent apparaitre sous
de nombreuses formes. Le cas ou le HIF a un impact direct sur I’expression des
facteurs de transcription constitue la forme d’interaction la plus simple a appré-
hender. Des formes d’interactions plus complexes existent : réactions croisées dues
a la compétition avec coactivateurs ou sites chevauchants sur plusieurs éléments
activateurs. Plus fascinant encore, il a récemment été rapporté que 1’hypoxie poten-
tialise la signalisation de la protéine Notch de facon dépendante du géne HIF-1o
[41]. Dans ce cas, il semble qu’il existe une interaction entre le HIF et le domaine
intracellulaire clivé de la protéine Notch qui accentue le signal de transactivation
et empéche ainsi la différenciation.

CHAMP D’ACTION DU SYSTEME HIF

Les raisons pour lesquelles les cellules peuvent avoir a répondre a des concen-
trations variables en oxygene méritent un examen. Tout d’abord, de nombreuses
réactions intracellulaires nécessitent la présence d’oxygene moléculaire [42], le
principal exemple étant son rdle d’accepteur terminal d’électrons dans la respira-
tion mitochondriale. L’ oxygeéne moléculaire joue également un rdle important dans
de nombreux autres processus métaboliques. 1 est par exemple requis pour la pro-
duction de monoxyde d’azote par les NO-synthases, pour 1’hydroxylation du col-
lagene par les prolyl-hydroxylases et pour la syntheése du cholestérol. En fait, la
constante K de I’oxygene de ces réactions est généralement nettement supérieure
a celle de la cytochrome C oxydase, si bien que 1’on s’attend a ce que ces processus
soient davantage sensibles a une réduction de 1I’oxygene disponible que ne I’est le
transport d’électrons mitochondrial [42]. Ainsi, les cellules exploitent les informa-
tions relatives aux variations d’oxygénation pour ajuster en détail leur propre sys-
teme métabolique et déclencher des changements adaptatifs visant a rétablir
I’apport normal en oxygene (en agissant sur I’angiogenese, par exemple). Une
seconde raison potentielle de répondre aux variations de concentration en oxygene
est que les formes réactives de 1’oxygene sont produites a partir de 1’oxygene et
sont hautement réactives. Il persiste aujourd’hui de nombreuses incertitudes mais
une idée nouvelle émerge : s’il est établi que des concentrations élevées d’oxygene
induisent un stress oxydant, il est possible que des concentrations faibles aient le
méme effet en perturbant le phénomene de couplage dans la chaine de transport
d’électrons mitochondriale. Une troisieme raison majeure de la sensibilité des cel-
lules a la concentration en oxygene est 1’utilisation de cette fonction comme signal
plutét que comme réponse a un stress environnemental nécessitant un changement
adaptif. Par exemple, les cellules du rein utilisent 1’oxygénation locale comme
signal pour déterminer les changements appropriés dans la masse d’érythrocytes.
De maniere similaire, les cellules du glomus carotidien utilisent 1’oxygénation
locale pour produire un signal qui sert a réguler la fréquence respiratoire. L’idée
selon laquelle une faible concentration en oxygene pourrait produire des signaux
destinés au « homing » des cellules souches et au maintien d’un état non différen-
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cié multipotent [41, 43] est particulierement intéressante. Il existe manifestement
un certain degré de chevauchement dans 1’utilisation de 1’oxygene comme régu-
lateur physiologique et comme signal inducteur des mécanismes d’adaptation indi-
viduelle. Ceci est le cas, par exemple, de 1’utilisation de 1’oxygénation cellulaire
locale dans le déterminisme de 1’architecture capillaire [44].

La diversité des roles biologiques du systeme HIF suggere que de nombreux
genes, ayant des éléments de réponse au HIF fonctionnels en configuration cis,
sont des cibles directes du HIF. L’absence de réponse des fibroblastes embryon-
naires de souris, dont le géne HIF-I o est manquant, démontre que d’autres genes
sont régulés par I’oxygene de maniere dépendante du HIF. Il apparait clairement
que certains d’entre eux sont en jeu dans les effets indirects du HIF. Il est de toute
facon évident que I’activation du HIF modifiera probablement I’expression d’une
centaine de génes au minimum et aura un impact sur de nombreux processus déve-
loppementaux, physiologiques et pathologiques majeurs. L’inactivation de 1’un des
éléments HIF-1o, HIF-1p, PHD2 ou VHL entraine une létalité embryonnaire.
Dans certaines expériences, I’inactivation du HIF-20. a des effets 1égerement moins
spectaculaires, probablement en raison d’un role plus spécialisé. Les réponses cel-
lulaires ou le role du HIF est le mieux compris sont 1’érythropoiese, 1’absorption
du glucose et la glycolyse, ainsi que 1’angiogenese. Le HIF a également un impact
sur de nombreux autres processus cellulaires, y compris la production du facteur
de croissance et les décisions de prolifération/mort. En termes de processus patho-
logiques, 1’accent a été mis sur le role du HIF dans 1’évolution du cancer [45],
essentiellement en raison de I’appréciation du role de 1’onco-suppresseur de VHL
dans la voie HIF (voir ci-dessous 1’activation génétique de la voie HIF).

La preuve a été faite que par rapport a un tissu normal, le HIF est activé dans
les tumeurs solides. Ce comportement résulte généralement d’une combinaison de
I’hypoxie locale et d’un niveau d’activation accru du HIF des cellules cancéreuses
pour une pression en oxygene donnée. Dans la plupart des études (et non dans la
totalité), les tumeurs pour lesquelles 1’activation du HIF est plus marquée, sont
associées a une plus grande sévérité clinique. Dans le cadre d’études expérimen-
tales au cours desquelles des cellules sont implantées sur des souris immunodéfi-
cientes, I’inactivation du HIF a de puissants effets qui entrainent généralement une
réduction de I’angiogenese et de la croissance tumorale. Plusieurs études ont néan-
moins révélé que la croissance des tumeurs déficientes en HIF est en fait plus
rapide — ce qui n’est peut-étre pas totalement surprenant étant donné la pléiotropie
des effets annexes du HIF.

VOIES PHARMACOLOGIQUES POUR LA MANIPULATION
DU SYSTEME HIF

La manipulation du systeme HIF présente un grand intérét. Les récentes décou-
vertes sur le mécanisme moléculaire de la voie fournissent désormais de nombreu-
ses cibles a I’aide desquelles de petites molécules, ou d’autres stratégies, pourraient
servir a réaliser cette manipulation. Les cibles incluent déja la PHD, le FIH, I’inter-
face VHL-HIF et I’interface P300-HIF. Outre cette approche ciblée, de petites
molécules émergeront des recherches d’activateurs et d’inhibiteurs de HIF par
« Screening » non orientés.



LE FACTEUR HIF-1 INDUIT PAR L’HYPOXIE 57

Un défi pharmacologique consistera a obtenir I’activité thérapeutique et la spé-
cificité pour la cible voulue et a éviter les effets « non ciblés ». Certains effets non
ciblés seront probablement prévisibles ; les inhibiteurs de PHD pourraient par
exemple inhiber d’autres membres de la superfamille des dioxygénases dépendan-
tes du 2-oxoglutarate, notamment les prolyl-4-hydroxylases du collagene. Le
caractere universel du systeme HIF-PHD-VHL dans les cellules mammiferes ainsi
que la diversité de ses effets implique que les effets « non ciblés » seront impor-
tants pour comprendre les effets des petites molécules inhibitrices et pour en déter-
miner leur utilité thérapeutique. La compréhension de la complexité du systeme
HIF offrira probablement des moyens pour cibler des aspects particuliers de la
réponse au HIF. Il est par exemple intéressant de spéculer sur le fait que 1’inhibition
sélective de PHD spécifiques pourrait éviter des effets indésirables en agissant,
dans un site particulier, sélectivement sur un type particulier de réponse au HIF.

Il apparait que la voie HIF pourrait étre manipulée en des points aussi nombreux
que variés. De plus, il existe un tres large éventail de parametres cliniques pour
lesquels il pourrait étre intéressant de perturber la réponse de HIF. A I’heure
actuelle, I’intérét se porte sur : a) I’inactivation du HIF dans le cancer, en tant que
stratégie pour inhiber 1’angiogenese et réduire la viabilité des cellules cancéreuses
dans les régions hypoxiques des tumeurs [46] ; b) I’activation du HIF dans I’ané-
mie et I’ischémie. Un aspect intéressant de la manipulation du HIF est qu’elle pour-
rait avoir un impact sur de nombreuses voies distinctes — dans un tissu ischémique,
elle pourrait par exemple accroitre la survie cellulaire en augmentant la glycolyse
et en favorisant I’angiogenese.

Les approches adoptées pour réduire 1’activation du HIF incluent I’action ciblée
au niveau de I’interface HIFalpha/P300. L’utilisation d’un « screening » a haut
débit a permis d’isoler un puissant inhibiteur de cette interaction : la chétomine.
Cette molécule réduit I’expression des cibles du HIF [47]. Cependant, plusieurs
expériences génétiques élaborées ont révélé que les domaines CH1 de P300 et CBP
(qui sont ciblés par la chétomine) ne sont pas essentiels pour I'induire d’un grand
nombre de genes cibles du HIF. Ceci prouve I’existence d’autres mécanismes de
coactivation dont la sensibilité a la trichostatine A, un inhibiteur de 1’histone déa-
cétylase, a été démontrée [48]. Ceci sous-entend qu’un simple blocage du domaine
CHI1 peut s’avérer inefficace pour bloquer les réponses de HIF in vivo. Une autre
approche pour réduire 1’activation du HIF consiste a augmenter 1’activité des PHD
— en administrant par exemple de ’ascorbate [49], ou en utilisant une approche
fondée sur la thérapie génique. 11 a ét€ montré qu’'un certain nombre de composés
distincts, développés pour d’autres cibles, réduisaient 1’activation du HIF. Ces
compos€s incluent I’agent anti-microtubule 2ME2, les inhibiteurs de topoisomé-
rase, les inhibiteurs de PI3-kinase, les inhibiteurs de mTOR et PX-478 [46, 50].
Malgré ces pistes intéressantes, la possibilité de réaliser une inhibition puissante
et sélective de I’activation du HIF n’apparait pas encore clairement. Point plus
important encore, une inquiétude apparait pour plusieurs études expérimentales
qui ont montré que I’inhibition de la réponse de HIF a accentué la croissance ou
I’agressivité tumorales [51, 52]. Dans le cas du carcinome rénal a cellules claires
(CRCCQ), il serait probablement intéressant d’inhiber de maniere sélective le
HIF-2a qui semble relativement pro-tumorigene et de ne pas réduire le HIF-1 qui
peut en fait favoriser 1’apoptose [11].

L’activation de HIF par de petites molécules est manifestement possible, malgré
I’inhibition des PHD et/ou de FIH. C’est de cette fagon que les chélateurs du fer
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et les ions colbat induisent la production d’EPO. Il a été montré que les analogues
du 2-oxoglutarate, ainsi que d’autres intermédiaires cycliques de 1’acide tricar-
boxylique et les chélateurs du fer, étaient tous efficaces de ce point de vue. Par
rapport aux enzymes associées du type prolyl-4-hydroxylase du collagéne, les
molécules actuellement disponibles ont peu tendance a étre sélectives vis-a-vis de
ces enzymes. Elles constituent néanmoins un outil utile pour étudier le potentiel
thérapeutique des activateurs de HIF dans les modeles animaux de maladies
humaines et peuvent également avoir une utilité clinique. Un certain nombre d’étu-
des destinées a valider ce concept ont d’ores et déja été publiées [53]. Ce domaine
de recherche évolue a un rythme soutenu et il a été récemment annoncé qu’un
inhibiteur de petites molécules d’une PHD augmentait ’EPO et I’hématocrite chez
les patients atteints d’une affection rénale chronique [54].

ACTIVATION GENETIQUE DU SYSTEME HIF
CHEZ L’HOMME ET IMPLICATION POUR LE CANCER RENAL

Chez I’homme, I’exemple d’altération génétique de la voie HIF le mieux étudié
est la maladie de von Hippel Lindau (VHL) a transmission autosomique domi-
nante [55, 56]. Les sujets affectés présentent une mutation germinale au niveau
d’un allele du géne VHL et ont une forte probabilité de développer des héman-
gioblastomes, des kystes rénaux, des CRCC, des phéochromocytomes et des
tumeurs du sac endolymphatique. Les hommes peuvent également développer des
kystes épididymaires tandis que les femmes peuvent développer des kystes du
ligament rond. Les symptomes de la maladie sont liés a la perte de fonction de
I’allele normal restant du VHL. Le géne VHL est situé en 3p25, une région cou-
ramment délétée dans les CRCC sporadiques, et la plupart de ces tumeurs ont, de
maniere caractéristique, une inactivation des deux copies du VHL. L’introduction
d’un géne VHL de type sauvage réprime la croissance des cellules tumorales dans
des modeles de xénogreffes. L’ensemble de ces résultats permet d’établir que le
VHL est un géne onco-suppresseur classique qui joue le role de « gardien » (gate-
keeper) de la voie HIF.

Bien que cela n’ait pas été¢ démontré, il semble probable qu’il existe d’autres
points de contréle ou la voie VHL agit comme un onco-suppresseur physiologique.
Au cours de ces dernieres années, il a €t€ prouvé de maniere concluante que les
mutations germinales des sous-unités B, C et D de la succinate déshydrogénase
(SDH) sont associées aux paragangliomes et/ou phéochromocytomes, ainsi qu’a
certains cas de CRCC [57]. Dans d’autres familles, il a été montré que les muta-
tions de la fumarate hydratase (FH) étaient associées a des tumeurs utérines et aux
carcinomes cellulaires rénaux de type papillaire différent des CRCC. Il a été mon-
tré, dans des modeles de cultures cellulaires, que I’inactivation de la SDH et de la
FH entrainent 1’activation de la voie HIF grace a une élévation de concentration
des intermédiaires du cycle de 1’acide tricarboxylique qui entre en compétition avec
la liaison 2-oxoglutarate, réduisant ainsi I’activité des enzymes PHD [57]. La réa-
lité de ce mécanisme d’onco-suppression est conforté par 1’étude comparative des
« patterns » d’expression des génes qui sont en grande partie communs dans les
phéochromocytomes ayant une perte de VHL et ceux ayant une perte de SDH [58].
Il est également probable qu’une activité anormale des genes PHD joue un rdle
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dans 1’évolution de la tumeur [59] et il a été récemment rapporté que la PHD2
pouvait agir comme un onco-suppresseur dans les carcinomes endométriaux [60].

Une question vient alors a I’esprit: dans quelle mesure 1’activation du HIF
contribue-t-elle aux symptdomes cliniques de la maladie de VHL ? Point important,
la preuve est faite qu’il existe un grand nombre de fonctions de VHL, différentes
de la fonction classique la mieux établie : la capture des sous-unités hydroxylées
de HIF alpha par le complexe ubiquitine ligase E3 dont VHL est une sous-unité.
Des études génétiques particulierement convaincantes sur les C. elegans ont établi
que la perte de la fonction du VHL a des conséquences indépendantes du HIF [61].
Des études cliniques des mutations du gene VHL ont donné un apergu de la relation
qui existe entre la dérégulation du HIF et la tumorigenese (tableau I). Les familles
atteintes de la maladie de VHL ont été scindées en type I et II en prenant pour base
la présence ou 1’absence de phéochromocytomes. Les études de ces mutations sug-
gerent les hypotheéses suivantes : a) 1’activation du HIF est impliquée dans les
hémangioblastomes ; b) ’activation du HIF est nécessaire mais pourrait s’avérer
insuffisante dans le CRCC ; c) I’activation du HIF est probalement hors de cause
dans les phéochromocytomes [62, 63]. Plusieurs événements génétiques distincts
interviennent dans les phéochromocytomes et une récente étude semble indiquer que
tous ces événements impliquent une action du PHD3 indépendante du HIF [64, 65].

L’hypothese a été faite que 1’hétérozygotie pour une mutation en VHL n’a
aucune conséquence physiopathologique, tant que 1’alléle normal restant n’est pas
inactivé. Au moins deux études récentes traitent de ce sujet. Premieérement, des
études portant sur 1I’expression génique dans les reins des patients ayant une muta-
tion en VHL suggerent tout d’abord des modifications significatives [66]. Deuxie-
mement, les neutrophiles des patients VHL hétérozygotes ont une augmentation
de I’apoptose en réponse a I’hypoxie [67]. Notre groupe de recherche a entrepris
des études approfondies sur les tissus apparemment normaux provenant de patients
présentant des mutations germinales du gene VHL [11, 68, 69]. Nous avons étudié
ces tissus a I’aide d’un anticorps dirigé contre I’anhydrase carbonique IX, une cible
bien caractérisée du HIF-1 et absente de la plupart des tissus normaux. Chose éton-
nante, nous avons découvert que I’anhydrase carbonique IX était exprimée de
facon multifocale dans le tissu rénal normal prélevé lors de la chirurgie du CRCC.
Nous n’avons pas observé ces foyers microscopiques dans les tissus provenant de
patients présentant un CRCC sporadique, mais uniquement sur ceux présentant
une mutation germinale du VHL. L’analyse de I’ADN du gene VHL et I’étude par
immunomarquage de la protéine VHL étaient toutes les deux compatibles avec
une inactivation du second allele, et d’autres cibles de HIF (GLUTI1, VEGF)
étaient également exprimées de maniere excessive. Les lé€sions étaient générale-
ment trés petites, souvent limitées a une seule cellule dans la section analysée.
Tous ces résultats ont de nombreuses implications. Tout d’abord, le HIF est activé
dans les zones anormales détectables de maniere précoce dans les reins des patients
atteints d’une maladie de VHL. Ceci est compatible avec le fait que I’inactivation
du VHL suffit a elle seule a activer le HIF, et que 1’activation du HIF est capitale
pour la tumorigenese. Deuxiemement, la prédominance de 1€sions limitées semble
indiquer que 1’effet net de la perte de fonction de VHL sur la prolifération est
limité, voire négatif. Ceci pourrait s’expliquer soit par un effet tres modeste sur la
prolifération soit, au contraire, par un effet important sur la prolifération, combiné
a une augmentation équilibrée du taux de mortalité cellulaire. Nous privilégions
la premiere hypothese car I’augmentation du Ki67 était trés modeste par rapport
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aux cellules ne présentant aucune activation du HIF. En troisieme lieu, un aspect
intéressant de la tumorigenese chez les patients atteints de VHL est que les cellules
recoivent un apport vasculaire excessif avant la croissance.

L’identification de ces foyers dans des régions du rein qui apparaissent normales
permet d’établir une comparaison entre les cellules qui ont perdu le second allele de
VHL, en entrainant une activation complete du HIF, et les cellules adjacentes qui en
sont encore pourvues. Pour les foyers qui n’occupent pas un tubule complet, nous
sommes parvenus a déterminer avec certitude le segment du néphron dans lequel ils
se trouvaient, en examinant les cellules adjacentes. Nous avons découvert que les
foyers multicellulaires étaient présents plus souvent dans le tubule distal que dans le
tubule proximal. Cette découverte était inattendue car on pensait généralement que
le CRCC provenait du tubule proximal. Cependant, plusieurs auteurs ont suggéré
une origine tubulaire distale. Chose importante, nous avons également découvert que
les foyers de I’inactivation du VHL dans le tubule distal ont considérablement réduit
I’expression de certains marqueurs tels que la E-cadhérine et la protéine de Tamm
Horsfall, par rapport aux cellules adjacentes. Notre hypothese actuelle repose sur le
fait que I’action du VHL en tant qu’onco-suppresseur est relativement spécifique au
tubule distal et que la perte de fonction du VHL engendre directement une dédiffé-
renciation. Il est frappant de constater que ces 1ésions prémalignes ont une ressem-
blance étroite avec les cellules tumorales, y compris 1’aspect caractéristique des
cellules transparentes et 1’expression de la vimentine filamentaire intermédiaire.

Le VHL étant un exemple classique d’oncosuppresseur faisant office de « gar-
dien » (gatekeeper), ces résultats sont plutdt inattendus, car il apparait que la perte
de fonction du VHL explique de nombreux changements de phénotype rencontrés
dans la cellule cancéreuse entierement transformée, mais a peu d’effet sur la pro-
lifération. Ceci implique que d’autres événements sont nécessaires pour permettre
la prolifération. Par exemple, il est possible que ces événements soient assez fré-
quents et tolérés par les cellules épithéliales tubulaires distales déficitaires en VHL,
mais qu’ils soient fatals aux cellules dont le VHL est intact. D’un point de vue
pharmacologique, un souci théorique important est le risque que 1’activation du
HIF augmente le risque de carcinome rénal. Ces résultats sont réconfortants d’une
certaine maniére, au moins pour ce qui concerne la potentialisation a court terme
du HIF, car I’effet proliférateur de I’activation du HIF et la probabilité de progres-
sion jusqu’a une tumeur maligne paraissent faibles.

Il est récemment devenu évident que certains sujets humains ont hérité d’un
défaut de controle de I’érythropoiétine, entrainant une production excessive
d’érythrocytes et une polyglobulie. Deux états sont désormais identifiés. Le pre-
mier a été initialement décrit en tant qu’état autosomique récessif en Tchouvachie
[70]. Cet état est di a 'homozygotie pour une mutation en VHL (R200W) qui
réduit la capacité du VHL a capturer et a réaliser I’ubiquitinylation des sous-unités
hydroxylées de HIF alpha. Par la suite, cette mutation a été isolée dans d’autres
populations et la polyglobulie a été associée a une double hétérozygotie composite
pour d’autres mutations en VHL [70-72]. Dans le second cas, 1’étude d’une généa-
logie courte recensant trois personnes affectées, a montré que la polyglobulie était
associée une mutation faux sens dans le gene PHD2 qui aboutissait a une perte de
fonction quasi totale [73]. Le mécanisme proposé pour la dérégulation du HIF est
une haplo-insuffisance. Cette derniere découverte laisse supposer que chez les
sujets normaux, PHD2 est capitale pour le contrdle de la production d’érythro-
poiétine. Un aspect important de ces familles est qu’elles ne semblent pas étre



62 P.H. MAXWELL

affectées par les symptomes séveres de la maladie de von Hippel Lindau. Elles ne
semblent donc pas développer de kystes rénaux ou de CRCC, ni d’hémangio-
blastomes de la rétine ou du systeme nerveux central [73, 74], ce qui pourrait
s’expliquer de plusieurs manieres. La premiere raison serait que le développement
de ces symptomes nécessite une activation complete du HIF, et non partielle. La
seconde raison serait que certaines autres fonctions du VHL interviennent dans
I’onco-suppression et que cette interaction n’est pas compromise par la mutation
R200W ou par une mutation de PHD?2. Dans tous les cas, le fait que ces mutations
de VHL et de PHD2 engendrent une augmentation de 1’hématocrite sans autre
symptome clinique tend a soutenir I’hypothese selon laquelle il serait possible de
perturber le systéeme HIF de maniére controlée a des fins thérapeutiques. A 1’ave-
nir, une étude complémentaire de ces sujets pourra donner un apercu de 1’effet des
altérations mineures de I’activation du HIF sur la physiologie humaine.

Une question intéressante est de savoir si une variation plus subtile du systeme
HIF pourrait exister dans les populations humaines et pourrait étre associée a
différentes prédispositions aux maladies ainsi qu’aux résultats. Cette hypothese
parait relativement probable, notamment parce qu’il a été montré que les répon-
ses physiologiques a I’hypoxie des sujets humains varient considérablement.
Pour I’instant, nous n’avons aucune réponse définitive. Les dosages fonctionnels
de la réponse hypoxique dans les leucocytes isolés ont suggéré qu’une augmen-
tation de la réponse hypoxique du VEGF est associée a un meilleur dévelop-
pement de la circulation collatérale apres un infarctus aigu du myocarde et a la
prédisposition accrue a la rétinopathie diabétique [75, 76]. Inversement, une
réduction de la réponse du VEGF a I’hypoxie est associée a 1’ischémie sévere
des membres [77]. Il a également été prouvé qu’une mutation faux sens en HIF-1q,
P582S est liée a une prédisposition au cancer de la prostate, a 1’épithélioma spi-
nocellulaire de la téte et du cou, et aux diabetes de type II [78-80]. Selon toute
probabilité, ces premiers apercus de la variation génétique du HIF ne sont que
la face visible de I’iceberg, les subtiles différences du systeme HIF constituant
un aspect important de la susceptibilité des sujets humains a une large variété
de maladies distinctes.
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