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Résumé

Les microARN, ARN courts non codants, jouent un réle primordial dans la régulation
post-transcriptionnelle des génes. Une modification d’expression de ces ARN peut donc
contribuer a la tumorogenese et au développement tumoral par dérégulation de 1’expression
de génes impliqués dans des processus clés du cancer. Nous avons souhaité mettre en
évidence des signatures spécifiques (i) du phénotype d’invasion des méningiomes et (ii) du
phénotype d’aggressivité des gliomes par étude des oligodendrogliomes (gliomes de bas
grade) et glioblastomes (gliomes de haut grade). (i) Les profils d’expression des microARN
dans des méningiomes invasifs montrent des différences par rapport a ceux des méningiomes
non invasifs ; confirmant I'intérét de ces explorations moléculaires pour une application
diagnostique directe. (ii) Dans le cas des gliomes, plusieurs miARN ont été détectés et validés
et constituent des signatures spécifiques des gliomes en comparaison aux échantillons
controles. Certains permettent également une distinction aisée des oligodendrogliomes et
glioblastomes. Des études génomiques et épigénétiques ont été menées pour rationaliser, du
point de vue de la physiopathologie des cellules, les différences d’expression des miARN
entre les différents tissus. Au niveau du protéome, des dérégulations d’expression de cibles
des miARN identifiés ont ét¢ mises en évidence comme celles de MDH1, SIRT1, STAT3 ou
PTBP1, protéines clés de la physiologie cellulaire et nous avons pu décrire des voies
moléculaires pertinentes du développement tumoral des gliomes.

Mots-clés : Gliomes, méningiomes, microARN, étude transcriptomique, régulation

d’expression génique, biomarqueurs.

Abstract

MicroRNAs, as short endogenous non-coding RNAs, play an important role in post-
transcriptional gene silencing. Altered expression of these miRNAs can contribute to the
tumourogenesis and tumour development deregulating the expression of key cancer genes.
Our study aimed at highlighting specific signatures (i) of the invasive phenotype of
meningiomas (ii) of the aggressive phenotype of gliomas studying oligodendrogliomas (low
grade) and glioblastomas (high grade). (i) The invasive phenotype of meningiomas, also
established in vitro, is supported by deregulation of some miRNAs. (i1) As for gliomas,
several miRNAs discriminate gliomas vs control tissues and some can also distinguish
oligodendrogliomas and glioblastomas. Genomics and epigenetics studies have been run to
analyse the effect of the deregulation of expression of these miRNAs on the tumoural cell
physiopathology. Some targets of these miRNAs, MDHI1, SIRT1, STAT3 ou PTBPI1, which
are key cellular proteins, have been highlighted as deregulated. Our work suggests some new
interesting pathways implicated in glioma development.

Keywords : gliomas, meningiomas, microRNA, transcriptomic study, regulation of

gene expression, biomarkers



Liste des abréviations

Acétyl-CoA Acétyl-Coenzyme A

ACSS2 Acétyl-Coenzyme A synthétase
Ac-pré-miARN Ago2-clived-pré-miARN

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

Ago Argonaute

AKT Serin/threonin protein kinase
APAF-1 Apoptotic protease-activating factor 1
ARE AU-rich element

ARE-BP ARE- binding protein

ARN Acide ribonucléique

ARNi ARN interférence

ARNm Acide ribonucléique messager
ARNt ARN de transfert

ARPP21 AMP-regulated phosphoprotein 21
ATCC American type culture collection
ATP Adenosine triphosphate

BAK BCL2 antagonist/killer

BAX BCL2-associated X protein

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

Bcel-xl B-cell lymphoma-extra large
BCNU Carmustine

BHE Barri¢re hémato-encéphalique

BIC B-cell receptor inducible

BID BH3 interaction domain death agonist
BSA Bovine serum albumin

CA9 Carbonic anhydrase IX

CACNGS Calcium channel, voltage-dependant, gamma subunit 8
CAF1 CCR4- associative factor 1

CCD Charged coupled device

CCND1 Cyclin D1

CCNU Lomustine

CCPGl1 Cell cycle progression 1

CCR4 Chemokine receptor 4

CD95L CDO95 ligand

CDK4 Cyclin-dependant kinase 4

CRM1 Chromosome maintenance region 1
CT Computed tomography

Ct Cycle threshold



DCP1
DCP2
DGCRS8
DLEU2
DMEM
dNTP
DO
dsRBD
EDC3
ECL
EFNAI1
EGFL7
EGFR
EGFRvVIII
elF4E
elF4F
elF6
ELOSA
EMA
EP300
ERM
Exp-5
Exp-t
FADD
FAS-L
FXR1
GAX
GBM ou G
GDP
GTP
GW182
HIFla
HIG2
HMGA2
HOXA5S
HRP
HSP60/70
hTERT
HUVEC
IAP
IARC
IC

Decapping protein 1

Decapping protein 2

DiGeorge syndrome critical region gene 8
Deleted in lymphocytic leukemia 2
Dulbecco’s modified eagle medium
désoxy nucleotide triphosphate

Densité optique

double-strand RNA binding protein
Enhancer of mRNA decapping 3
Enhance chemioluminescent

Ephrin-Al

EGF-like-domain, multiple 7

Epidermal growth factor receptor

EGEFR variant III

Eukaryotic translation initiation factor 4E
Eukaryotic translation initiation factor 4F
Eukaryotic translation initiation factor 6
Enzyme linked oligosorbent assay
Epithelial membrane antigen

E1A binding protein p300
Ezrine-Radixine-Meosine

Exportin-5

Exportin-t

Fas-associated death domain

Fas-ligand

Fragile X mental retardation related protein 1
Growth arrest-specific homebox
Glioblastome

Guanine diphosphate

Guanine triphosphate

Glycin-tryptophan protein (182kDa)
Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit
Hypoxia inducible gene 2 protein

High mobility group AT-hook 2

Homebox A5

Horseradish peroxydase

Heat shock protein 60kDa/70kDa

human telomerase reverse transcriptase
Human umbilical vein endothelial cell
Inhibitor of apoptosis protein

International agency for research on cancer
Index cellulaire



IDH1
IL-1a
IL6
IPA
IRES
IRM
ITGB4
iTRAQ
IVT
LNA
LOX
m7G
MBD
MCM7
MDA
MDHI1
MDM2
MES
MGM
MGMT
miARN
miRISC
MMP
mTOR
MTT

NaBH4
NAPDH
NADH
NF2
NOT

nt

OA
ODGou O
OMS
ORF
PARN
PAZ

p-bodies
PBS
PCR

Isocitrate déshydrogenase 1

Interleukine 1o

Interleukine 6

Ingenuity pathway analysis

Internal ribosome entry site

Imagerie par résonance magnétique
Integrin beta 4

isobaric tag for relative and absolute quantitation
In vitro transcription

Locked nucleic acids

Lysyl oxidase

méthyl-7-Guanine

méthyl-DNA binding

Minichromosome maintenance complex component 7
MD Anderson

Malate déshydrogénase 1, NAD (soluble)
Mouse double minute 2

Mesenchymateux

M¢éningiome

0O6-méthylguanine-DNA méthyltransferase
microARN

miRNA- RNA induced silencing complex
Matrix métalloprotéase

Mammalian target of rapamycin
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Echantillons contrdles

Sodium borohydride

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
Nicotinamide adénine dinucléotide
Neurofibromatose 2

Negative regulator of transcription
nucléotides

Oligoastrocytome

Oligodendrogliome

Organisation mondiale pour la santé

Open reading frame

Poly-A specific ribonuclease
PIWI/Argonaute/Zwille

paires de bases

Processing-bodies

Phosphate buffered saline

Polymerase chain reaction



PDCD4
PDE2A
PDGFR
piARN
PI3K
PIP2
PIP3

PN
pré-miARN
pri-miARN
PTBPI
PTEN
PUMA
PVDF
R3HDM1
RAKE
RAN
RAN-GAP
Ras
rasiARN
RB1
RCCI1
RHA
RIN
RISC
RLC
RMA
RNA
RNAse
rpm
SAGE
SDS
SDS-PAGE
siARN
SILAC
SIRT1
SLC2A1
SNC
SNAP25
SNP
SPARC
SSC

Programmed cell death 4
Phosphodiestérase 2

Platelet-derived growth factor receptor
PIWI-interacting ARN
Phosphoinositide-3-kinase
Phosphatidylinositol 4,5-diphosphate
Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate
Proneural

précurseur de miARN

primary transcript of miARN
Polypyrimidine tract binding protein 1
Phosphatase and tensin homolog

p53 upregulated modulator of apoptosis
Polyvinyl diméthyl fluoride

R3H domain containing 1
RNA-primed, array-based Klenow enzyme assay
Ras-related nuclear protein
RAN-GTPase activating protein

Rat sarcoma virus oncogene
repeat-associated siARN
Retinoblastoma 1

Regulator of chromosome condensation 1
RNA helicase A

RNA integrity number

RNA-induced silencing complex
RISC-loading complex

Robust multi-array average
Ribonucleic acid

Ribonucléase

Rotations par minute

Serial analysis of gene expression
Sodium dodécyl sulfate

Sodium dodécyl sulfate- Polyacrylamide gel electrophoresis

small induced ARN

stable isotope labeling with amino acids in cell culture

Sirtuin 1

Solute carrier family 2 member 1
Systéme nerveux central
synaptosomal-associated protein, 25kDa
Single nucleotide polymorphism
Secreted protein, acidic, cysteine-rich
Saline sodium citrate



STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3

stRNA small temporal RNA

SVF Sérum de veau foetal

SWOG South west oncology group

tBID truncated BID

TBS Tris buffer saline

TGFpB Transforming growth factor 3

THBS1 Thrombospondine 1

TMB Tetramethylbenzidine

TNFa Tumor necrosis factor o

TPM1 Tropomyosine 1

TRBP TAR RNA binding protein

TSS Transcription starting site (site de début de transcription)
UCSF University of California, San Francisco
UTR Untranslated region

uv Rayons ultraviolets

VEGFR Vascular endothelial growth factor receptor



Table des 1llustrations

Figure 1: Exemple d’Imagerie par Résonance Magnétique ...........cceevueeriierieniieniienieenieeneesieesieeseeneeens 13
Figure 2: Exemple de coupe hiStOIOZIQUE ......ccueeviiiriieiiieiieriieciiestie ettt ettt e e eneeens 13
Figure 3 : Schéma présentant les différentes cellules gliales ..........ccovierienieniiiiiniiiiierieceeeeee 14
Figure 4: Structure histologique des différents types de gliomes ..........ccceeveevienieniienienienieneereeiene 16
Figure 5 : Coupe d’une partie du crane et des MENINZES. ......ocverrieriierierienierieieereereeseenieeneeeneeeneeens 18
Figure 6 : Schéma d’une coupe verticale de CEIVEaAU .........eviiiuiiriieriieriieiieriteee ettt 18
Figure 7 : Voie de signalisation PI3K/AKT .......ccciiiiiiiiiieieiesieseeeteeeee ettt 20
Figure 8: Voies génétiques impliquées dans la tumorogenése des oligodendrogliomes et
glioblastomes primaires et SECONAAITES ........ceeeruieruiiriieiieiieeie e eteetesee st e seeesaeesseesteesseeseeesseesneesneesenas 23
Figure 9 : Mod¢le de régulation du développement larvaire de C. elegans par lin-4 et let-7................ 29
Figure 10 : Nombre de publications sur les miARN ces neuf derniéres années...........cccceevvevveneenenne 30
Figure 11 : Mécanisme de biogenése des MicrOARN ........ccciiiiiiiiiiiieiieeeeee e 32
Figure 12 : Comparaison entre les miARN, les siARN et les piARN .......cccooiiiiiniiinienienieceeeee 35
Figure 13 : Localisation des génes codant pour les MIARN .........ccccoviiiiiniinienienieeeeeeeee e 36
Figure 14 : Maturation du pri-miARN en pré-miARN par le complexe Drosha/DGCRS.................... 38
Figure 15 : VO0i1€ des « TIITIOMNS D ...eeitiiiiiieiiiieniiieiiieeiteeite ettt ettt e site e sttt e st e sebeesbeesbeeebeeenbeeesaeeesaneenns 39
Figure 16 : Mécanisme d’export du pré-miARN du noyau vers le cytoplasme...........cecceevverveneennnne 40
Figure 17 : Clivage du pré-miARN par DICeT........cccueviiiiirieiieiierieesieeeicesteeit ettt ettt e e 41
Figure 18 : Formation du complexe miRISC .........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 44
Figure 19 : Conformation des protéines ATrgONAULE .........cceerieeriieriieriiienieeeieeeieeeieeeieeesieeesieeesree e 45
Figure 20 : Interaction entre miARN et ARNm cible chez les métazoaires ............cceeveveervenieeneennenne 47
Figure 21 : Les trois catégories de sites cibles : canoniques, marginaux et atypiques..........cccceerveenene 48
Figure 22 : Différents mécanismes de régulation de 1’expression d’ARNm cibles par les miARN.....55
Figure 23 : Implication des miARN dans le processus d’apoptose.........cceereereerieereenienieneeneeneeneeens 69
Figure 24 : Principe des chambres de Boyden ..........ccoociiiiiiiiiiiiiieeeceeeee e 76
Figure 25 : Détection des marqueurs Vimentine et EMA dans les cellules primaires de méningiomes
INVASIES €1 NON INVASIES L.e.etiiiiiiiiie ettt ettt ettt e st e sat e e sabeeebeeenbeeenaeeas 94
Figure 26 : Cellules colorées au MTT aprés invasion du Matrigel.........cceeeerienieneenienienieneeneeniene 95
Figure 27 : Pourcentages de migration et d’invasion des cellules primaires de méningiomes invasifs et
TIOTY TIIVASTES 1.ttt ettt e et e et e e bt e e bt e e bt e e eateesabeesabeeeabeeeabbeeebteesnbeesabeesnees 96
Figure 28 : Profils des index cellulaires normalisés en fonction du temps obtenus sur E-plate 16...... 97
Figure 29 : Etude du phénotype invasif de cellules invasives sur différents « coatings » de Matrigel en
présence ou non de ChIMIOATIACTANT .........ccviiiuiiiiiieiiieciee ettt e et e ete e e e e e saee e eaeeeaveeeareeennis 98
Figure 30 : Migration et invasion de cellules invasives et NON INVASIVES .......cceveerieeriienieenieenieenieeneens 99
Figure 31 : Regroupement hiérarchique des méningiomes invasifs et non invasifs ..........c.cccceeueeee. 100
Figure 32 : Génes surexprimés dans les méningiomes invasifs codant pour des protéines impliquées
dans la prolifération, I’adhésion et la motilité cellulaire ..........c.coeveeeevieecieriiiieciieee e 101
Figure 33 : Exemple de séquencage centré sur le codon 132 de IDH1.......ccooceiviiiiiiiiiiniiieieee, 105
Figure 34 : Représentation graphique des ratios d’expression des 26 marqueurs des gliomes obtenus
par la méthode de PCR qUANTItATIVE .....c..eiiiuiiiiiiiiciii ettt ettt e esan e seveeeaveeens 107
Figure 35: Exemple de représentation graphique des valeurs de dosage dans les ODG, GBM et
échantillons controles de 4 MIARN.......c.ooiiiiiiiieiecee ettt ettt ettt e e e 111
Figure 36 : Exemples de représentation graphique de classement des échantillons a partir de deux
FALIOS A7 @XPIESSION .. .eieutiietiieitteeetteeeteeeteeeeteeesteeeetseestseessseeeseeeseeesseeasseesssesassesenseeansesesseensseesssessnseeans 112



Figure 37 : Analyse génomique par PCR des loci codant les miARN marqueurs des gliomes.......... 113

Figure 38 : Etude de méthylation des PromoOtEUIS............c.eecuieieeiiieiieeie e e 116
Figure 39 : Détection par western blot de quelques protéines cibles des miARN d’intérét marqueurs
4 (ST d 1 0] 1 U< PO 118
Figure 40 : Rationalisation des fonctions des miARN d’intérét dans le développement tumoral des
gliomes et interaction avec leurs Protéines CibIES .........cceerierierierierieriiee et 127
Figure 41 : Voies métaboliques impliquant SIRT1, IDH1 et MDHI, protéines dérégulées dans les
Fod 1T0) 14 1< T OO UPRUTSURPRRR 129
Figure 42 : Profils d’électrophorése miniature aprés migration des ARN courts (A) et longs (B) sur
puce Agilent RINA Nano 0000 .......ccc.ooiiiiiiiiiiiiieiieeiie ettt ettt ettt et e st eesbeesteeebeessbeeesabeesabeenas 157
Figure 43 : Principe de la synthése d’oligonucléotides par photolithographie ............cccccceevereirennnne. 158
Figure 44 : Principe des deux étapes de la RT-PCR quantitative selon le protocole d’Applied
Biosystems permettant le dosage des ARN MAtUIES .....ccueeruieriieriieriieriieriesiiesiieriee st e st e st seeeseeeneeens 159
Figure 45 : Exemple de courbes d’amplification obtenues par PCR quantitative ...........cccecceevueennenne. 159
Figure 46 : Principe du marquage des ARN courts par le kit FlashTag Biotin HSR labeling kit
(Genisphere) et détection deS SIZNAUX ......ccueervierierierierieerieerteere et esteeteeteeteesteenseebeeseeneeenseenseenseenns 160
Figure 47 : Principe des quatres étapes du pyroSEQUENGCAZE .......ccueeveeveeereieeieeeieeieeieeeeeeeeeeeeeens 163
Tableau 1 : Outils bioinformatiques pour la prédiction de sites cibles chez les métazoaires............... 49
Tableau 2 : Liste des marqueurs des groupes de gliomes « proneuraux » (PN) et « mésenchymateux »
(IVEE ) ettt ettt et e bt e bt e s te e e hee e bt e bt e bt et e e bt e bt e bt e bt e bt e b e e st e st e st enneeteeteeteens 82
Tableau 3 : Liste des sondes permettant de distinguer les groupes O et G.......cccceveevievieneenveneennenne 83
Tableau 4 : Détails sur les différents anticorps primaires dosés en western-blot. .............ccceeeveeennennn. 93
Tableau 5 : Classement des 25 échantillons selon les classifications de Phillips et Li....................... 104
Tableau 6 : 26 miARN marqueurs des SlIOMES. ........cocuieiiriiiiiieiieie e 107

Tableau 7 : Ratios d’expression des 26 marqueurs entre glioblastomes G, oligodendrogliomes O et
échantillons contrdles N et comparaison entre méthode d’hybridation sur puces Affymetrix de type
U133 Plus 2.0 et PCR qUANTIEALIVE. ....eeitiiiiiiiiieeiie ettt ettt ettt et e sttt e st e st e e sneeesateesaneeeas 109
Tableau 8 : miARN brevetés classés en cinq groupes selon les échantillons qu’ils permettent de

ISTIMGUCT. ...ttt ettt ettt e et e e b e e bt e e s st e e s abeesateeembeesabeeebbe e bbeessteessteesabeesnbeeentes 110
Tableau 9 : Ratios d’expression permettant le diagnostic des gliomes...........ccceevvverieecieeieerieenieenenne, 112
Tableau 10 : Expression des génes hotes dans les deux types de gliomes et corrélation avec
Pexpression des MIARN ... ..coiiiiiiiii ettt e et e e ta e e s tbe e abeeseseeenveeenreeenns 115
Tableau 11 : Niveaux d’expression des protéines cibles et des ARNm qui les codent. ..................... 119

Tableau 12 : Echantillons tissulaires utilisés pour cette étude, a savoir des glioblastomes, des tumeurs
oligodendrogliales et des méningiomes comme tissus tumoraux et des échantillons contréles. ......... 156
Tableau 13 : Séquences des amorces, tailles des amplicons et température d’hybridation pour la PCR
o0 1103108 [ | <SP TT OO T T PS T U TSRS 161
Tableau 14 : Séquences des amorces, tailles des amplicons, concentrations de MgCl, et températures
d’hybridation pour la PCR préalable au pyroSEéqUeNgage. ..........cocveeevieecrereerieeeiieeieeeieeereeevee e 162



Table des matiéres

INTRODUCTION
Partie [- Les tumeurs CErebIales .........ooouiiiiiiiiiiiiiieie et e 12
I- Epidémiologie, diagnostic et classification générale............ccceeviiriiininniiiniennnne. 12
II-  Les tumeurs gliales et les MENINZIOMES ..........ceevieriiieiiiiiiieiieiie e 14
1. Données épidémiologiques et CLINIQUES.......c.cecuieuieriieieeie ettt ettt eeeneeens 14
A, TUMEULS GIHALES ...neieieii ettt ettt ettt et e bt et este e e s bt et e st e eneeeseenaeeseeneeeneenes 14
LY 1S3 T T 10743 1RSSR 17
2. Physiopathologie moléculaire et Cellulaire ............ccceevierierienieniereere e 19
T € 1100 ) E T o) 44 LT RSP SRR 19
b. OligodendroGliOMES ........c.eeiuieiiiieieei ettt ettt ettt e ettt et e et e e e eseeeesseeeesreenesneeseeneen 22
T\ 133V Y 1o 44 LTSRS 24
3. Traitement des tumeurs gliales et des MENINZIOMES ........eecveervrerieerirerieeieeieeee e eie e 25
TR e 111 14 TSRS 25
L I I 14§ 0141 1<) 4o (< USRS 26
C. LA ChIMIOTREIAPIC .. ... ettt ettt ettt ettt et et e et e s e seeneeeneenes 27
d. Nouveaux essais de thérapie CIDIEE ..........oeouiiiiiiiieieee e 27
e. Nouvelles stratégies thErapeULIQUES ........c.eecuierieiiieieiieiee ettt ee e s nee e enes 28
Partie II- Les MicTOARN (IMIARN) .....coiiiiiiecee ettt e s 29
I- Geénéralités sur les MIARN L....oooiiiiiiii e 29
1. Découverte des MIARN .....cocciiiiiiiiiie ettt et ettt e te et et beeaeeseenaeens 29
2. Nomenclature des MIARN ......occiiiiiiiiieeee ettt 31
3. Comparaison avec les autres acteurs de I’ARN interférence...........cccoeeveieeiieciieecreeeneenns 33
II-  Biogenese des MIARN. ..ottt ettt 35
1. Localisation et structure des génes codant les miARN...........cccoeiiiiiiiiiniinieieeeeee, 35
2. Transcription des tranSCrits PrIMAITES.......ccueeeveeeeveeeiuieeirieeereeesreesreesseeereeeresesseeessseesseeas 37
3. Maturation des transcrits primaires en MiARN .........cccccoiiiiiiiiiiiiie e 37
a. Formation du pré-miARN dans 1€ NOYAU .......c.eeiuiiieiieieieese e 37
b. Export du pré-miARN du noyau vers le cytoplasme............cceeeeierieiinieiereee e 39
c. Production du miARN mature dans le Cytoplasme ..........ccoeceerrrienirieieeie e 40
III-  Mécanismes de régulation de I’expression génique par les miARN ......................... 42
1. Prise en charge du miARN par le Risc loading complex (RLC) et formation du complexe
TIRISC Lttt ettt e st e ettt e bt e e s ate e sab e e sabeesabeesabeesbeeenaeeas 42
2. Interaction miARN/ARNM et SiteS CIDIES ...c.eecuieriiiriiiriiiriieciieieeeee e 45
a. Mécanismes d’interaction entre le miARN et PARNM Cible........cccoooiiieiiiiiiiniieceeeee 45
b. Categories de SIteS CIDIES .....cuiiiiiieiieii ettt ettt st e e e e aesnee it eneens 47
c. Outils bioinformatiques pour la prédiction de sites CIDIES .......coooeeveroiereriierieeseeereee e 49
3. Régulation de I’expression des ARNm cibles par les miARN .........cccoooviieiiiiiiiiiiieenen, 50
a. Généralités sur les ARNm : maturation, stabilité et traduction............coeiiveueiieiiiiiiiieeeeeieeeeeeenes 50
b. Répression de I’initiation de traduction par les MIARN ........coccoiiiiiiiinieiiee e 51
c. Répression de I’étape de post-initiation de la traduction par les mIARN ........ccocooeiiiiiiinieinneee 52
d. Régulation par dégradation des ARNM CIDIES .....ccveeiiiriiiiiiiiii e 53
e. Cas particuliers d’activation de traduCtion ............ceeriirieiieiene et 56
IV-  Les miARN dans le processus de tumorogenese et de développement tumoral ....... 57
1. Modifications des profils d’expression des miARN dans le cancer............ccccoeveeeveeenneens 57
a. Profils d’expression des miARN dans différents types de cancer..........cooeveeeeieecenieceneeeeen 57
b. Dérégulations de I’expression des miARN par défauts dans le mécanisme de biogenése.............. 58



c. Dérégulations de I’expression des miARN par réarrangement chromosomique .............ccccecveeeeene. 59

d. Dérégulations de I’expression des miARN a cause de mutations ponctuelles..........ccecveeeernne. 59

e. Dérégulations de I’expression des miARN par régulation transcriptionnelle ...........ccceceeeernne. 60

2. Modifications affectant I’hybridation miARN/ARNM cible........ccceeeviiviiiiciiiiiiciieene. 62

a. Dérégulations par modification ChromoOSOMIQUE .........ceeruieieririieriieie e 62

b. Dérégulations par mutations PONCIUEIIES.........c.eeriiiiiiiiieiieee et 62

3. miARN oncogenes et Suppresseurs de tUMEUL ..........covueerieerieeriieeriiieeieeenieeerieeeseeesneeas 64

A, MIARN ONCOZEIES. ... eetiiiieiieiieite ettt ettt ettt ettt et e eate et e aeenseeseesteeneesseenteaseensesseeneeeseenseeseenes 64

b. MiARN SUPPIeSSEUIS de tUMEUL .......ocuieiiiiieiiitieie ettt ee et sa e eeseeeeeseeenaesneesesneens 65

4. miARN impliqués dans les voies moléculaires du développement tumoral ..................... 66

a. Processus d’apoptose et de prolifération cellulaire ...........cooceririieririeiieereeeeeee e 66

D. Processus d’anGIOZENESE .......eeueruieieruieieeiieteetieteeteete et eteesee et enee et eneeeseeneeeseeneesseesesneesesneeseeneen 70

Partie I1I- Présentation et objectifs de [a these ..........occiiiiiiiiiiiiiiii e 71
MATERIEL ET METHODES

L. MALEIIE] ULTIISE ...ttt ettt 73

1. Echantillons tiSSUIAIIES ........ceecuieriieiieieeie et et et ettt eteeteeteebeeteeteete e beebeenseenseenseens 73

2. Lignées CIUIAIIES .....eovuiiriiiiiieiieiiieieestt ettt ettt ettt ettt e bt e steesbe e beenbeeseenseenseens 74

3. Cultures primaires de MENINZIOMES ......ccueervieriieriieriiertieteeieeieeteeteeteeseeseenseeseensesnseenns 74

II. IMEENOAES ...ttt ettt et ettt et esnbe et e et e 74

1. Caractérisation par immunofluorescence des cultures primaires de méningiomes............ 74

2. Test phénotypiques d’invasion des cellules.........c.ccocuiiieriieiiieniieiiieciiecreeeee e 75

A, Chambres de BOYAeN . ........oiuiiiiiiecee ettt ettt sttt ettt ene s 75

b. Systéme de mesure d IMPEAANCE.........cocuiiuieriiiieieeiee ettt e e s sae e aeeneens 77

3. Extraction des acides nucléiques €t ProtéinesS.........cc.eevurerrieirieecrieeirieecieeeereeeeireeereeeveeens 78

a. Extraction des acides NUCIEIQUES ........eeueiuieiietieiietieeee ettt ene s 78

b. EXtraction des PrOTEINES .........cceeieriiruierieetietesiieteeieete et teteesee et enee et eneeeseeneeeseeneesseesesneesesseensesnnens 79

4. Analyse de I’expression des ARNm par hybridation sur puce Affymetrix de type U133

PIUS 2.0 1ottt ettt ettt ettt et e e bt e bt et e e bt e beente e bt e bt ebeeteenteens 79

a. Principe de 1a MEthOAE ......oouiiiiiieeee et 79

b. Normalisation et analyse des réSUItaS..........ccooiiiiriiiiiieceeee e 80

5. Caractérisation moléculaire des glioblastomes et oligodendrogliomes..............cccccuennee..e. 80

a. Classification par analyse sur puce Affymetrix de type U133 Plus 2.0 ....cooeriiiiiiinieieieieee 80

b. Analyse mutationnelle du géne codant pour IDHT .........oooiiiiiiiiiiieieeeee e 85

6. Analyse du taux d’expression des MIARN .......cccoooiiiiiiiiiiice e 86

a. Par la méthode d’hybridation sur membranes « & fagON » ......ccoecveririeiirieiieeeeeeee e 86

b. Par la méthode de PCR qUANtItatiVe ........ccueeiiiiieieiieieeiieie et 86

¢. Par la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip®...........cccocoe...... 87

7. Analyse d’altérations génétiques par PCR génomique et sSéquencage .........c.cceeeveeveennene. 89

8. Etude de méthylation des promoteurs des MiARN..........ccoieiiiiiiiiiiiiieeie e 90

9. Recherche in silico des ARNM CIDIES......eoiuiiiiiiiieiieiieieeieee et 91

1O, WESEEITIEDIOL ..ttt ettt ettt et ettt ettt et e eteete e beebeenseenseenseens 92

11. Rationalisation des données et mise en évidence de nouvelles voies moléculaires............. 93

RESULTATS

Partie I- Etude du phénotype d’invasivité des mEéningiomes ...........ccceeveeereeenieenieeneeenieeneeenn 94

I- Caractérisation des échantillons mis en culture..........cooceeeieniiiiiinieniiiieceeeee, 94

1. Détection des marqueurs spécifiques, ’EMA et la Vimentine par immunofluorescence .94

2. Tests phénotypiques d INVASION .........cecuiieiuiiiiiieciieeieeeteeeieeeetee st eeveeeereeereeeveeesaseeeaneas 95

A, Chambres de BOYAEN........coiuiiiiiieieiee ettt ettt ettt ettt ne e 95

b. Systéme de mesure d’ IMPEAANCE.........cooueruierieiieii ettt ettt st e ee e e seeeneeeneens 97



II-  Recherche de marqueurs du phénotype invasif des méningiomes ...............ccccueneeen. 99

1. Recherche de biomarqueurs de type ARNML.........ccooviiviiiiiiiiiiiiec e 99

2. Recherche de biomarqueurs de type MiARN ......c.ccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 101

3. Recherche des cibles de miR-145, marqueur potentiel du phénotype invasif des

100 11 7o 0] 14 (1T PRSPPI 102

Partie II- Etude des miARN dans ’analyse physiopathologique des gliomes....................... 103

I- Sélection des échantillons de gliomes pertinents pour I’analyse........c..cccceeceereenenn 103

1. Comparaison avec deux méthodes de classification des gliomes............cccecevrvereennennen. 103

2. Analyse mutationnelle du géne codant pour IDH1.........cccooiiiiiiiiiiniiiiieeeee e, 105

II-  Analyse du taux d’expression des miARN dans les glioblastomes et

01iZ0dENAIOZIIOMES .......eiiiiiiiieiie ettt ettt ettt e e e 106

1. Analyse par les méthodes d’hybridation sur membranes « a fagon » et PCR quantitative

................................................................................................................................................. 106

2. Analyse par la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix de type miRNA

GENECRIP” ..ottt e et aeneees 108

a. Validation des 26 marqueurs précédemment dECTitS.........oevirieririeririereeieeee e 108

b. Recherche de biomarqueurs pour une application au dia@nostic ..........cecceveereereereriereneeieeeene 109

III-  Rationalisation des dérégulations d’expression des miARN dans les gliomes ....... 113

L. AItErations GENETIQUES.....c.eerierierieeieeiieeteeiteeteetesttesttesetesaeeseeesaaesntesstesseesseesneesneesnsesneas 113

2. EXpression des ENes NOLES ......cuiviiiiiiiieieiie ettt ettt ettt sttt et et 114

3. Modifications EPIZENEtIQUES .....eeeruueeriieriiieiiee ettt ettt eriteerite sttt esitee st e et e ebeesbeeesaeeenaeeas 115

T 5 74 010> [T PRSPPI 117

IV-  Analyse des cibles des miARN marqueurs des gliomes............ccceeceeeiiieniinniennnne 117
DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I- Etude du phénotype invasif des mEningiomes...........ceeveeeiieniieiiiieniieiiieie e 120

II-  Les miARN comme outils diagnostiques des gliomes ............cccceeveeeiiienieenieennnne 121

III-  Rationalisation des différences d’expression des miARN dans les gliomes........... 122

IV-  Fonction des miARN dans les tumeurs gliales..........cccceevieniiiiiniiiiiienieeieee 125

V- Les miARN comme outils thérapeutiques 7 ..........cccceeevieiiiiiienieniieieeeeeeee 129

BIBLIOGRAPHIE .....oooiiieeee ettt ettt e e et e e e et e e e e nsaaeeeensaeaeennnseeeas 131

ANNEXES ..ottt e e e e e aa e e e aa e e e baeeeba e e ebae e ebeeeearaeenareeeanraeennns 156

11



Introduction



Introduction

Partie I- Les tumeurs cérébrales

I- Epidémiologie, diagnostic et classification générale

Les tumeurs cérébrales sont des tumeurs du systtme nerveux central (SNC) et
représentent 2% des cas de cancer chez 1’adulte avec une incidence de 4 cas pour 100000
habitants dans le monde et 5,6 cas pour 100000 habitants en France (Globocan, IARC). Ce
sont les plus fréquentes des tumeurs solides chez I’enfant. Ces tumeurs, bénignes ou malignes,
résultent d’une prolifération anormale de cellules gliales, arachnoidiennes ou endothéliales
dans le cerveau. Les tumeurs cérébrales peuvent également étre le résultat de métastases de
tumeurs extra-craniennes (cancer du poumon ou du sein par exemple). Les tumeurs cérébrales
bénignes sont le sie¢ge d’une prolifération lente de cellules et les tumeurs malignes, classées
« cancéreuses », croissent rapidement, et peuvent envahir et endommager les structures

cérébrales.

Les manifestations cliniques de ces tumeurs dépendent essentiellement de la
localisation et du volume de la masse tumorale. Ces tumeurs peuvent étre la cause d’une
hypertension intracranienne accompagnée d’une hydrocéphalie et engendrer des symptomes
tels que des maux de tétes, vertiges, nausées, troubles visuels et auditifs, voire des
convulsions, des troubles du comportement ou des dysfonctionnements neurologiques

importants (crises épileptiques par exemple).

Les premiers examens menés sont a 1’heure actuelle basés sur des méthodes
radiologiques telles que le CT-scanner (Computed tomography) et 'IRM (Imagerie par
Résonance Magnétique). Le scanner met en évidence, apres injection d’agent de contraste
(comme par exemple les produits iodés hydrosolubles bloquant les rayons X), la localisation
de la tumeur, I’cedéme péri-tumoral et permet d’évaluer la masse tumorale. L’IRM, ayant une
meilleure sensibilité de contraste, est souvent complémentaire du scanner. Cette technique
permet la visualisation des tissus mous, de préciser I’anatomie et la localisation des lésions
tumorales mais également de montrer les limites de ces lésions et les rapports avec les
structures environnantes. Dans ce cas, I’agent de contraste utilisé doit avoir des propriétés

paramagnétiques, comme c’est le cas pour le gadolinium, trés souvent utilisé.

Un exemple d’oligodendrogliome mis en évidence par IRM est présenté sur la figure 1.
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Figure 1: Exemple d’Imagerie par Résonance
Magnétique.

Oligodendrogliome se développant dans la substance
blanche en suivant le gyrus cortical.

Pour ¢laborer un diagnostic plus fiable, il est nécessaire par la suite d’effectuer une
intervention chirurgicale telle que la biopsie ou I’exérése compléte de la tumeur suivie d’une
analyse morphologique du fragment prélevé au microscope par des anatomopathologistes.
Cette analyse permet par exemple de mettre en évidence quelques caractéristiques des
glioblastomes telles qu'une forte densité cellulaire, la présence de nombreuses mitoses, de
zones de nécrose entourées par un arrangement palissadique des cellules tumorales ou encore

de nombreux vaisseaux avec prolifération endothéliale (Figure 2).

Figure 2: Exemple de coupe
histologique.

Coupe histologique de glioblastome sur
laquelle sont présentés une plage de nécrose
entourée de cellules tumorales en pseudo-
palissades (fleche rouge) et des vaisseaux
avec prolifération endothéliale (fléches

: noires).
Padts

1<y, 2N
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De maniere simplifiée, sur la base de ces critéres histologiques et cellulaires, on
distingue : les tumeurs d’origine hématopoiétique (lymphomes cérébraux), les tumeurs
germinales, les tumeurs de la région sellaire (adénomes hypophysaires), des nerfs
périphériques (neurofibromes) mais principalement les tumeurs des méninges (dont les

méningiomes) et les tumeurs neuroépithéliales (dont les tumeurs gliales).
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II- Les tumeurs gliales et les méningiomes

1. Données épidémiologiques et cliniques

a. Tumeurs gliales

Les gliomes ou tumeurs gliales représentent plus de 40% des tumeurs du SNC et
constituent une cause importante de morbidité et de mortalité puisqu’elles représentent la
deuxieme cause de mortalité par cancer chez les enfants de moins de 15 ans et la troisiéme
chez les personnes agées de 15 a 34 ans. Ces tumeurs se développent au niveau de la glie,
tissu de soutien du systeme nerveux, et plus précisément aux dépens des cellules
macrogliales, comme les astrocytes et oligodendrocytes. Ces cellules ont un rdle essentiel
pour le bon fonctionnement des neurones puisque les astrocytes, de forme étoilée, jouent un
role dans I’alimentation des neurones et dans la propagation du signal nerveux, et les
oligodendrocytes, sont a 1’origine des gaines de myéline entourant les axones des fibres

nerveuses (Figure 3).

O Figure 3 : Schéma présentant les
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I1 existe actuellement deux classifications de ces tumeurs : celle de ’OMS, mise a jour
en 2007 (Louis et al., 2007), reposant sur des critéres exclusivement morphologiques et celle
de I’Hopital Sainte-Anne (Paris), classification francaise qui repose a la fois sur ’examen
anatomo-pathologique mais également sur I’analyse des images IRM et des données cliniques

(Daumas-Duport ef al., 2000).

Selon I’OMS, 4 grades peuvent étre définis selon leur degré de malignité et donc par
leur capacité a envahir le parenchyme cérébral :
- Grade I : astrocytome pilocytique
- Grade II : astrocytomes fibrillaires, oligoastrocytomes et oligodendrogliomes
- Grade III : astrocytomes, oligoastrocytomes et oligodendrogliomes anaplasiques

- Qrade IV : glioblastome

Les astrocytomes pilocytiques sont bénins et trés fréquents chez les enfants et
I’exéreése tumorale par chirurgie permet souvent la guérison. Les astrocytomes fibrillaires
présentent un pouvoir invasif encore modéré mais la chirurgie permet difficilement la
résection compléte et la médiane de survie est d’environ une dizaine d’années. Les
astrocytomes anaplasiques sont des tumeurs malignes avec un pouvoir invasif plus important
et la médiane de survie des patients est de ’ordre de 2 a 3 ans. Quant aux astrocytomes de
plus haut grade, les glioblastomes, ils représentent prés de 50% de ’ensemble des gliomes et
présentent des caractéres de malignité importants tels qu’une prolifération incontrolée (2 a 5
fois plus importante que dans les astrocytomes de grade inférieur), une vascularisation
importante ainsi que des zones de nécrose. Dans ce cas, la médiane de survie des patients est
inférieure a un an et le taux de survie a 5 ans est de 3% alors qu’il est dix fois plus élevé pour
les astrocytomes anaplasiques. Dans le cas des glioblastomes, le taux de récidive est de 90%

apres acte chirurgical.

Selon la classification de I’OMS, les fréquences de détection des trois types de
tumeurs sont grossiérement les suivantes : <10% pour les oligoastrocytomes, de 10 a 30%

pour les oligodendrogliomes et de 60 a 70% pour les astrocytomes.

Cependant, cette classification présente quelques inconvénients. En effet, elle prend en
compte des données histologiques uniquement et n’intégre pas les données cliniques et
d’imagerie. Ceci entralne donc un manque de reproductibilit¢é intra et inter
anatomopathologiste. Ce manque de reproductibilit¢ est d’une part dii au fait que les

parameétres histologiques sont trés nombreux dont certains sont contradictoires et d’autre part
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di au fait que cette classification ne tient pas compte de I’hétérogénéité tumorale et de

I’infiltration du parenchyme par les cellules tumorales.

Pour pallier les problemes de reproductibilit¢ de cette classification OMS, une
classification originale a été proposée par le Dr Daumas Duport, couramment référencée
comme classification de 1’Hopital Sainte-Anne (Daumas-Duport et al., 2000). Pour
I’¢laboration de celle-ci, des biopsies étagées stéréotaxiques ont été étudiées histologiquement
et une corrélation entre histologie et imagerie IRM a été établie. Cela a permis de mettre en
évidence la structure spatiale des différents types de gliomes, qu’ils soient solides, infiltrants

ou mixtes (Figure 4).

Structure Tissu tumoral Tissu tumoral (TT) Cellules tumorales
spatiale (TT) et cellules isolées
tumorales isolées
o
a b
an c:cﬁ 12 i
OuU. ?Q?%} f‘?"%ﬁu [ ] GCB
° b RS §§Wum
= d,'.\ [=] =] “‘BEE,-C%S
g e
i o o
Aspect a I''BM Prise de Prise de gadolinium Pas de prise
gadolinium (TT unigquement ) de gadolinium
hypo-intense en T1
hypo-intense en T2
Principaux Astrocytome Glioblastome Cligodendrogliome
types pilocytigue Oligodendrogliome et et cligoastrocytome
tumaraux oligoastrocytome

Figure 4: Structure histologique des différents types de gliomes.

Le tissu tumoral solide est formé uniquement de cellules tumorales et est accompagné
d’une microangiogenése entrainant une prise de contraste a 1’imagerie IRM. Les tumeurs
infiltrantes sont constituées de cellules tumorales isolées, dans le parenchyme
morphologiquement et fonctionnellement intact. Dans ce cas, il n’y a pas de

microvascularisation se traduisant par une absence de prise de contraste a I’imagerie.

Deux grades sont ainsi définis comme suit :

- Grade A: absence de prise de contraste et d’hyperplasie endothéliale (survie
médiane de 11 ans)
- Grade B : prise de contraste et/ou hyperplasie endothéliale (survie médiane de 3,5

ans)
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Dans cette classification, seuls les astrocytomes pilocytiques sont considérés comme
gliomes solides non infiltrants et parmi les gliomes avec une composante infiltrante, trois
catégories sont définies :

- Oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade A (structure infiltrante pure)
- Oligodendrogliomes et oligoastrocytomes de grade B (structure mixte)

- Glioblastomes (structure mixte)

Enfin, en marge de ces classifications, sur le plan clinique, on distingue deux types de
glioblastomes, les glioblastomes primaires et les glioblastomes secondaires, suivant si la
tumeur s’est formée directement (de novo) ou si elle découle de la transformation progressive
d’une tumeur de grade plus faible (astrocytome diffus de grade II ou astrocytome anaplasique
de grade III). Environ 5% des cas de glioblastomes sont des glioblastomes secondaires
(Dropcho et Soong, 1996) et affectent principalement des sujets jeunes (dge moyen = 45 ans),
contrairement aux glioblastomes primaires (dge moyen =~ 62 ans). Le temps d’évolution entre
un astrocytome de grade II et un glioblastome secondaire est d’environ 5 ans alors qu’il n’est
que d’environ 1 an entre un astrocytome de grade III et un glioblastome secondaire (Ohgaki et

Kleihues, 2007).

Il est enfin possible de classer les types de tumeurs selon des critéres purement
moléculaires. Les analyses du transcriptome permettent notamment de proposer un
regroupement des gliomes en divers types et sous-types sur la base des taux d’expression
d’ensembles de genes limités (Phillips ef al., 2006 ; Li et al., 2009) (pour plus de détails cf
Matériel et méthodes et Résultats partie II).

b. Méningiomes

Les méningiomes représentent les secondes tumeurs du SNC les plus fréquentes chez
’adulte avec environ 20% des cas ; ces tumeurs apparaissant chez des patients agés de 20 a 60
ans environ et observées plus fréquemment chez les femmes (ratio 3:2). Les méningiomes
résultent d’une prolifération anormale de cellules arachnoidiennes et se présentent
généralement sous la forme de nodules rattachés a la dure-mere, membrane la plus externe des
trois membranes constituant les méninges avec la pie-mére et I’arachnoide. La pie-mere est la
membrane qui adhere a la surface du cerveau alors que 1’arachnoide tapisse la face interne de

la dure-mere (Figure 5).
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peau

os du crane
dure-meére

arachnoide

pie-mere
cortex cérébral

Figure 5 : Coupe d’une partie du crane et des méninges.

Les méningiomes se développent donc en position intracrdnienne mais extra
cérébrale, de telle sorte qu’en principe, ils repoussent le tissu cérébral sans I’envahir. Ces
tumeurs peuvent apparaitre soit a la base, soit sous la volte du crane, mais aussi aux dépens
des cloisons méningées proprement dites : la tente du cervelet, qui sépare le cerveau du tronc
cérébral et du cervelet et la faux du cerveau qui sépare I’hémisphére droit du cerveau de

I’hémisphere gauche (Figure 6).

Faux du cerveau

Figure 6: Schéma d’une
coupe verticale de cerveau Tente du cervelet

Cervelet

On distingue plusieurs types de méningiomes, se différenciant par leur « architecture »
et les caracteres cytologiques de la prolifération, classés selon I’OMS en trois grades (Louis et
al., 2007). Les types les plus fréquemment observés sont les méningiomes
méningothéliomateux, fibroblastiques et transitionnels, tous trois de grade I. Six autres types
sont classés en grade I (psammomateux, angiomateux, microkystique, sécrétant, riche en
lymphocytes et métaplasiques). Les méningiomes atypiques, chordoides et a cellules claires
sont, quant a eux, classés en grade II et les méningiomes rhabdoides, papillaires et

anaplasiques en grade III.
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Bien que la majorit¢ des méningiomes soient considérés comme bénins (grade I),
environ 20% présentent des signes de malignité tels qu’une vascularisation importante, une
perte de différenciation, des nucléoles proéminents et I’apparition de nécrose. Concernant le
risque de récidive, pour les tumeurs de grade I, il est de 3% a 5 ans alors que pour les grades
IT et 111, il y a respectivement 38% et 78% de récidive a 5 ans (Jaaskelainen et al., 1986). Un
des facteurs du risque de récidive est I’invasivité du cortex cérébral adjacent (invasivité
corticale) puisque 36% des tumeurs avec invasivité corticale récidivent contre 1% seulement
sans invasivité corticale (Mantle ef al., 1999). D’autres types d’invasivité ont été décrits tels
que I’invasivité osseuse ou I’invasivité durale (Gay, 2004). Concernant I’invasivité osseuse,
elle a été rapportée en 1799 par Matthew Baillie qui décrit le méningiome a invasivité osseuse
comme une tumeur qui grossit a partir de la dure-mére et qui est associée a 1I’envahissement

intra-osseux du crane. L’invasivité durale, quant a elle, concerne 1’invasivité de la dure-mere.

2. Physiopathologie moléculaire et cellulaire

Plusieurs études ont ét¢ menées ces dernieres années pour mieux comprendre les
altérations génétiques et voies moléculaires impliquées dans 1’oncogenese des gliomes et des
méningiomes.

a. Glioblastomes

L’altération génétique la plus courante dans les glioblastomes, qu’ils soient primaires
ou secondaires, est une perte d’hétérozygotie du chromosome 10q alors que la perte
d’hétérozygotie du chromosome 10p est plus typique des glioblastomes primaires, tout
comme la perte du chromosome 10 dans son ensemble (Ohgaki et Kleihues, 2007). D’autres
altérations ont également été décrites comme plus typiques des glioblastomes primaires ou

des glioblastomes secondaires.

Par exemple, dans les glioblastomes primaires, on peut observer une activation de la
voie de signalisation PI3K/AKT due principalement a une surexpression de I’EGFR (40% des
glioblastomes primaires) ou a une inactivation de PTEN (25% des glioblastomes primaires).
En effet, ’EGFR devient actif aprés fixation des facteurs de croissance et recrute PI3K a la
membrane cellulaire une fois activé. Cette protéine PI3K a pour rdle de phosphoryler PIP2 en
PIP3 qui active des molécules effectrices telles que AKT ou mTOR ; cette voie de

phosphorylation étant inhibée par la protéine PTEN. AKT inhibe I’apoptose et favorise la
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prolifération cellulaire, son activation suite a une augmentation de I’EGFR et/ou une
inactivation de PTEN entraine donc par la suite une augmentation de la prolifération et de la
survie cellulaire. Cependant, dans quelques cas de glioblastomes, notamment dans les cas de
glioblastomes pédiatriques, 1’amplification de ’EGFR est rare voire absente mais on retrouve
la présence d’un variant de ’EGFR, PEGFRVIII, présentant une délétion de deux exons.
L’activation constitutive de ce variant entraine la méme cascade de réactions décrite
précédemment entrainant la prolifération et la survie des cellules tumorales. La voie de

signalisation PI3K/AKT est présentée sur la figure 7.

Epidermal
growth
EGFR factor, _ _ Activated Constitutively
activated

EGFRviIl

( mTOR )

Proliferation

Figure 7 : Voie de signalisation PI3K/AKT (Selon Mellinghoff et al., 2005).

Une fois ’EGF (Epidermal growth factor) fixé au récepteur EGFR, I’enzyme PI3K est recrutée a la
membrane cellulaire pour convertir PIP2 en PIP3. Cette molécule PIP3 entraine ensuite 1’activation
d’un certain nombre d’effecteurs comme AKT et mTOR, effecteurs induisant une prolifération
cellulaire et bloquant 1’apoptose. PTEN, quant a elle, est I’enzyme impliquée dans la
déphosphorylation de PIP3.

Cette voie peut également étre activée suite a une activation constitutive d’un variant de I’EGFR,
I’EGFRVIIL.

Une des altérations génétiques plus fréquemment observées dans les glioblastomes

secondaires est une mutation du géne TP53 codant pour le suppresseur de tumeur p53
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(fréquence de 65% dans les glioblastomes secondaires vs 30% dans les glioblastomes
primaires) (Ohgaki et Kleihues, 2007). Cette protéine p53 joue un role dans le controle du
cycle cellulaire puisqu’elle est capable, suite a une agression génotoxique, en activant la
transcription de plusieurs génes, de bloquer le cycle cellulaire en phase G1 mais également
d’induire la mort par apoptose des cellules ou d’induire la réparation de I’ADN suivant les
dégats causés (Vousden et al., 2002). L’inactivation de p53 par mutation ponctuelle entraine
donc une perte de ce «check-point» en phase Gl et engendre des aberrations
chromosomiques a I’origine de la tumorogenése des glioblastomes. La voie de p53 peut
¢galement étre inactivée par amplification de MDM?2 qui entraine la dégradation de p53
(Furnari et al., 2007). Une telle amplification est observée dans environ 10% des
glioblastomes primaires ne présentant pas de mutation dans le géne TP53 (Reifenberger ef al.,

1993).

Une autre voie de signalisation, pl6/RBI1, est également impliquée dans Ia
tumorogenese des glioblastomes primaires et secondaires. Plusieurs altérations de p16 ont été
mises en évidence dans les glioblastomes primaires et secondaires. Ces altérations peuvent
étre une délétion homozygote du gene suppresseur pl6 (plus fréquente dans les glioblastomes
primaires) ou une forte méthylation de son promoteur (plus fréquente dans les glioblastomes
secondaires) (Nakamura et al., 2001a). On retrouve également une méthylation importante du
promoteur du gene RB1 dans 40% des glioblastomes secondaires et seulement 15% des
glioblastomes primaires, hyperméthylation trés souvent associée a une perte d’expression de

la protéine RB1 (Nakamura et al., 2001b).

La protéine RB1 est impliquée dans le contrdle du cycle cellulaire et notamment dans
le controle de la progression de la phase G1 a la phase S. Elle est hypophosphorylée dans les
cellules quiescentes et séquestre le facteur de transcription E2F. Sa phosphorylation par le
complexe CyclinD1/CDK4 entraine la libération de E2F, libération induisant la transcription
de génes qui vont promouvoir 1’avancée dans le cycle cellulaire (Sherr et Roberts, 1999).
Cette protéine RB1 joue donc un rdle de controle négatif de la prolifération par sa liaison a
E2F et ce role peut étre aboli, soit par la phosphorylation de RB1 aprés amplification de
CDK4 principalement, soit par inactivation du géne RB1 (par hyperméthylation par exemple).
Le role de p16 est d’inhiber I’action du complexe CyclineD1/CDK4 par liaison avec CDK4 et

donc d’inhiber la transition de la phase G1 a la phase S.

On retrouve également dans les glioblastomes I’inactivation d’autres geénes par

hyperméthylation de leurs promoteurs, notamment le géne de la méthylguanine
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méthyltransférase (MGMT). Une telle hyperméthylation est retrouvée dans 75% des
glioblastomes secondaires et dans seulement 35% des glioblastomes primaires (Nakamura et
al., 2001c). MGMT est une enzyme de réparation qui Ote spécifiquement les groupements
alkyles promutagéniques présents dans I’ADN et permet donc de protéger les cellules de la
carcinogenese induite par des agents alkylants. Cette réparation par les cellules tumorales est
donc impliquée dans la chimiorésistance envers les traitements alkylants tels que le
temozolomide, souvent utilis¢ en chimiothérapie des glioblastomes. Les patients dont le géne
MGMT est méthylé sont donc plus chimiosensibles aux agents alkylants que ceux ayant le
gene non méthylé (Esteller ef al., 2000). I1 a également été montré qu’il existe une corrélation
entre 1’hyperméthylation de ce promoteur et la présence de mutations du gene TP53
(Nakamura et al., 2001c). En effet, plus de 90% des astrocytomes présentant une
hyperméthylation du promoteur MGMT ont une mutation dans le géne TP53 alors que
seulement 40% des cas ne présentant pas cette hyperméthylation portent la mutation du geéne
TP53. Les deux voies génétiques a 1’origine des glioblastomes primaires et secondaires sont

présentées sur la figure 8 (Ohgaki et al., 2004).

b. Oligodendrogliomes

Une des altérations les plus fréquentes dans les oligodendrogliomes est la codélétion
Ip et 19q (Reifenberger et al., 1994), codélétion tres spécifique de ce type tumoral puisque
retrouvé dans 75% des oligodendrogliomes et dans seulement 10% des tumeurs astrocytaires
(Smith et al., 1999). Ces événements semblent survenir précocement dans leur tumorogenése
puisqu’ils sont retrouvés aussi bien dans les oligodendrogliomes de bas grade (grade II) que
dans les oligodendrogliomes anaplasiques (grade III). Dans les oligodendrogliomes est
fréquemment retrouvée une mutation au niveau du geéne codant pour [I’isocitrate
deshydrogénase cytosolique, IDHI, et ce dans pres de 70% des cas. Cette mutation est
également présente dans les astrocytomes de grades II et III dans pres de 50% des cas, ainsi
que dans les glioblastomes secondaires (50%) mais trés rarement dans les glioblastomes
primaires (6%) (Balss et al., 2008; Ichimura et al., 2009). Cette mutation unique, entrainant le
remplacement de 1’arginine en position 132 en histidine, engendre une incapacité de cette
enzyme a catalyser la décarboxylation de I’isocitrate en a-cétoglutarate et donc a produire du
NAPDH, nécessaire dans le mécanisme de défense en cas de stress oxydatif. Cette mutation

n’est pas retrouvée dans les cancers affectant d’autres organes que le cerveau, ceci pouvant
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étre expliqué par une forte pression de sélection due a des niveaux de stress oxydatifs plus
importants dans le cerveau que dans les autres organes.

D’autres altérations génétiques, fréquentes dans les tumeurs astrocytaires, sont
¢également présentes dans les oligodendrogliomes a une fréquence plus faible. C’est le cas par
exemple des délétions du chromosome 10q dans environ 35% de ces tumeurs, de
I’amplification de ’EGFR dans 5-20% des cas ou encore des délétions de p16/CDK4 dans
moins de 30% des cas (Reifenberger et al., 1996, Sato et al., 1996, Hoang-Xuan et al., 2001).
De plus, les mutations de P53, treés fréquentes dans les glioblastomes, sont rares dans les
oligodendrogliomes puisque rapportées dans 4-15% des cas (Ohgaki ef al., 1991, Hoang-
Xuan et al., 2001).

Deux voies de tumorogenese principales ont ¢été mises en évidence dans les
oligodendrogliomes (Figure 8). La premicre voie est identifi¢e par la codélétion 1pl19q
entrainant le développement d’oligodendrogliomes de bas grade (grade II) alors que la
deuxieme voie, plutdt caractérisée par la présence des altérations génétiques isolées ou
combinées telles que la perte du chromosome 10q, I’amplification de ’EGFR ou la délétion
de pl16/CDK4, donnerait plutot lieu a des oligodendrogliomes infiltrants et plus agressifs
(grade I1I).

et \
/’(elt)qdelenon p16, amplification EGFR QQ

QO
‘ Mutation TP53 (59%)

Perte 10q (70% 1
a(70%) Mutation TP53 (53%)

Amplification EGFR (40%)* Astrocytome bas \

de (gradell
Mutation TP53 (30%) grade (gradell) )*0
Délétion p16 (30% 4
p16(30%) 0 Perte 10q (63%)

Mutation PTEN (25%)* Mutation TP53 (65%)*

Délétion p16 (20%)
Amplification EGFR (8%)
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Figure 8 : Voies génétiques impliquées dans la tumorogenése des oligodendrogliomes
et glioblastomes primaires et secondaires (Selon Ohgaki ef al., 2004 et Hoang-Xuan,

2005). * altérations ayant des fréquences différentes entre GBM primaires et secondaires
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c. Méningiomes

Plusieurs altérations génétiques ont été¢ décrites dans le cas du méningiome, la plus
commune étant la perte d’hétérozygotie du chromosome 22 (Dumanski et al., 1990),

retrouvée dans pres de 75% des méningiomes.

D’autres altérations ont été observées telles que la perte d’hétérozygotie des
chromosomes 1, 10 et 14. Il a été¢ montré que les pertes alléliques des bras 1q, 10q et 14q sont
plus fréquemment observées pour des méningiomes atypiques ou anaplasiques ; cela suggere
que la présence de telles pertes dans des méningiomes bénins pourrait étre une indication de
récidives potentielles (Simon et al., 1995). Dans le cas du chromosome 10, la perte
d’hétérozygotie est associée a une augmentation du grade des tumeurs et a une baisse de la

survie des patients (Mihaila et al., 2003).

Concernant les genes impliqués dans la pathogénicité, une étude rapporte une
inactivation biallélique du géne de la neurofibromatose NF2 (localisé sur le chromosome 22)
codant pour une protéine, appelée schwannomine ou merline, dans plus de 70% des
méningiomes de grade II et III et une mutation de ce géne dans une partie des méningiomes
bénins. Cette protéine, membre de la famille des Ezrine, Radixine, Meosine ou ERM (famille
4.1), est cytoplasmique, sous-membranaire et est localisée au niveau des jonctions adhérentes
entre les cellules (Bretscher et al., 2002). Ces jonctions permettent la rigidité des tissus mais
sont également nécessaires a I’inhibition de croissance par contact puisque ce contact permet
aux cellules de stopper leur prolifération. Cette protéine a donc un rdle de régulation de la
croissance cellulaire et son inactivation favoriserait le développement et la progression
tumorale chez ’Homme et la souris (McClatchey ef al., 1998). Une autre étude a montré que
des souris présentant une inactivation du gene NF2 dans les cellules arachnoidiennes

développeraient des méningiomes (Kalamarides et al., 2002).

Une autre protéine, appelée DAL-1, dont le gene est localisé sur le chromosome 18,
est impliquée dans la tumorogenese de certains méningiomes puisqu’une perte d’expression
de cette protéine a été observée dans environ 60% des méningiomes, de tous grades (Gutmann
et al., 2000). Cette protéine interagirait avec des protéines jouant un role dans la régulation de

la croissance cellulaire.

Plusieurs protéines ont été¢ décrites comme étant des protéines intervenant dans les

mécanismes de I’adhérence et de I’invasivité. Parmi elles, on retrouve plusieurs protéines de
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la matrice extracellulaire dont deux cathepsines, les métalloprotéases, SPARC (Secreted

protein, acidic, cysteine-rich) et THBS1 (thrombospondin 1).

Les cathepsines B et L, protéases de la matrice extracellulaire, sont retrouvées avec
des fréquences variables dans les méningiomes atypiques et sont présentes dans 53% des
méningiomes ayant une invasivité osseuse (Strojnik ef al., 2001). La métalloprotéase MMP9
également protéase de la matrice extracellulaire, est impliquée dans I’invasivité corticale des
méningiomes ; le niveau d’expression des ARNm MMP9 augmentant avec le degré
d’invasivité corticale. Par contre cette métalloprotéase n’aurait pas d’implication dans

I’invasivité durale et osseuse (Kirches et al., 2001).

La protéine SPARC serait un marqueur appropri¢ de 1’invasivité des méningiomes
puisque une étude a montré que cette protéine n’était pas exprimée dans 9 méningiomes non
invasifs mais ’était fortement dans 20 tumeurs invasives (Rempel ef al., 1999). Enfin, la
thrombospondine 1 (THBS1) serait un marqueur plus spécifique de I’invasivité osseuse des
méningiomes puisqu’il a été montré in vifro que cette protéine est fortement sécrétée par les
cellules provenant de méningiomes avec une invasivité osseuse (Gay, 2004). Ces deux
dernicres protéines appartiennent a la famille des protéines dites « matricellular proteins » qui
sont des modulateurs des interactions entre la cellule et la matrice extra-cellulaire,

mécanismes qui controlent I’adhérence, la motilité et I’invasivité (Sage et Bornstein, 1991).

3. Traitement des tumeurs gliales et des méningiomes

a. La chirurgie

Le traitement de premiére intention est généralement la résection de la tumeur par les
neurochirurgiens selon 1’age et I’état de santé du patient et si la localisation de la tumeur le
permet pour éviter certains dommages neurologiques irréversibles. Une résection des gliomes
de bas grade permet d’augmenter la durée de vie des patients alors que ce bénéfice dans le cas
des tumeurs de grade plus élevé est moins évident (Vives et Piepmeier, 1999). Cependant, la
plupart des gliomes ayant un caractére invasif du parenchyme cérébral, 1I’exérese totale peut
s’avérer difficile, entralnant par la suite une récidive méme pour les gliomes de bas grade et
ce, environ 11 mois apres la chirurgie (Abeloos ef al., 2007).

Bien que préconisée comme traitement de choix des méningiomes (Longstreth ef al.,

1993), elle peut également s’avérer insuffisante pour éviter la récidive. En effet, une récidive
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est souvent observée, quelques années apres 1’exérese, méme dans le cas de méningiomes

bénins en cas d’exérese incomplete.

Il est donc nécessaire, dans de nombreux cas, de prévoir des thérapies adjuvantes

associées a la chirurgie telles que la radiothérapie et/ou la chimiothérapie.

b. La radiothérapie

La radiothérapie consiste a irradier la tumeur aux rayons X. Les photons émis vont
pouvoir alors ioniser les molécules d’eau et ainsi produire des radicaux libres. Ces radicaux
libres peuvent ensuite se fixer sur I’ADN et induire des lésions dans les molécules d’ADN qui
vont entrainer la mort des cellules. Le taux de réparation étant plus important dans les cellules
saines que dans les cellules tumorales, 1’effet de la radiothérapie reste ciblé aux cellules

tumorales.

Pour les gliomes de bas grade, il a ét¢ montré que la radiothérapie n’apporte pas de
bénéfice significatif pour la survie des patients (Van den Bent ef al., 2005) alors qu’une
amélioration de 6 mois peut étre apportée par cette thérapie dans le cas des gliomes de haut

grade (Walker et al., 1978 ; Laperriere et al., 2002).

Dans le cas des méningiomes, la radiothérapie peut étre utilisée selon le grade de la
tumeur mais également selon la qualit¢ de D’exérése. En effet, une utilisation de la
radiothérapie serait préconisée pour les méningiomes de grade II quelle que soit la qualité de
I’exérese et pour les méningiomes de grade I si I’exérese se révele incomplete, si une récidive
est observée apres la premicre chirurgie ou si le méningiome est inopérable (Rogers et al.,
2007). De nombreuses études se sont intéressées a la comparaison du taux de survie a 5 ans
entre des patients ayant subi une exérése totale ou ayant subi une exérése incompléete seule ou
associée a la radiothérapie (pour revue Rogers ef al., 2001). L’une d’elle estime une
augmentation de prés de 50% de ce taux de survie entre des patients ayant subi une exérése
incompleéte avec ou sans radiothérapie (Soyuer et al., 2004). D’autres études se sont
¢galement intéressées, outre le taux de survie a 5 ans, au délai et au taux de rechute (pour
revue Noel et al., 2001). Par exemple, Barbaro et ses collégues ont montré il y a une vingtaine
d’années, une diminution de 19% du taux de rechute (60% a 41%), une augmentation de 18%
du taux de survie a 5 ans (59% a 77%) et de 59 mois du délai de rechute suite a une

radiothérapie associée a une exérése incomplete (Barbaro et al., 1987).
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c. La chimiothérapie

Les agents chimiothérapeutiques principalement utilisés sont les agents alkylants, tels
que le temozolomide (Temodal®), le cisplatine ou les nitrosourées comme la carmustine
BCNU (Gliadel®) et la lomustine CCNU. Les agents alkylants ont pour rle de bloquer la
réplication de ’ADN et donc d’empécher les cellules a division rapide de se diviser. Le
CCNU est souvent associé en thérapie a deux autres agents, la vincristine et la procarbazine
(thérapie PCV) notamment pour le traitement des oligodendrogliomes anaplasiques. Le
temozolomide, moins toxique que les autres agents chimiothérapeutiques (Friedman et al.,
2000), est un agent capable de franchir la barriere hémato-encéphalique (BHE) grace a ses
propriétés lipophiles. Ce traitement, associé¢ a la radiothérapie, a permis d’augmenter de plus

de 15% la survie a 2 ans pour des patients atteints de glioblastomes (Stupp et al., 2005).

Certains agents utilisés pour le traitement des gliomes ont également été testés dans le
cas des méningiomes comme la vincristine. En association a [’adriamycine et a la
cyclophosphamide, ces trois agents sont considérés comme le régime le mieux documenté et
le plus adapté pour le traitement par chimiothérapie des méningiomes malins (Chamberlain,
1996). Une autre molécule a été étudiée dans le cas des méningiomes récidivants,
I’hydroxyurée. Bien que les études cliniques menées a I’heure actuelle sur cet agent sont
modestes, il pourrait avoir cependant un rdle anti-tumoral prometteur car il entraine

I’apoptose des cellules de méningiomes (pour revue Newton, 2007).

d. Nouveaux essais de thérapie ciblée

Plusieurs études ont mis en évidence des voies moléculaires impliquées dans
I’agressivité des gliomes et donc des cibles potentielles de thérapies plus ciblées. Par
exemple, les études approfondies de la voie de signalisation des récepteurs aux tyrosines
kinases (EGFR, PDGFR et VEGFR) ont permis de montrer que des inhibiteurs de ces
récepteurs tels que le Gefitinib, I’Erlotinib, le Mésylate d’Inatimib ou le Bevacizumab
(Avastin®) seraient de bons agents anti-tumoraux (Sathornsumetee et Rich, 2008). Ces
récepteurs sont activés par 1’action de médiateurs comme Akt, PI3K ou mTOR et des
inhibiteurs de ces protéines ont fait 1’objet d’essais cliniques comme la Perifosine ou le PI-
103 (Momota et al., 2005; Fan et al., 2006). Deux autres agents, le Lonafarnib ou le

Tipifarnib, sont également testés pour le traitement des glioblastomes. Ce sont des inhibiteurs
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des farnésyltransférases, enzymes impliquées dans la localisation membranaire de Ras, autre
médiateur de la voie de signalisation des récepteurs aux tyrosines kinases (Sathornsumetee et

Rich, 2008).

Les méningiomes étant plus fréquemment retrouvés chez les femmes et étant souvent
des tumeurs a récepteur progestérone-positif (70%) et cestrogéne-positif (30%), il semblerait
que la croissance de ces tumeurs soit hormone-dépendante. Des traitements hormonaux ont
donc été envisagés pour le traitement de ces tumeurs, comme par exemple 1’utilisation de
mifepristone (RU-486), hormone stéroide anti-progestative, ou de tamoxifen, antagoniste du
récepteur a 1’cestrogéne (Grunberg ef al., 1991, Goodwin ef al., 1993). Pour le mifepristone,
des tests longue-durée ont été menés sur des patients avec des méningiomes inopérables
traités pendant environ 35 mois. Méme si dans I’ensemble, les effets secondaires sont
modérés, impliquant une faible fatigue, certains patients ont présenté des effets plus graves
comme un adénocarcinome ou des hyperplasies de I’endométre (Grunberg et al., 2006) ; de
tels effets avaient également ¢ét€¢ mis en évidence lors de tests cliniques précédents (de Keizer
et Smit, 2004). Quant au tamoxifen, les essais cliniques de phase II menés au sein du SWOG

(SouthWest Oncology Group) ont montré des résultats encourageants.

e. Nouvelles stratégies thérapeutiques

Outre la toxicité systémique engendrée par I’injection des traitements par voie-
intraveineuse, une des principales difficultés pour le traitement des tumeurs cérébrales est la
faible accessibilité au SNC due a la présence de la barriere hémato-encéphalique (BHE),
séparant le sang du parenchyme cérébral. Une stratégie intéressante pour passer outre ces
difficultés est la vectorisation des agents anticancéreux par des nano-objets répondant a un
cahier des charges bien précis comme €étre biocompatibles, biodégradables, de taille
nanométrique et faiblement immunogenes. Plusieurs vecteurs tels que les micelles, les
liposomes, les nanoparticules polymériques ou lipidiques solides par exemple répondent a ce
cahier des charges (Béduneau et al., 2007). Cependant, un autre facteur important est le
rendement d’encapsulation des agents anticancéreux, souvent faible avec ’utilisation de ces
vecteurs mais amélioré avec le développement ces derniéres années d’un systéme colloidal,
les nanocapsules lipidiques (Heurtault et al., 2002). Ces capsules ont été montrées comme
efficaces pour la vectorisation d’agents tels que 1’etoposide ou le paclitaxel dans le cas des

gliomes (Lamprecht et Benoit, 2006; Garcion et al., 2006).
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Partie II- Les microARN (miARN)

I- Généralités sur les miARN

1. Découverte des miARN

Cette classe d’ARN a été initialement découverte chez Caenorhabditis elegans au
début des années 1990 par Victor Ambros et ses collegues (Lee et al., 1993). Cette équipe
découvrit le premier miARN, lin-4, petit ARN contenant des séquences complémentaires a
des éléments répétés de la région 3°’UTR des ARNm lin-14 et lin-28. Ils proposent alors une
régulation de traduction de ces ARNm par lin-4 et ce, par interaction ARN/ARN antisens. Ce
modele de régulation a été validé la méme année par Wightman et ses collegues qui
démontrérent, en utilisant des génes rapporteurs, que la région 3’UTR de I’ARNm lin-14 est
nécessaire et suffisante pour la régulation de sa traduction par lin-4 (Wightman ef al., 1993).
Les protéines LIN-14 et LIN-28 étant des répresseurs de la transition du stade larvaire L1 vers
le stade L2, la fixation du miARN lin-4 sur la région 3’UTR de ces ARNm permet donc cette
transition par inhibition de la synthése de LIN14 et LIN28.

La découverte d’un second microARN de 21 nucléotides, let-7, fut réalisée seulement
au début des années 2000 également chez le nématode C. elegans (Reinhart ef al., 2000). Le
gene let-7, tout comme lin-4, appartient a la famille des genes hétérochroniques controlant la
coordination temporelle du développement larvaire de C. elegans. Dans ce cas, cet ARN court
intervient plutdt dans la transition du stade larvaire L3/L4 vers le stade adulte en réprimant

I’expression de lin-41 également par interaction avec la région 3’'UTR de I’ARNm (Figure 9).

Protéines LIN-14, LIN-28 Protéine LIN-41 N
~. Protéine LIN-29

\ 744/— —_—
ARN let-7 /‘.\///
N,

Etape Ll Etape L2 Etape L3/L4 Etape adulte

Expression ARNm
ou protéine

Figure 9 : Modele de régulation du développement larvaire de C. elegans par lin-
4 et let-7 (selon Reinhart et al., 2000).
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Figure 10 : Nombre de publications sur les miARN ces neuf derniéres années

(données PubMed).
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(Pasquinelli ez al., 2000) di a leur r6le dang le contrdle du développement et renommés

miARN en 2001 (Lagos-Quintana et al., 2091).
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Au cours des années 2000, la recherche sur les miARN a été grandissante comme le
montre le nombre de publications scientifiques entre 2000 et 2009 sur les microARN (Figure

10).
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Plusieurs ARN de ce type ont par la suite été décrits dans d’autres organismes que le
nématode, tels que la mouche D. melanogaster, la souris, les plantes ou dans des lignées
cellulaires humaines (Lagos-Quintana et al., 2002 ; Reinhart et al., 2002 ; Aravin ef al., 2003 ;
Dostie et al., 2003 ; Houbaviy et al., 2003 ; Lagos-Quintana et al., 2003 ; Lim et al., 2003).

Les miARN sont détectés soit par 1’utilisation du séquencgage apres clonage soit par
approche informatique par des logiciels de prédiction basés sur la conservation des miARN au
sein des especes et sur la détection de structures en « tige-boucles » caractéristiques des

précurseurs des miARN. Il existe une base de données, miRBase http://microrna.sanger.ac.uk/

(Griftiths-Jones ef al., 2008) créée pour recenser les miARN nommés dans les publications
scientifiques et mis en évidence par des techniques de clonage/séquengage principalement.
Cette base de données recense actuellement 1223 miARN chez ’Homme dans sa version 16

(Septembre 2010).
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2. Nomenclature des miARN

Une nomenclature a ét¢ mise au point selon plusieurs criteres (Griffiths-Jones ef al.,
2006). Pour bien comprendre les différents aspects de cette nomenclature, il est nécessaire de
présenter rapidement la maturation des miARN (Figure 11), mécanisme présenté plus en

détail dans la partie II - Biogenése des miARN.

Les geénes sont tout d’abord transcrits sous forme de pri-miARN, transcrits primaires
en structure de tige-boucle, excisés par la suite par la RNAse III Drosha associée a la protéine
DGCRS libérant ainsi un précurseur appelé pré-miARN. Un deuxiéme procédé, minoritaire,
permet la formation d’un pré-miARN appelé « mirtron » apres épissage d’un intron. Ces
molécules précurseurs sont ensuite exportées du noyau vers le cytoplasme grace a 1’exportine-
5 et maturés ensuite par la RNAse III Dicer libérant un duplex miARN-miARN*. Seul I'un
des 2 brins est ensuite incorporé dans le complexe RISC, complexe comprenant
principalement les protéines de type Argonaute ; le brin incorporé étant considéré comme le

brin mature.

Les miARN matures sont notés « miR », contrairement a leurs précurseurs ou aux
genes codant les miARN, notés quant a eux, « mir ». L organisme d’origine est indiqué par 3
lettres en préfixe comme par exemple hsa pour homo sapiens ou mmu pour mus musculus.
Lorsqu’un pré-miARN donne lieu a deux miARN matures, on retrouve comme indication,
apres le suffixe chiffré indiquant le numéro du miARN, quel brin du pré-miARN donne lieu

au miARN. Pour cela, la nomenclature est la suivante :

- miR-X et miR-X* avec miR-X* étant le miARN mature le moins abondant des
deux brins

- miR-X-5p et miR-X-3p avec 5p représentant le brin 5° de la tige-boucle du pré-
miARN et 3p le brin 3’

- miR-X-s (bras 5°) et miR-X-as (bras 3”)

La nomenclature miR-X-5p ou miR-X-3p est généralement favorisée jusqu’a ce que
les données concernant I’abondance des deux brins soit suffisantes pour utiliser la

nomenclature miR-X et miR-X* (Griffiths-Jones, 2004).
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Figure 11 : Mécanisme de biogenése des microARN.
La transcriptiom par ume potymerase (Symbote jaurne) ¢
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d’un intron génére un transcrit primaire noté pri-miARN. La prise en charge de ce transcrit par la
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Il existe certaines familles de miARN matures qui se différencient par quelques bases
seulement. Cette différence est indiquée par une lettre en suffixe, comme par exemple miR-

181a et miR-181b :
miR-181a : AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
miR-181b : AACAUUCAUUGCUGUCGGUGGGU

De plus, lorsquun miARN mature est le résultat de maturation de régions
chromosomiques différentes, une distinction est faite par un deuxiéme suffixe chiffré. C’est
par exemple le cas pour miR-181a-1 et miR-181a-2, indiquant que miR-181a provient de 2

loci différents (chromosome 1 pour miR-181a-1 et chromosome 9 pour miR-181a-2).

Il existe cependant quelques miARN ne répondant pas a cette nomenclature comme

par exemple hsa-let-7 ou cel-lin-4.

3. Comparaison avec les autres acteurs de I’ARN interférence

Le processus d’ARN interférence (ARNi) est impliqué principalement dans la
régulation post-transcriptionnelle de 1’expression de genes et est conservé au cours de
I’évolution au sein d’especes variées appartenant a différents régnes (champignons, plantes et
animaux). Ce mécanisme fondamental a valu & Andrew Fire et Craig Mello le prix Nobel de
Meédecine et de Physiologie en 2006 (Fire, 1998 ; Mello, 2004). Deux classes d’ARN courts
interviennent principalement dans ce processus, les miARN et siARN (short interfering
RNA). Ces ARN partagent quelques similitudes comme leur courte taille d’une vingtaine de
nucléotides, leur maturation par la ribonucléase Dicer et leur implication dans le complexe

RISC pour I’induction de la répression post-transcriptionnelle.
Cependant quelques différences existent, les principales étant les suivantes :

- Les miARN sont exclusivement endogénes puisqu’ils dérivent de genes propres a
I’organisme dans lequel ils interviennent alors que les siARN peuvent provenir de virus,
d’¢éléments transposables, d’ARN double brin parfaitement appariés endogenes résultant
d’une transcription antisens de certains loci (Watanabe, 2008) ou exogenes par injection

expérimentale.

- Les miARN jouent un rdle dans la régulation de génes autres que ceux qui les produisent

alors que les siARN régulent principalement les génes desquels ils dérivent dans 1’objectif
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d’assurer la défense des cellules hotes contre les ARN parasites, comme les virus ou les

transposons par exemple.

- Les miARN ont un degré d’appariement avec leur cible pouvant varier chez les
mammiferes alors que les siARN s’hybrident toujours parfaitement avec leur cible. Lorsque la
complémentarité entre miARN et ARNm est parfaite, on observe la dégradation de I’ARNm,
dégradation possible en présence de la protéine Ago2 qui est la seule protéine des 4 de la
famille Argonaute étant responsable du clivage endonucléolytique. Il n’y a que chez les
plantes que la différence entre miARN et siARN est faible compte tenu du fait que
I’appariement entre le miARN et son ARNm cible est souvent parfaite (Bartel, 2004).

Outre les miARN et siARN, acteurs principaux de ’ARN interférence, il existe
d’autres petits ARN, les piARN (piwi-interacting ARN) plus longs (26-31 nucléotides) et
exprimés seulement dans les lignées germinales (figure 12). Ces ARN, autrefois appelés
« repeat-associated siARN » (rasiARN), ont été découverts par Aravin et ses collegues chez
D. melanogaster (Aravin et al., 2001). En 2006, plusieurs études ont montré la présence de
piARN chez les mammiferes (Aravin ef al., 2006 ; Girard et al., 2006 ; Grivna et al., 2006 ;
Watanabe et al., 2006). Concernant leur biogenése, contrairement aux siARN et miARN, il
semblerait qu’ils dérivent de longs précurseurs d’ARN simple brin et ne soient pas maturés
grace aux protéines Dicer. La plupart de ces ARN sont des transcrits antisens mais une petite
fraction est transcrite en orientation sens. Une fois maturés, les piARN s’associent aux
protéines PIWI, protéines de la famille des Argonautes, pour cibler principalement les

transposons et ainsi préserver I’intégrité du génome (Malone ef al., 2009).
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igure 12 : Comparaison entre les miARN, les siARN et les piARN.
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1I- Biogenése des miARN

1. Localisation et structure des génes codant les miARN

L’identification des genes codant les miARN chez I’Homme peut étre effectuée par
homologie avec le génome d’autres especes, par recherche bioinformatique et enfin par
validation par exemple en utilisant des méthodes de northern blot, PCR, hybridation sur puce

ou séquencage.
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Figurep13 : Localisation des geénes codant les miARN situés dans des unités
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et environ 50% des miARN décrits sont regroupés en « cluster ». On peut alors parler de

2 miARN polycistronicm%s lorsqu’ils sont sous la dépendance d’un méme promoteur.

Les genes codant les miARN peuvent étre, soit dans des unités géniques

g 1ndependantes et 1|\6/3|Sc '\I/EiARN sont alors dits « intergéniques », soit dans des unités géniques
1 codant pour des pré-ARNm pouvant coder ou non pour des protéines. Dans ce cas, les
miARN peuvent étre introniques ou exoniques (Figure 13) (Rodriguez et al., 2004 ; Saini et

al., 2008 ; Kim et al., 2009).
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2. Transcription des transcrits primaires

La plupart des geénes codant les miARN sont transcrits par I’ARN polymérase 11
produisant des transcrits primaires (les pri-miARN) de plusieurs centaines a plusieurs milliers
de nucléotides. Ces transcrits primaires ont une structure typique composée d’une tige
d’environ 33 paires de base, une boucle terminale reliant les 2 brins de la tige ainsi que des
séquences « flanquantes » simple-brin. Ces séquences possédent, comme les ARNm, une
coiffe caractérisée par la structure 7-méthyl-guanosine (m7G) a I’extrémité 5’ et une queue
poly-A a Pextrémité 3’ (Cai et al., 2004 ; Lee et al., 2004).

La transcription étant effectuée par I’ARN polymérase II, la régulation de ce
mécanisme pourrait étre similaire a la régulation de la transcription des geénes codant pour des
protéines. Quelques études se sont intéressées a la localisation in silico des régions
promotrices des genes codant les miARN principalement par localisation des sites de début de
transcription (TSS) ainsi que par la recherche de séquences de liaison des facteurs de
transcription, et ce chez 4. thaliana, C. elegans et H. sapiens (Megraw et al., 2006, Saini et
al., 2007, Zhou et al., 2007). Deux études ont ensuite mis en évidence, par des techniques
génomiques a haut débit telles que I’immunoprécipitation de la chromatine, la localisation et
les caractéristiques de séquences des TSS des miARN humains (Marson et al., 2008 ; Ozsolak

et al.,2008).

3. Maturation des transcrits primaires en miARN

a. Formation du pré-miARN dans le noyau

Chez I’Homme, les transcrits primaires sont pris en charge dans le noyau, par un
complexe protéique, appelé « microprocesseur » et composé de Drosha associée a son
cofacteur DGCRS8 (DiGeorge syndrome Critical Region gene 8) (Gregory et al., 2004). La
protéine DGCRS, qui est une protéine de liaison a ’ARN double brin, est nécessaire pour la
fixation du complexe Drosha-DGCRS8 au pri-miARN au niveau de la jonction entre les
séquences « flanquantes » simple-brin et la tige. Une fois le complexe fixé sur le pri-miARN,
DGCRS va permettre de définir la distance de clivage par Drosha a partir de cette jonction

(~11pb). L’enzyme Drosha est une ribonucléase de type III de 2¢me classe, ie possédant deux
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Drosha/DGCRS (Selon Han ef al., 2006).
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nucléotifles ﬁgg—WiQS(ﬁ;{gﬁHg@&gg%mée pré-miARN, possede deux nucléotides non appariés a
I’extrémité 3’ et un phosphate a I’extrémité 5° (Han et al., 2006) (Figure 14); une telle

asymétrie étant spécifique des RNAses de type III.
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Une autre voie de génération des pré-miARN est la voie dite « des mirtrons ». Cette
voie permet la synthése d’un pré-miARN par la machinerie d’épissage puisque I’intron libéré
aprés épissage et libération du lasso se structure en forme de tige-boucle. Dans ce cas, les
extrémités 5° et 3’ correspondent respectivement aux sites d’épissage donneurs (AG) et

accepteurs (GU). Au préalable décrite chez les invertébrés D. melanogaster et C. elegans
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Figure 15 : Voie des « mirtrons ».
L’intron, aprés épissage et libération du lasso, se structure en tige-boucle pour former le pré-miARNntroduction

(ou pré-mirtron). Les extrémités 5’ et 3° correspondent respectivement aux sites d’épissage donneur

GU et accepteur AG.
(Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007), la voie des mirtrons a également été mise en

¢vidence chez les mammiferes (Berezikov et al., 2007). La principale différence est la
localisation du miARN mature, plutoét présente sur le bras 3’ de la tige-boucle chez les

invertébrés et sur le bras 5’ chez les mammifeéres (Figure 15).
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b. Export du pré-miARN du noyau vers le cytoplasme

Les pré-miARN sont ensuite exportés dans le cytoplasme pour y subir une autre étape
de maturation. L’export des ARN (messagers, ribosomiques, de transfert) est principalement
possible par action de certains récepteurs de la famille des karyophérines, a savoir CRM1 et
I’exportine t (Exp-t). Cependant, pour I’export des pré-miARN du noyau vers le cytoplasme,
un autre récepteur de cette méme famille est préférentiellement utilisé, 1’exportine-5 (Exp-5)
(Lund et al., 2004). Ce récepteur, découvert en 2002, appartient a la famille des karyophérines
3. Comme tout récepteur de cette famille, il se lie directement et spécifiquement au cofacteur
RAN-GTP dans le noyau, puis se fixe aux nucléoporines pour permettre le passage du pré-
miARN du noyau au cytoplasme (Brownawell et Macara, 2002). Exp-5 est spécifique des

ARN double brin de taille supérieure a 14pb et possédant une extrémité 3’ protubérante non
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Figure 16 : Mécanisme d’export du pré-miARN du nayau vers le cytoplasme Introduction
(Selon Yi et al., 2005).

Le complexe Lo A& 40 qﬁgépﬁ%b"[‘éét%{&\éssid{%i%ﬂ’ékng?152?%{5‘26,dénéulesané’ﬁ%‘éiﬁ%ﬁg"d% liaison au pré-

formé et passe a travers les pores nucléaires. La libération du pré-miARN dans le cytoplasme

est possibTRIAbRN Hy88 @ngu RUIRIG 2P Q) I RA feia e Lemploxa iy SrowhRINENS RAN-GTP formé

ensuite regrapROritedant 16 sorin 65 Rib PasEPiestavetnded poorcachauldaifésClne enzyme, la RAN-GAP
(RAN-GTPase activating protein) localisée sur la face cytoplasmique des pores, active ensuite

I’hydrolyse de RAN-GTP en RAN-GDP (Kehlenbach et al., 1999) entrainant la libération du
pré-miARN dans le cytoplasme (Figure 16).
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c. Production du miARN mature dans le cytoplasme
Lorsque le pré-miARN est dissoci¢ du complexe permettant son transport, il est pris en

charge dans le cytoplasme par I’enzyme Dicer qui va permettre de terminer sa maturation.

Décrite précédemment pour la maturation des siARN (Bernstein ef al., 2001), elle a ensuite
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Figure 17 : Clivage du pré-miARN par Dicer (Selon Zhang et al., 2004).

Le domaine PAZ de Dicer perrnet la reconnaissance des deux nucléotides non appariés en
3", Une fois—cette_reconnaissance_effectuce, . . . .
(dsRBD) permet le positionnement des domaines RNAse III a environ 21 nucléotides de la
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Dicer donne lieu a des miARN de 21 nucléotides (Hutvagner et al., 2001, Ketting et al.,
2001). Dicer est également une ribonucléase de type I1I, de 3¢me classe cette fois puisqu’elle
est constituée de deux domaines RNAse III et d’un motif de liaison a I’ARN double-brin mais
¢galement d’un domaine PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) et d’un motif hélicase. Le domaine
PAZ permet a Dicer de reconnaitre les éléments spécifiques des extrémités du pré-miARN, a
savoir principalement les deux nucléotides non appariés en 3’ (Song et al., 2003 ; Ma et al.,
2004). Quant au motif de liaison & I’ARN double-brin, il permet, une fois cette
reconnaissance effectuée, la fixation de Dicer a la tige (Zhang et al., 2002 ; Zhang et al.,
2004). Cette fixation entraine un positionnement des domaines RNAse III a environ 21bp de
la base de la tige et donc un clivage endonucléolytique a ce niveau. Cette étape de maturation

est donc complémentaire de 1’étape réalisée par Drosha pour la définition des deux extrémités

du miARN mature (Figure 17).
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I11- Mécanismes de régulation de 1’expression génique par les miARN

1. Prise en charge du miARN par le Risc loading complex (RLC) et

formation du complexe miRISC

Lors de I’étape de maturation effectuée par Dicer, deux autres protéines, TRBP et
Ago2, ont été identifiées comme nécessaires pour former le complexe RLC avec Dicer
(Chendrimada et al., 2005 ; Gregory et al., 2005 ; Maniataki et Mourelatos, 2005 ; MacRae et
al., 2008). La plupart des ¢études de ce complexe ont été effectuées in vivo a partir d’extraits
cellulaires ; seuls MacRae et ses collegues se sont intéressés au complexe reconstitué in vitro
par association de ces trois protéines recombinantes. Dans ce cas, ces trois protéines sont
suffisantes pour réaliser les étapes de maturation du pré-miARN (reconnaissance et clivage
par Dicer) ainsi que la sélection d’un des deux brins dans le complexe miRISC. Ces trois
protéines semblent tre, dans ce cas, présentes en quantités stoechiométriques et la protéine
TRBP étant dimérique (Cosentino et al., 1995), sa dissociation est nécessaire pour la
formation du complexe RLC. Chez la drosophile, 1’assemblage de ce complexe
Dicer/TRBP/Ago nécessite un apport d’énergie sous forme d’ATP (Kawamata et al., 2009)
alors que chez I’Homme, plusieurs études contradictoires font état, soit d’un mécanisme
d’assemblage ATP-indépendant (Gregory et al., 2005 ; Maniataki et Mourelatos, 2005 ;
MacRae et al., 2008), soit ATP-dépendant (Yoda ef al., 2010).

Le duplexe d’ARN obtenu aprés maturation posséde deux nucléotides non appariés
aux extrémités 3’°, caractéristique de ’action des deux RNAses de type III, Drosha et Dicer.
Méme si dans certains cas, les deux brins du duplex peuvent s’accumuler dans la cellule
(Lagos-Quintana et al., 2001 ; Mourelatos et al., 2002) et étre considérés comme brins
matures permettant de guider le complexe miRISC vers les ARNm cibles (Okamura et al.,
2008), la plupart du temps seul un des deux brins est privilégi¢ et la sélection est considérée
comme asymétrique (Schwarz et al., 2003 ; Khvorova ef al., 2003). Le brin non sélectionné
est nomme brin « passager » et annoté miR-X* (cf nomenclature Partie II- I- 2). Quant au brin
sélectionné, nommé¢ brin « guide » ou mature et annoté miR-X, il correspond au brin ayant
I’extrémité 5’ la moins stable thermodynamiquement ; c'est-a-dire ayant I’énergie de liaison la
plus faible sur environ 4pb (Khvorova et al,. 2003). Cette instabilité thermodynamique
pourrait alors faciliter le déroulement des deux brins par une hélicase, comme par exemple

Gemin3 (Mourelatos ef al., 2002) ou RHA, décrite plus récemment (Robb et Rana, 2007),
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hélicases de la famille DEAD-box. Une autre alternative serait ’utilisation du motif hélicase
de Dicer, idée cohérente avec le fait que le RLC décrit par MacRae et ses collégues in vitro
(Dicer/TRBP/Ago2) soit suffisant pour la sélection du miARN mature. Dans le cas d’une
activité de dissociation par une hélicase, I’ATP ne semble pas étre absolument nécessaire ;
I’énergie libérée apres clivage par Dicer des deux liaisons phosphodiesters pourrait suffire
pour effectuer cette dissociation (MacRae et al., 2008). Une autre étude récente suggere que
ce sont les protéines Argonaute Agol et Ago2 qui permettraient la séparation des deux brins
du duplexe de par leur role de protéines « chaperonnes » (Wang et al., 2009). Quant au
devenir du brin passager apres dissociation des deux brins, certaines études font état de sa
dégradation par clivage dans le cas des duplexes siARN par les protéines Argonaute (Rand et
al., 2005 ; Leuschner ef al., 2006). Concernant les duplexes miARN, la question du devenir
du brin passager reste peu claire. Selon Matranga et ses collégues cette dégradation par
clivage n’a pas lieu du fait de la complémentarité imparfaite entre les deux brins (Matranga et
al., 2005). Cependant, une autre étude a mis en évidence quelques exemples de duplexes
miARN pour lesquels il pourrait y avoir dégradation du brin passager du fait d’une forte
complémentarité au centre de ce duplexe (Shin, 2008). Selon Diederichs et Haber, il pourrait
y avoir une voie parall¢le a la voie normale d’obtention du duplexe aprés action de Dicer,
séparation des deux brins et dégradation du brin passager, qui serait une voie au cours de
laquelle, Ago2 cliverait le brin passager avant méme 1’action de Dicer (Diederichs et Haber,
2007). Le complexe RLC permet in fine le chargement du miARN mature, apres dissociation
des brins, dans le complexe miRISC. Parmi les trois protéines composant le RLC, a savoir
Dicer, TRBP et Ago, seule cette dernicre appartient au cceur minimum du complexe miRISC

(Figure 18).

Les protéines Argonaute sont constituées de 2 lobes ; un lobe contenant le domaine N-
terminal et le domaine PAZ, I’autre lobe contenant les domaines Mid et PIWI (Figure 19)
(Yuan et al., 2005). Bien que les fonctions de ces domaines ne soient pas toutes bien définies,
il semblerait que les trois domaines PAZ, Mid et PIWI jouent un réle important dans le
phénomeéne d’ARN interférence puisqu’ils sont essentiels a I’interaction avec le miARN
(Parker et al., 2005). En effet, le domaine PAZ, identique a celui retrouvé chez Dicer, se lie
aux duplexes possédant deux nucléotides non appariés a ’extrémité 3’ mais également aux
ARN simple-brin et reconnait donc I’extrémité 3’ du miARN mature (Song ef al., 2003 ; Ma
et al., 2004 ; Lingel et al., 2004). Le domaine Mid permettrait la reconnaissance de

I’extrémité 5° phosphate du miARN mature ainsi que la coiffe m7G de ’ARNm (Boland e?
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Figure 18 : Formation du complexe miRISC (Selon Diederichs et Haber, 2007). Introduction
Le complexe RLC est composé de Dicer, TRBP et Ago2. Deux voies seraient possibles avant
incorporation du miARN mature dans le complexe miRISC. La premiére, souvent décrite, permettrait la
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Figure 19: Conformation des protéines

Argonaute. Introduction

Ces protéines sont constituées de deux lobes, 1’'un
contenant les domaines PAZ et N-terminal et 1’autre

PAZ contenant les domaines PIWI et Mid. Ces deux domaines
[".‘,;’;:“, (:""' pa}ﬁticipent, avec le domaine PAZ, a l’interaction des
Qi 7 protéines Ago avec le miARN.
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Il existe chez ’'Homme quatre protéines Argonaute (Agol-4). Contrairement a la
drosophile ou seule Agol est spécialisée pour la prise en charge des miARN (Ago2 étant
spécialisée pour la prise en charge des siARN) (Okamura et al., 2004), il semblerait que chez
I’Homme, les quatre protéines Argonaute puissent prendre en charge les miARN mais seule

Ago2 possede I’activité endonucléolytique (Liu et al., 2004 ; Meister ef al., 2004).

2. Interaction miARN/ARNmMm et sites cibles

a. Mécanismes d’interaction entre le miARN et I’ARNm cible

L’interaction entre les microARN et les ARN messagers s’effectue au niveau de leur
extrémité 3’UTR par complémentarité de base. Chez les plantes, nombreux sont les miARN
présentant des complémentarités parfaites avec leurs ARNm cibles entrainant la dégradation
de cet ARN par clivage endonucléolytique au milieu du duplexe miARN-ARNm cible
(Rhoades et al., 2002 ; Jones-Rhoades et al., 2006). Chez les métazoaires, au contraire, la
complémentarité entre le miARN et son ARNm cible est la plupart du temps imparfaite et
lorsqu’elle est parfaite, le miARN doit étre associé a la protéine Ago2 puisque c’est la seule

des 4 protéines Argonaute qui peut effectuer un clivage de ’ARNm.

Des reégles précises ont été décrites dans la littérature pour comprendre les mécanismes
de répression exercés par les miARN mais également pour définir des algorithmes permettant

de prévoir les sites de ciblage des miARN.
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Tout d’abord, il a été décrit par Lewis et ses collegues en 2003 que I’hybridation entre
le miARN et I’ARN messager cible doit étre parfaitement complémentaire entre les
nucléotides 2 et 7 du miARN a partir de I’extrémité 5°, cette région étant appelée « seed »
(Lewis et al., 2003). Un mésappariement dans cette région et notamment de type G:U
entrainerait une diminution de 1’efficacité de répression, diminution plus ou moins importante
selon la taille de la région « seed » (Doench and Sharp, 2004 ; Brennecke et al., 2005). Par
exemple, si la région « seed » est composée seulement de six bases, un mésappariement de
type G:U entraine une perte compléte de Dactivité de répression. Par ailleurs, une
augmentation de cette efficacité serait possible par la présence d’un résidu A en position 1
et/ou d’un résidu A/U en position 9, soit de part et d’autre de la région « seed » (Lewis et al.,
2005).

Une autre régle définit la présence, la plupart du temps chez les métazoaires, d’une
boucle ou d’un court mésappariement dans la région centrale du duplexe miARN-ARNm,
cela empéchant le clivage endonucléolytique catalysé par la protéine Ago2. Cela permet de
distinguer le mécanisme de répression médi¢ par les miARN chez les plantes et les
métazoaires.

Une troisieme régle définit qu’un appariement du coté 3° du miARN permet une
stabilisation du duplexe miARN-ARNm, notamment lorsque cet appariement a lieu entre les
nucléotides 13-16 du miARN (Grimson et al., 2007).

D’autres facteurs peuvent également améliorer I’efficacité de répression tels que la
richesse en dinucléotides AU a proximité du site de liaison du miARN, la proximité de ce site
du codon stop ou de la queue polyA, notamment si ’ARNm a une extrémité 3’UTR longue
(>1300nt). Cependant, le site de liaison du miARN ne doit pas étre a moins de 15 nucléotides
du codon stop sous peine d’une baisse importante d’efficacité de répression. En effet, ces 2
facteurs entrainent une structuration de cette extrémité moins importante et donc une
meilleure accessibilité au complexe miRISC. Un troisiéme facteur est en effet la structuration
de ’ARNm et son accessibilité par le miARN le ciblant. Un dernier facteur est la proximité
du site de liaison avec des sites de liaison pour d’autres miARN, entrainant un phénomene
répressif coopératif (Grimson et al., 2007). L’ensemble de ces regles est résumé sur la figure

20.
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>15nt Mésappariement

ORF  }-------------- NNN

N
Figure 20 : Interaction entre miARN et ARNmM
(Selon Filipowicz et al., 2008). “—>

Les miARN ciblent lgs ARNm dans la région 3’6@Rriﬁ;lﬁ% distance s%ﬁﬁé?i‘eure de 15 nucléotides du
en «seed » .

ARNmM

codon stop. La premitre-regle-estla—ecomplémentarité-parfaite-en—5—danstarégion—~seed»entre-les
bases 2 et 7 du miARN (rectangle rouge). Un mésappariement central est présent chez les métazoaires
empéchant le clivage endonucléolytique médi¢ par Ago2 (différence principale avec I’interaction
miARN/ARNm cible retrouvé chez les plantes). Un appariement en 3’ de quelques nucléotides
(notamment entre les bases 13 et 16) est nécessaire pour une meilleure stabilisation du duplexe
miARN/ARNm cible (rectangle vert). La présence d’un A en position 1 et/ou un A/U en position 9
augmenterait I’efficacité de répression.

b. Catégories de sites cibles

Plusieurs catégories de sites cibles ont donc été décrites (Lewis et al., 2005 ; pour

revue Bartel, 2009). On retrouve 2 catégories principales, les sites canoniques et les sites

marginaux et plus rarement les sites atypiques (Figure 21). Les sites canoniques sont

caractérisés par un appariement fort dans la région « seed » et comprennent 3 sortes de sites

(8mer, 7mer-m8 et 7mer-Al). Les sites 8mer possédent une interaction sur 8 nucléotides

comprenant les 6 nucléotides de la région « seed » ainsi que le A en position 1 et le nucléotide

en position 8. Les sites 7mer-m8 et 7mer-Al comprennent les 6 nucléotides de la région

« seed » ainsi que respectivement le nucléotide en position 8 ou le A en position 1. Les sites

marginaux sont quant a eux caractérisés par un appariement plus faible dans cette région

« seed », appariement de seulement 6 nucléotides, soit sur ’ensemble de la région « seed »

(bmer), soit avec un décalage sur le nucléotide en position 8 (bmer offset). Enfin, dans les

sites atypiques, on retrouve les sites possédant un appariement non négligeable en 3’, comme

les sites 3’ supplémentaires ou les sites 3’ compensatoires.
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Outils bioinformatiques pour la prédiction de sites cibles

Plusieurs bases de données ont été développées pour prédire les cibles des miARN

dans les régions 3’UTR des ARNm chez les mammiféres. Celles-ci sont basées sur plusieurs

critéres, comme par exemple, la stringence de la liaison du duplexe caractérisée par I’énergie

de cette liaison, la conservation des sites cibles entre espéces ou encore le nombre de miARN

ciblant une méme partie 3°’UTR. Les principaux outils bioinformatiques sont référencés dans

le tableau 1.

Tableau 1: Outils bioinformatiques pour la prédiction de sites cibles chez les
métazoaires (Selon Bartel, 2009).

.. Outlls. Critéres Site web Références
bioinformatiques

Lewis et al., 2003

Targetscan 1;4:5;6;7 http://www.targetscan.org )

Friedman et al., 2009
2 (ne requiert qu’un
TargetscanS fort appariement sur http://www.targetscan.org Lewis et al., 2005
ént);4;6;7
PicTar 1;3:;4;5 http://www.pictar.mdc-berlin.de Krek et al., 2005
John et al., 2004
MiRanda 2;4;5 http://www.microrna.org

Betel et al., 2008

Microcosm targets

Basé sur le logiciel

http://www.ebi.ac.uk/enright-

Griffiths-Jones et al., 2008

MiRanda srv/microcosm/htdocs/targets/v5/
http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/
PITA Top 2:4:5;7;8 ] o Kertesz et al., 2007
mirQ7 prediction.html
EIMMo 1;4;5 http://www.mirz.unibas.ch/EIMMo2 Gaidatzis et al., 2007
Kiriakidou et al., 2004
Diana-microT 2:3:;4;7 http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT

Maragkakis et al., 2009

1.
2.
3.
4.
5.
6.
richesse en AU)
7. Accessibilité du site cible
8

Fort appariement dans la région « seed »

Appariement modéré dans la région « seed »

Mesure de stabilité thermodynamique

Conservation des sites cibles entre espéces

Nombre de sites cibles sur la région 3’UTR d’un méme ARNm

Réglage possible des paramétres de recherche

Contexte de séquence (Positionnement du site par rapport au codon stop et queue polyA,
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TargetscanS est considérée comme la nouvelle version, simplifiée et améliorée, de
Targetscan. En effet, dans cette version, I’appariement nécessaire n’est que de 6 nucléotides
dans la région « seed ». De plus, le nombre de sites cibles sur un méme ARNm n’est pas
requis dans cette nouvelle version de 1’algorithme. Les trois outils bioinformatiques,
TargetscanS, PicTar et EIMMo, possédent un grand nombre de sites cibles en commun du fait
de la recherche de sites ayant un fort appariement dans la région « seed ». L’homologie n’est
pas parfaitement identique, notamment parce que, soit les bases de données UTR, soit les
séquences miARN sont différentes selon les outils utilisés (Sethupathy et al., 2006a). De plus,
les algorithmes ont quelques différences intrinseéques concernant, par exemple, le traitement
du nucléotide complémentaire a celui en position 1 du miARN. TargetscanS impose un A
complémentaire de ce premier nucléotide alors que les deux autres algorithmes nécessitent

n’importe quel appariement de type Watson-Crick en cette position (Bartel, 2009).

Il existe ¢également un autre outil bioinformatique, appel¢é TarBase

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/tarbase), qui recense I’ensemble des cibles vérifiées

expérimentalement (Sethupathy et al., 2006b ; Papadopoulos et al., 2009) en différenciant
bien les cibles confirmées et les cibles infirmées. Ces cibles ont pu étre déterminées par
différentes approches méthodologiques comme, par exemple, [’utilisation de génes
rapporteurs (Krek et al., 2005 ; Kiriakidou et al., 2004 ; Lewis et al., 2003). Un autre outil

intéressant est Targetcombo (http://www.diana.pcbi.upenn.edu/cgi-bin/TargetCombo.cgi) qui

compile un certain nombre de résultats, notamment ceux de TarBase, mais également I’union
des cibles prédites par Diana-microT, TargetscanS, miRanda et PicTar et I’intersection des
cibles prédites par ces trois derniers outils bioinformatiques (Sethupathy et al., 2006a).

L’avantage d’utiliser ce type d’outil est de diminuer le nombre de faux positifs.

3. Régulation de ’expression des ARNm cibles par les miARN

a. Généralités sur les ARNm : maturation, stabilité et traduction

Les ARNm sont tout d’abord maturés apres leur transcription. Cette maturation
consiste principalement en I’ajout d’une coiffe m7G en 5°, en une extension polyA en 3’ et en
une ¢étape d’épissage. L’ajout de la coiffe et ’extension polyA permettent d’assurer une
meilleure stabilité de I’ARNm puisque I’encombrement stérique des complexes protéiques se

liant & ces extrémités permet d’empécher la dégradation de I’ARNm par des exonucléases.
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D’autres protéines permettent la régulation de la stabilit¢ de ces ARN comme les ARE-BP
(AU-rich elements binding proteins) se fixant sur des éléments ARE (AU-rich elements)

présents dans la région 3°’'UTR des ARNm, nommés ainsi car riches en dinucléotides AU.

Quant a la traduction des ARNm, elle a lieu en trois étapes une fois les ARNm
maturés et exportés dans le cytoplasme : initiation, élongation et terminaison (Pestova ef al.,
2001 ; Gebauer et Hentze, 2004). L’initiation s’effectue au niveau de la coiffe par association
de la sous-unité ribosomique 40S, de ’ARNt méthionine initiateur et d’autres facteurs
protéiques en un complexe 43S de pré-initiation et recrutement de ce complexe a la coiffe par
le complexe elF4F. La région 5°’UTR de I’ARNm est ensuite balayée par le complexe 43S
dans le sens 5’23’ jusqu’a la reconnaissance du codon initiateur AUG. Il y a ensuite
dissociation de ce complexe et formation d’un autre complexe, 80S, constitué apres fixation

de la sous-unité ribosomique 60S. La traduction peut alors débuter.

Un autre mécanisme alternatif a été découvert pour initier la traduction sans
recrutement d’un complexe protéique a la coiffe. Il s’agit de recrutement des ribosomes sur
des IRES (Internal Ribosome Entry Site) (pour revue Kean, 2003). Ces séquences forment des
structures secondaires en tige-boucle dans la région 5’UTR de I’ARNm et possédent un codon
initiateur a leur extrémité 3°. La sous-unité 40S vient donc directement se fixer au niveau du
codon initiateur pour débuter la traduction. Le ribosome se déplace ensuite de codon en codon
et associe chaque codon a I’ARNt apportant le bon acide aminé. Lorsque le ribosome atteint

un codon stop, il y a action de facteurs de terminaison entrainant la dissociation du ribosome.

La plupart des régulations de la traduction affecte I’étape d’initiation (Gebauer et

Hentze, 2004), notamment la régulation par les miARN.

b. Répression de I'initiation de traduction par les miARN

Plusieurs études, menées sur cellules en culture, ont montré que la coiffe fonctionnelle
m7G est nécessaire au mécanisme d’inhibition de la traduction par les miARN puisque ce
mécanisme ne s’applique pas lorsque les ARNm possedent une coiffe ApppN non
fonctionnelle ou lorsqu’ils sont traduits a partir des IRES (Humphreys et al., 2005 ; Pillai et
al., 2005). Certains ARNm peuvent étre bicistroniques, contenant un cistron traduit de
manicre coiffe-dépendante et un autre traduit par présence d’IRES. Dans ce cas la, seul la

traduction du premier cistron est réprimée par let-7 (Pillai et al., 2005). Le blocage de
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I’initiation de la traduction par let-7 a été prouvé par étude de la distribution des ARNm dans
des gradients de polysomes une fois let-7 fixé dans la région 3°’UTR. En effet, ces ARNm se
retrouvent apres cette fixation dans les fractions les plus hautes du gradient, a savoir les moins
bien traduites. La thése de I’'importance de la coiffe m7G dans la régulation de I’initiation de
la traduction est renforcée par I’étude de Kiriadikou et al, dans laquelle a été montré que les
protéines Ago possédent des similitudes dans leur domaine central a celui du facteur elF4E,
facteur associ¢ a la coiffe, essentiel pour I’initiation de la traduction. En effet, dans le
domaine central de Ago2 sont retrouvés deux résidus phénylalanines qui sont nécessaires pour
la liaison a la coiffe. Ces protéines entraineraient donc I’inhibition de D’initiation de la
traduction par association a la coiffe en compétition avec elF4E (Kiriakidou ef al., 2007).
Cette compétition de la machinerie miARN avec le facteur elF4E ayant été précédemment

décrite (Pillai ef al., 2005 ; Humphreys et al., 2005).

Un autre mécanisme de répression de I’initiation de la traduction serait I’interaction du
complexe miRISC avec le facteur elF6. Ce facteur est impliqué dans I’inhibition de la
biogenese des ribosomes puisqu’il empéche 1’association de la sous-unité¢ 60S avec la sous-
unité 40S. L’interaction de ce facteur avec miRISC entrainerait donc cette inhibition et par

conséquent la répression de I’initiation de la traduction (Chendrimada et al., 2007).

c. Répression de I’étape de post-initiation de la traduction par les

miARN

Des études menées sur C. elegans ont mis en évidence que les ARNm lin-14 et lin-28,
cibles du miARN lin-4, sont retrouvés associés aux polysomes, ceci étant corrélé avec une
quantit¢ de protéines traduites faible; cette expression faible indiquant une répression

effective de la traduction de ces ARNm (Olsen et Ambros, 1999 ; Seggerson et al., 2002).

L’association des ARNm aux polysomes indiquant en principe une forte activité de
traduction de ces ARNm ; cela prouverait donc que les miARN peuvent jouer un rdle
d’inhibition de traduction a une étape de post-initiation. Ces observations ont également été le
résultat de plusieurs études chez les mammiferes. En effet, Petersen et ses collegues ont mis
en évidence un nouveau mécanisme de répression de traduction, qui se déroule en phase de
post-initiation puisque la traduction IRES-dépendante, ie coiffe-indépendante, peut étre
inhibée par les miARN. Ils confirment également que les miARN et leurs ARNm cibles sont

présents, dans les fractions de polysomes en cours de traduction dans un gradient de sucrose.
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L’utilisation de puromycine, molécule permettant de terminer précocement 1’étape
d’¢longation de la traduction et donc de connaitre s’il existe une activité peptidyl-transférase
ribosomique, leur permet de conclure sur le fait que les ARNm cibles sont bien en cours de
traduction puisque en présence de cette molécule, les miARN et ARNm se retrouvent
finalement dans les fractions non traduites. Ils suggérent donc que ce mécanisme de
répression post-initiation est di a un relargage précoce des ribosomes lors de la phase
d’¢élongation, appelé « drop-off » (Petersen et al., 2006). Une autre étude fait état d’une
répression en post-initiation en étudiant la traduction de ’ARNm Kras, cible de let-7 dans des
cellules HeLa (Maroney et al., 2006). Let-7 entraine une inhibition de I’expression de Kras et
ces 2 ARN se retrouvent associés aux polysomes en cours de traduction. Mais dans ce cas,
contrairement a ce qui a été observé par Petersen et ses collégues, en présence de puromycine,
I’¢longation n’est pas abortée complétement; les auteurs ont donc suggéré plutét un
ralentissement de la vitesse d’élongation des ribosomes notamment pour ce cas de Kras. Une
troisiéme étude s’est intéressée a ce mécanisme de répression post-initiation. Nottrott et ses
collegues ont également décrit une association des miARN et ARNm dans les fractions de
polysomes mais ils ont, quant a eux, penché plutdt pour une dégradation du polypeptide néo-

synthétisé (Nottrott et al., 2006).

d. Régulation par dégradation des ARNm cibles

Bien que de nombreuses études présentent des niveaux d’expression des ARNm cibles
inchangés, des études plus récentes font état d’une déstabilisation de ces ARNm malgré une
complémentarité imparfaite entre le miARN et son ARNm cible, comme par exemple let-7
diminuant la stabilité de lin-41 ou lin-4 diminuant celle de lin-14 et lin-28 chez C. elegans
(Bagga ef al., 2005) mais également miR-125a et miR-125b régulant I’expression de lin-28
chez ’Homme par le méme principe de diminution de stabilité (Wu et Belasco, 2005). Wu et
ses collegues se sont donc intéressés a miR-125b et let-7 dans des cellules de mammiferes et
ont montré que ces miARN entrainent, apres fixation sur leurs ARNm cibles, une suppression
de la queue polyA de ces ARNm, mécanisme également appelé déadénylation (Wu ef al.,
2006). Chez les eucaryotes, cette déadénylation serait au préalable initiée par le complexe
PARN2/PARN3 puis effectuée par la suite par un complexe formé de deux déadénylases,
CAFI1 et CCR4 et de la protéine NOT (Parker et Song, 2004). Une fois déadénylés, les ARNm

peuvent étre dégradés a partir des deux extrémités. La dégradation 3’25’ de ’ARNm est
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effectuée par des exosomes, complexes protéiques impliqués dans la dégradation des ARN.
Quant a la dégradation 5’23 de ’ARNm, elle est réalisée par 1’exonucléase Xrnl une fois
I’ARNm ayant subi 1’étape de décoiffage. Cette étape est réalisée chez ’'Homme par un
complexe formé principalement de DCP2 et de cofacteurs dont DCP1, EDC3, Ge-1 et
RCK/p54 (Eulalio et al., 2007). L’ensemble de ces protéines impliquées dans la dégradation
5’23’ sont localisées dans des granules cytoplasmiques appelées p-bodies (Processing
bodies) (Ingelfinger et al., 2002 ; Sheth et Parker, 2003 ; Parker et Song, 2004) contrairement

aux exosomes (Brengues ef al., 2005).

Ces granules cytoplasmiques peuvent également étre appelées GW-bodies di a la forte
présence de la protéine GW182. Cette protéine tient son nom de son poids moléculaire et du
fait qu’elle possede des éléments répétés glycine-tryptophane (GW) (Eystathioy et al., 2002).
Cette protéine a la capacité de se lier aux protéines Argonaute, également présentes dans les
p-bodies associées aux miARN et ARNm cibles (Liu et al., 2005). Ces granules sont donc
importants dans le phénoméne d’ARN interférence. Sont retrouvés dans ces granules les
ARNm étant écartés du processus de traduction. D’autres granules sont également le lieu de
stockage d’ARNm écartés de ce processus de traduction et sont appelés granules de stress car
ils sont formés dans le cytoplasme de cellules eucaryotes ayant subi un stress, comme par
exemple, un stress oxydatif, un choc thermique ou une irradiation aux UV (Kedersha et
Anderson, 2002). Deux études ont montré par technique d’immunofluorescence et utilisation
d’anticorps spécifiques des p-bodies et granules de stress, que ces deux types de granules sont

bien des structures indépendantes et distinctes (Cougot et al., 2004 ; Kedersha et al., 2005).

Les différents mécanismes de régulation de I’expression des ARNm cibles par les

miARN sont présentés sur la figure 22.
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Figure 22 : Différents mécanismes de régulation de ’expression d’ARNm cibles par
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e. Cas particuliers d’activation de traduction

Dans la plupart des cas, les miARN jouent un rdle dans la régulation négative de
I’expression génique par répression de traduction de ’ARNm cible ou par dégradation de cet
ARNm. Cependant quelques cas de régulation positive par activation de traduction ont été
observés, notamment dans des conditions de stress cellulaires. Les principaux éléments
responsables de ce mécanisme sont les séquences ARE, séquences présentes dans la région
3’UTR des ARNm. En effet, Vasudevan et Steitz ont montré qu’en condition de privation des
cellules en sérum, les protéines Ago2 et FXR1 se fixent a ces séquences ARE pour activer la
traduction du facteur TNFa, une telle activation entrainant par la suite un arrét du cycle
cellulaire (Vasudevan et Steitz, 2007). La question suivante a donc été de savoir si les miARN
jouent un rdéle dans ce mécanisme d’activation de traduction par complémentarité¢ avec les
séquences ARE. Dans une autre étude, ces auteurs se sont donc intéressés a miR-369 qui est
complémentaire par sa région « seed » a deux sites cibles de la séquence ARE de ’ARNm
codant pour TNFa. Il a ét¢é montré que ce miARN permet, seulement en condition de
privation en sérum, d’activer la traduction de TNFa. et ce, par recrutement des protéines Ago2
et FXR1. La conclusion est que les miARN jouent un role de répresseurs de traduction dans
des cellules en prolifération et d’activateurs lors de 1’étape d’arrét du cycle cellulaire en phase
GO0/G1. Du complexe activateur formé par Ago2 et FXRI, seule Ago2 joue également un role

dans le complexe de répression (Vasudevan et al., 2007).

Les miARN jouent un role important dans la régulation traductionnelle puisque
environ 60% des genes codant pour des protéines sont la cible de miARN (Friedman et al.,
2009). Ils sont donc fortement impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que le
développement, la différenciation, la prolifération, ou encore 1’apoptose (Brennecke et al.,
2003; Bartel, 2004; Chen et al., 2004 ; Harfe, 2005 ; Pasquinelli ef al., 2005), processus
souvent dérégulés dans les tumeurs. L’implication des miARN aux processus de la

tumorogenese semble donc évidente et majeure.
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IV-  Les miARN dans le processus de tumorogenése et de développement

tumoral

1. Modifications des profils d’expression des miARN dans le cancer

a. Profils d’expression des miARN dans différents types de cancer

Différentes techniques existent pour le dosage des miARN comme la PCR
quantitative, le northern blot ou les puces a ARN (microarrays), les techniques SAGE et
RAKE et la cytométrie en flux quantitative; ces 4 dernieres techniques permettant une étude a
plus grande échelle, tant sur le nombre d’échantillons pouvant étre testés que sur le nombre de
miARN dosables. Une autre méthode a fait récemment son apparition pour le dosage de ces

ARN, la technique de séquencage.

Deux études principales ont fait état du dosage d’un grand nombre de miARN dans
plusieurs types de tumeurs, par technique de cytométrie en flux quantitative basée sur
I’utilisation de billes (Lu ef al., 2005) ou par technique de microarray confirmée par Northern
blot (Volinia et al., 2006). Environ 42 des miARN étudiés ont été décrits comme
significativement dérégulés dans au moins un type de tumeur. Ce nombre reste cependant une
sous-estimation du nombre réel de miARN dérégulés puisque les miARN découverts ces

dernicres années n’ont pour I’instant pas été étudiés dans plusieurs types de tumeurs.

La premiere étude fait principalement état d’une sous-expression de miARN dans les
tissus tumoraux en comparaison au tissu normal alors que la seconde fait plutdt état d’une
large surexpression des miARN dans les tissus tumoraux. Bien que les études aient porté sur
les mémes types de tissu tumoral (sein, colon, poumon, pancreas, prostate et estomac), cela
pourrait étre expliqué soit par 1’utilisation de deux plates-formes techniques différentes soit

par la différence du nombre d’échantillons testés (Volinia et al., 2006).

Wang et Lee ont recensé les dérégulations d’expression des miARN dans plusieurs
types de cancers en prenant en compte les deux études précédentes ainsi que des études basées
sur ’analyse d’un seul type de tumeur (Wang et Lee, 2009). Cela a permis de mettre en
¢vidence qu’un certain nombre de miARN dont miR-21, miR-155, miR-221, miR-222 sont
retrouvés surexprimés dans un grand nombre de tissus tumoraux (cerveau, thyroide, cancers
gastro-intestinaux, foie, poumon, sein). Certains miARN sont quant a eux, contrairement,

plutot retrouvés sous-exprimés dans les tissus tumoraux. On retrouve parmi ceux-la miR-143,
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miR-145 ou encore le « cluster » let7/miR-98. 1l existe cependant des études affirmant une
contradiction sur la dérégulation de certains miARN dans un ou plusieurs types de tumeur.
C’est par exemple le cas du « cluster » mir-17/92 surexprimé dans 7 types de tumeur et sous-
exprimé dans trois autres ou encore miR-181b et miR-181c, retrouvés sous-exprimés dans les
glioblastomes et pourtant surexprimés dans de nombreuses autres tumeurs. Cela pourrait étre
expliqué par le fait que certains miARN sont tissus-spécifiques, comme notamment miR-181b

et miR-181c qui sont fortement exprimés dans les tissus cérébraux.

b. Dérégulations de I’expression des miARN par défauts dans le

mécanisme de biogenese

Des aberrations d’expression des protéines impliquées dans la machinerie de
biogenese et maturation des miARN ont été observées dans un certain nombre de cancers. Par
exemple, une surexpression de Dicer a été associée a la présence de carcinomes du poumon et
de 1ésions précurseurs d’adénocarcinomes de la prostate (Chiosea ef al., 2006 ; Chiosea et al.,
2007) alors qu’une diminution de son expression a été associée a un grade élevé de
carcinomes ovariens, & un mauvais pronostic des tumeurs du poumon a petites cellules et au
caractere invasif des adénocarcinomes du poumon (Karube et al., 2005 ; Chiosea ef al., 2007 ;
Merritt et al., 2008). Une dérégulation d’expression de Drosha a également été associée a
certains cancers, comme les carcinomes ovariens (Merritt et al., 2008), les cancers cutanés
épithéliaux (Sand ef al., 2010) ou les tumeurs de 1’cesophage. Dans ce cas, une forte
expression de Drosha dans les tumeurs de 1’cesophage est associée a un mauvais pronostic de
survie et la transfection de siRNA, ciblant ’ARNm codant pour Drosha dans des lignées
cellulaires de tumeur de 1’cesophage, entraine une diminution significative de la prolifération

de ces cellules (Sugito et al., 2006).

Une autre étude a fait également état d’une régulation des complexes impliqués dans
le mécanisme de biogenése et de maturation des miARN tels Drosha/DGCRS et Dicer/TRBP2
par les facteurs p53, p63 et p73 (Boominathan, 2010).
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c. Dérégulations de I’expression des miARN par réarrangement

chromosomique

Deux études ont mis en évidence que les genes de miARN sont souvent retrouvés dans
des régions chromosomiques fréquemment altérées dans les tumeurs (Calin et al., 2004 ;
Zhang et al., 2006). Sur les 283 genes codant pour des miARN connus a cette époque, 37%,
73% et 86% d’entre eux présentent une altération du nombre de copies dans le cancer de
I’ovaire, le cancer du sein et le mélanome respectivement et une quarantaine est commune aux
trois types de tumeurs (Zhang et al., 2006). Il peut s’agir de régions ayant subi une
translocation comme, par exemple, pour le gene codant pour miR-125b, surexprimé dans
certaines leucémies par translocation t(2 ;11) (Bousquet et al., 2008). 1l peut également s’agir
de régions amplifiées ou délétées. Un exemple est ’amplification de la région 17q23 dans les
neuroblastomes (Saito-Ohara et al., 2003), région dans laquelle se situe le géne codant pour
miR-21, miARN fréquemment dérégulé dans les tumeurs. Un autre exemple est la présence
d’une délétion de la région 13q14 dans de nombreux cas de leucémies lymphoides chroniques
a cellules B. Sur cette région se trouvent les genes codant pour miR-15a et miR-16-1, miARN
qui sont effectivement souvent retrouvés sous-exprimés dans ces tumeurs (~68%) (Calin et

al., 2002).

d. Dérégulations de I’expression des miARN a cause de mutations

ponctuelles

Bien qu’une étude ait mis en évidence que peu de mutations ponctuelles ou SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) sont retrouvées dans les séquences des pre-miARN
(Saunders et al., 2007), certaines études ont montré que des SNP seraient responsables de
différences d’expression des miARN entre tissus normaux et tissus tumoraux. La présence
d’un SNP (G :C) dans la séquence du pré-miARN 146a a été mis en évidence et associé a
plusieurs types de tumeurs. Quelques études ont montré que ce SNP entrainerait une
diminution de I’expression du miARN mature miR-146a, que ce soit dans le carcinome
papillaire de la thyroide (Jazdzewski et al., 2008) ou dans le cancer de la prostate (Xu et al.,
2010) par exemple. De plus, une hétérozygotie G/C serait associée a un risque plus élevé
d’étre affecté par le carcinome papillaire de la thyroide que les homozygoties G/G et C/C
(Jazdzewski et al., 2008) alors qu’une homozygotie C/C permettrait de réduire le risque de

preés de 2 fois de développer un cancer de la prostate, en comparaison aux génotypes G/G et
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G/C (Xu et al., 2010). Un autre SNP (G :U) a été identifié par Duan et ses collegues a 8
nucléotides du début de la séquence du miARN mature miR-125a, ie dans la région « seed »,
ce qui pourrait avoir un impact sur I’interaction miARN-ARNm cible (Duan et al., 2007) et
I’hétérozygotie G/U a été retrouvée dans quelques cas de cancer du sein par cette méme
équipe (Li et al., 2009). Une autre étude s’est également intéressée a la recherche de SNP
dans le cas du cancer du poumon non a petites cellules (Hu et al., 2008). Les auteurs ont
trouvé un SNP (T :C) touchant le pré-miR-196a-2 et les patients présentant une homozygotie

C/C auraient un taux de survie plus faible que ceux avec un génotype T/T ou T/C.

e. Dérégulations de I’expression des miARN par régulation

transcriptionnelle

L’expression des miARN peut également €tre régulée par des facteurs de transcription
lors de I’étape de transcription des génes par I’ARN polymérase II. Ohler et ses collégues se
sont intéressés aux séquences « flanquantes » des genes codant les miARN chez C. elegans
mais également chez I’Homme et ont observé des motifs impliqués dans la régulation
transcriptionnelle (Ohler ef al., 2004). Plusieurs études ont mis en évidence un certain nombre

de facteurs impliqués dans ce phénomene de régulation, tels p53, E2F ou encore Myc.

Plusieurs études se sont intéressées a la protéine p53, connue pour étre un suppresseur
de tumeur et ont mis en évidence une régulation de la transcription de plusieurs miARN par
ce facteur de transcription (Xi et al., 2006), notamment une activation de la transcription du
gene mir-34a, et ce par fixation sur la région promotrice du gene (Chang et al., 2007; Raver-
Shapira et al., 2007 ; Tarasov et al., 2007). Une autre étude a montré, quant a elle, une
répression de ’activation d’un certain nombre de miARN par p53, non pas par fixation sur les
régions promotrices cette fois mais indirectement par inhibition du facteur de transcription
E2F1 (Brosh ef al., 2008). Bueno et ses collégues ont également présenté une augmentation
d’expression de quelques miARN, aprés activation par les facteurs de transcription
appartenant a la famille E2F (Bueno ef al., 2010). Un autre facteur de transcription, Myc,
oncogene, a ¢été¢ décrit comme modulateur de I’expression d’un grand nombre de miARN. En
effet, Myc a été montré comme activateur de 1’expression du « cluster » miR-17/92 par
exemple (O’Donnell et al., 2005) mais également comme répresseur de I’expression d’un
grand nombre de miARN impliqués dans les processus de prolifération (Chang ef al., 2008),

et ce par fixation sur les régions promotrices.
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La régulation de la transcription pouvant expliquer une modulation du taux des
miARN peut également étre le résultat de modifications épigénétiques au niveau des régions
promotrices des geénes codant ces ARN. La principale modification épigénétique est la
méthylation de I’ADN. Ce phénomeéne est réversible et ne concerne que les cytosines
appartenant aux dinucléotides CpG (signifiant que la guanine est en position 3’ de la
cytosine). On retrouve dans les régions promotrices, des séquences enrichies en ces
dinucléotides, que I’on appelle communément « ilots CpG ». Ce phénoméne de méthylation
permet une régulation du niveau d’expression des geénes puisque d’une part il joue sur 1’état
de compaction de la chromatine et donc sur la capacité des facteurs de transcription a venir se
fixer sur les régions promotrices et d’autre part favorise la fixation de protéines MBD
(méthyl-DNA binding) (Tate et al., 1993). Quelques études ont mis en évidence que la
méthylation de I’ADN entraine une répression de 1’expression des miARN puisque
I’utilisation dans des lignées cellulaires tumorales de drogues permettant une déméthylation
de I’ADN a permis de mettre en évidence une surexpression de plusieurs miARN (Saito ef al.,
2006a; Saito et al., 2006b; Lujambio et al., 2007). Plusieurs miARN ont été étudiés plus
spécifiquement comme par exemple miR-124 (Lujambio ef al., 2007) et miR-34a (Lodygin et
al., 2008) dont I’expression plus faible dans les lignées cellulaires ou tissus tumoraux est due
a une hyperméthylation des ilots CpG ou encore miR-128 (Mi et al., 2007) et let-7a-3
(Brueckner et al., 2007), surexprimés, quant a eux, par hypométhylation des ilots CpG.

Plusieurs altérations génétiques, dont des réarrangements chromosomiques ou
mutations ponctuelles, ont été mises en évidence comme expliquant les différences
d’expression des miARN entre tissus tumoraux et tissus normaux. Ces altérations génétiques
sont donc importantes dans le processus de tumorogenese puisqu’elles empéchent une bonne
régulation des processus cellulaires par les miARN. Cependant, ces types d’altérations
peuvent également affecter les séquences d’ARNm cibles des miARN et entrainer des

modifications de régulation génique par perturbations de 1’hybridation miARN/ARNm cible.
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2. Modifications affectant I’hybridation miARN/ARNmMm cible

a. Dérégulations par modification chromosomique

Des altérations telles des délétions, insertions ou translocations peuvent survenir dans
les régions 3’UTR des ARNm cibles. Une étude a mis en évidence qu’une insertion de 4
nucléotides TTCA dans la région 3°'UTR de ’ARNm d’IL-1a affecte considérablement la
liaison de cet ARNm cible avec miR-122 et miR-378 et a une influence significative sur la
régulation de D’expression d’IL-la. De plus, une association forte a été trouvée entre la
présence de I’allele muté et le risque de développer un carcinome hépatocellulaire dans la
population chinoise (Gao et al., 2009). Des études menées sur les lymphomes des cellules du
manteau ont montré une forte expression de CCNDI1 dans ces tumeurs due a des délétions et
mutations dans la région 3’UTR de ’ARNm de CCND1 (Wiestner ef al., 2007). Chen et ses
collegues ont ensuite prouvé que ces modifications génétiques entrainent une altération de la
liaison ARNm avec miR-16, altération a I’origine de I’augmentation de I’expression de cette
protéine CCNDI1 (Chen et al., 2008). La partie 3’'UTR de I’ARNm codant pour HMGA?2 peut
subir une translocation conduisant a son ¢limination et donc a I’impossibilité pour let-7 de
venir cibler cette région pour réguler I’expression de HMGA2 (Mayr et al., 2007). Cette
protéine a ét¢ montrée comme impliquée dans la tumorogenése d’un grand nombre de
tumeurs malignes comme le cancer du poumon (Sarhadi et al., 2006 ; Meyer et al., 2007; Di

Cello et al., 2008) ou du pancréas (Abe et al., 2003).

b. Dérégulations par mutations ponctuelles

Yu et ses collegues ont recherché des SNP dans les régions 3’UTR des ARNm
complémentaires des miARN décrits a cette époque et ont observé une plus faible présence de
SNP dans les régions complémentaires de la région « seed » des miARN que dans le reste des
régions 3’UTR (Yu et al., 2007). Cela met en évidence une pression de sélection indiquant

I’importance de la régulation par les miARN.

De plus en plus d’études s’intéressent aux SNP dans les régions complémentaires des
miARN dans un contexte tumoral. He et ses collégues ont décrit deux SNP dans la région
3’UTR de I’ARNm de KIT (récepteur a tyrosine kinase) dans le cas du carcinome papillaire

de la thyroide. Ces SNP (G :A et G :C) affectent la liaison de cet ARNm avec les miARN
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miR-221/222 et miR-146a/146b respectivement et augmenteraient 1’expression de la protéine
KIT, augmentation a I’origine du risque de développer ce type de cancer (He et al., 2005a).
Un SNP (G :C) dans la région 3’UTR de ’ARNm de CD86 a été retrouvé comme étant
associé a un risque accru de cancer colorectal sporadique. Ce site est la cible de cing miARN ;
trois d’entre eux voient leur affinité de liaison a I’ARNm diminuer contrairement aux deux
autres, suggérant que le SNP produisant D’effet le plus important dans les liaisons
miARNs/ARNm cible soit celui étant le plus fortement associé au risque de développement
tumoral (Landi ef al., 2008). Une autre étude a ét¢ menée sur le cancer du poumon non a
petites cellules chez des patients étant des fumeurs modérés avec la recherche de SNP dans la
région 3’UTR de ’ARNm de KRAS (Chin et al., 2008). Cet ARNm est la cible de la famille
de let-7 et il existe 10 sites cibles dans cette région pour cette famille de miARN. Les auteurs
de cette étude n’ont trouvé qu’un SNP par site cible et parmi les 10 SNP, la plupart sont
retrouvés peu fréquemment dans les tumeurs. Seul un SNP (T :G) a été retrouvé dans pres de
20% des tumeurs et pouvant donc étre associé a un risque accru de ce type de tumeurs. Une
telle mutation entraine bien une augmentation de I’expression de ’ARNm KRAS in vitro et
est corrélée avec une expression plus faible de la plupart des miARN de la famille let-7. Le
cancer du sein a également fait I’objet d’une étude, et plus particulierement les intégrines,
protéines impliquées dans le contrdle de I’attachement cellulaire a la matrice extracellulaire.
Des SNP ont été mis en évidence dans les régions 3’UTR des ARNm codant ces protéines et
plus particulierement ITGB4. Il a été montré une forte association entre la présence de ’allele
mutée et le statut négatif des récepteurs hormonaux dans les tumeurs du sein (Brendle ef al.,

2008).

Des miARN peuvent étre considérés comme oncogénes lorsque une augmentation de
leur expression contribue a la transformation maligne de cellules normales ou comme
suppresseurs de tumeur dans le cas contraire. Pour pouvoir avoir ce statut d’oncogenes ou
suppresseurs de tumeur, les miARN doivent généralement étre retrouvés dérégulés dans un
grand nombre de types de tumeur. De plus, la transformation maligne induite par la
dérégulation des miARN doit étre étudiée par un certain nombre de tests in vitro comme les
tests de prolifération, d’apoptose ou in vivo comme 1’évaluation de la formation de tumeurs et

du développement tumoral chez des souris.
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3. miARN oncogénes et suppresseurs de tumeur

a. miARN oncogenes

Voici quelques exemples de miARN considérés comme oncogénes :

- miR-372/373

L’activation de RAS dans des cellules primaires induit une sénescence des cellules,
phénomeéne outrepassé apres acquisition d’anomalies génétiques telles qu’une perte de p53.
Voorhoeve et ses collegues ont montré que lorsque les miARN miR-372 et miR-373 sont
surexprimés, ils peuvent remplacer ce type d’anomalies génétiques pour permettre, en
présence d’une activation de RAS, d’induire la prolifération des cellules. Une telle
surexpression a été mise en évidence notamment dans les tumeurs « testicular germ cell » et
ces deux miARN entrainent la formation de tumeurs chez des souris immunotolérantes

(Voorhoeve et al., 2006).

-« Cluster » miR17-92

Ce « cluster » est composé de six miARN : miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b-
1, miR-20a et miR-92, fortement surexprimés dans un grand nombre de tumeurs comme par
exemple dans les lymphomes des cellules B (He et al., 2005b). Une étude in vitro a montré
I’induction de prolifération de cellules tumorales de poumon par ces miARN (Hayashita ef al.,
2005). In vivo, He et ses collegues ont mis en évidence un développement tumoral accéléré
dans un modele de lymphome a cellules B chez la souris lorsque le « cluster » miR-17/92 est

surexprimé.

- miR-21

miR-21 a été décrit comme surexprimé dans 15 types de cancers (Wang et Lee, 2009)
et, transfecté dans des cellules épidermiques de souris ou dans des lignées cellulaires de
cancer du sein, il permet la formation de colonies sur agar mou par régulation de PDCD4 (Lu
et al., 2008). Cette protéine est souvent sous-exprimée dans les tumeurs du poumon et du
colon (Chen ef al., 2003; Mudduluru et al., 2007) et sa répression par miR-21 entraine une
induction des phénomeénes d’invasion et de métastase dans des cellules de cancer colorectal
par exemple (Asangani et al., 2008). Une autre des cibles de miR-21 est TPMI1, protéine

absente dans certains cas de cancer comme par exemple dans les cellules épithéliales dans le
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cancer du sein (Zhu et al., 2007) et qui a pour role principal d’inhiber la croissance cellulaire

et la réorganisation des filaments.

- miR-155

miR-155 est localisé dans le dernier exon du géne BIC (B-cell Integration Cluster)
(Eis et al., 2005), et une étude réalisée chez le poulet a montré une accélération de la
lymphomagenése par BIC et plus particulierement par son dernier exon, et ce par médiation
par MYC (Tam et al., 2002). Ce miARN a souvent été décrit comme surexprimé dans
diverses tumeurs, notamment dans différents types de lymphomes tels que les lymphomes
diffus a grandes cellules (Eis et al., 2005), les lymphomes hodgkiniens (Kluiver et al., 2005)
ou encore les lymphomes de Burkitt (Kluiver ef al., 2006) mais également dans le cancer du
sein ou du poumon (Volinia et al., 2006). Une étude in vivo a mis en évidence que la
surexpression de ce miARN dans un modéle de souris transgéniques est suffisante pour

entrainer une lymphomagenése (Costinean et al., 2006).

b. miARN suppresseurs de tumeur

- let-7

La famille de let-7 comprend 12 miARN qui ne se différencient que par quelques
bases et qui sont répartis en 8 « clusters » géniques, dont 4 se situent dans des régions
chromosomiques « fragiles » (Calin ef al., 2004). Plusieurs miARN de cette famille ont une
expression plus faible dans les tissus tumoraux que dans les tissus normaux, et ce dans les
tumeurs du sein et du poumon principalement (lorio et al., 2005; Yanaihara et al., 2006).
Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation entre une faible expression de let-7 dans
les tumeurs du poumon (Johnson et al., 2005) ou lignées cellulaires de cancer du colon (Akao
et al., 2006) et une forte expression de la protéine RAS.

De plus, d’autres oncogenes sembleraient étre les cibles de cette famille de miARN
dont HMGA2 (Lee et Dutta, 2007) et MYC (Akao et al., 2006 ; Sampson et al., 2007).
HMGAZ? est retrouvé surexprimé dans un grand nombre de cancers comme dans 90% des cas
de cancers du poumon et la présence de cette protéine est corrélée avec une forte prolifération
cellulaire et un faible taux de survie dans le cas du cancer du poumon (Sarhadi et al., 2006).
La surexpression de cet oncogene a ét¢é montrée comme corrélée a une sous-expression de
certains membres de la famille let-7 puisque ces miARN entrainent la dégradation de I’ARNm

de HMGAZ2.
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Concernant MYC, son expression a également ét¢é montrée comme régulée
négativement par let-7 dans le cancer du colon par Akao et al (Akao et al., 2006). Une autre
¢tude a mis en évidence par transfection de pre-let-7a dans des cellules de lymphomes, une
sous-expression de MYC et une baisse de la prolifération de ces cellules (Sampson et al.,

2007).

-  miR-15a et miR-16-1

Ces deux miARN sont regroupés en « cluster » dans une région chromosomique
souvent délétée dans le cancer de la prostate mais également dans les leucémies
lymphocytaires chroniques (Dong et al., 2001 ; Calin ef al., 2002). Dans ces tumeurs, Calin et
ses collegues ont montré que ces deux miARN sont sous-exprimés dans pres de 70% des cas.
Ils ont réalisé une étude in vivo pour assurer du caractére de suppresseurs de tumeur de ces
deux miARN puisqu’ils permettent d’inhiber la croissance tumorale aprés augmentation de
leur taux par transfection de cellules leucémiques et injection de ces cellules dans des souris
nude (Calin et al., 2008).

D’autres miARN, souvent sous-exprimés dans les tumeurs, sont également considérés
comme suppresseurs de tumeur comme miR-1 ou miR-7. En effet, ces miARN surexprimés
respectivement dans des cellules cancéreuses de poumon ou du sein réduisent la prolifération

de ces cellules et la capacit¢ de formation de tumeurs dans des souris immunotolérantes

(Nasser et al., 2008 ; Reddy ef al., 2008).

4. miARN impliqués dans les voies moléculaires du développement

tumoral

Les miARN peuvent controler de nombreuses voies de signalisation comme

I’apoptose, la prolifération cellulaire ou 1’angiogenése par exemple.

a. Processus d’apoptose et de prolifération cellulaire

Le processus d’apoptose peut étre activé via deux voies, la voie intrinseéque ou
extrinséque. Dans la voie intrinséque sont impliqués plusieurs membres pro-apoptotiques et
anti-apoptotiques de la famille de BCL2 qui sont contrebalancés pour réguler la perméabilité

de la membrane mitochondriale. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl, souvent
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surexprimées dans les tumeurs (Igney et Krammer, 2002 ; Bush et Li, 2003 ; Coultas et
Strasser, 2003), empéchent cette perméabilisation par inhibition des protéines pro-
apoptotiques cytosoliques BAX et BAK (Reed ef al., 1998). Suite a un stress cellulaire,une
activation de la transcription se produit concernant certains membres pro-apoptotiques de la
famille de BCL2, tels que PUMA et NOXA, par activation transcriptionnelle de p53. Cette
activation va permettre d’activer par la suite les protéines BAX et BAK et de les faire migrer
vers la membrane mitochondriale ou elles vont permettre une perméabilisation de la
membrane mitochondriale, perméabilisation permettant entre autre le relargage du
cytochrome c dans le cytosol (Henry-Mowatt et al., 2004). Le cytochrome ¢ se lie a la
protéine APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor-1) ainsi qu’a deux procaspases-9
pour former I’apoptosome, complexe protéique qui permet, une fois formé, de libérer la
caspase 9, caspase « initiatrice » d’apoptose (Li et al., 1997). Une fois activée, cette caspase
clive les caspases « effectrices » comme les caspases 3, 6 ou 7. L’activation de ces caspases
est inhibée en condition normale par des protéines, appelées IAP (Inhibitor of Apoptosis
Protein), elles-mémes inhibées par la protéine SMAC/DIABLO, libérée également dans le
cytosol apreés perméablisation de la membrane mitochondriale (Du et al., 2000 ; Verhagen et

al., 2000).

Quant a la voie extrinseque, elle débute hors de la cellule avec une activation de
récepteurs pro-apoptotiques présents a la surface de la cellule par des ligands tels que CD95L
(FAS-L). Apres reconnaissance des ligands par les domaines extracellulaires des récepteurs,
les domaines intracellulaires se lient a la protéine FADD (Fas-associated Death Domain)
(Chinnaiyan et al., 1995). Le complexe ainsi formé recrute la procaspase-8 ou 10 et les active
en caspase 8 ou 10, qui sont des caspases « initiatrices » au méme titre que la caspase 9. Les
caspase 8 et 10 convergent ensuite vers la voie intrinseque puisqu’elles vont permettre
d’activer les caspases « activatrices » 3, 6 ou 7. Les caspases 8 et 10 peuvent également cliver
la protéine Bid inactive, qui devient active une fois tronquée. La protéine tronquée, tBid,

permet la relocalisation de BAX et BAK (Eskes et al., 2000).

Plusieurs miARN ont été montrés comme pouvant réguler ces voies apoptotiques et ce
a plusieurs niveaux. D’une part, plusieurs protéines de la famille de BCL2 sont régulées par
ce mécanisme, comme Bcl-2 dont ’ARNm est la cible de miR-15a/16 et dont une corrélation
inverse entre le taux de cette protéine et de ces miARN a été mise en évidence (Cimmino et
al., 2005). La protéine Bcl-xl est, quant a elle, inhibée par la protéine pro-apoptotique Bim,

elle-méme régulée par certains miARN des « clusters » miR-17/92 et miR-106b/25. En effet,
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le « cluster » miR-17/92 est nécessaire dans le développement des cellules B par régulation de
I’expression de Bim et est retrouvé surexprimé dans un grand nombre de cancers dont les
lymphomes a cellules B (Ventura et al., 2008). Quant au « cluster » miR-106b/25, il a été
observé comme surexprim¢é dans de nombreux cancers gastriques et de la prostate et certains
des miARN, notamment miR-106b, cibleraient Bim mais également p21, protéine impliquée
dans le contrdle du cycle cellulaire, et E2F1 (Ambs et al., 2008 ; Petrocca et al., 2008). miR-
34a est également un régulateur important de I’initiation de la voie d’apoptose puisque ce
miARN inhibe la désacétylase SIRT1 ; inhibition entrainant 1’acétylation de p53 et donc
I’augmentation de son activité transcriptionnelle et ’induction de la protéine pro-apoptotique
PUMA (Yamakuchi et al., 2008). Une étude récente a mis en évidence que cette protéine
PUMA serait la cible directe de deux miARN miR-221/222 dans les cellules de glioblastomes
(Zhang et al., 2010). Ces deux miARN ont également un role important dans la prolifération

cellulaire par régulation de I’expression de p27"' (le Sage et al., 2007).

La deuxieme partie de la voie intrinseéque mettant en jeu la formation de 1’apoptosome
et ’activation des caspases est également régulée par des miARN. Par exemple, miR-1 et
miR-133 proviennent du méme polycistron et sont transcrits ensemble mais leur implication
dans I’apoptose est opposée puisque miR-1 est considéré comme pro-apoptotique alors que
miR-133 serait anti-apoptotique. En effet, miR-1 a pour cibles les protéines anti-apoptotiques
HSP60 et HSP70, protéines empéchant la formation de I’apoptosme. Quant & miR-133, il a
pour role de réprimer I’expression de la caspase 9 (Xu ef al., 2007). miR-21 joue également
un rdle anti-apoptotique intéressant préalablement observé dans les cellules de glioblastomes
(Chan et al., 2005), dans lesquelles ce miARN régule 1’expression des protéines APAF-1,
caspase 3 et PDCD4 (Papagiannakopoulos ef al., 2008) ; PDCD4 pouvant également réguler
I’activité de la caspase 3 (Bitomsky ef al., 2008).

La voie extrinséque est également la cible de miARN comme miR-21 qui cible FAS-L

(Sayed et al., 2010) ou miR-182 qui a pour cible la protéine FADD (Ovcharenko et al., 2007).
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Figure 23 : Implication des miARN dans le processus d’apoptose (selon Vecchione et

Croce, 2010). Introduction
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b. Processus d’angiogenese

Une des étapes clés de la progression tumorale est I’angiogenése qui consiste en la
croissance de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Le contrdle de
cette étape par des miARN a été mis en évidence par perturbation de 1’expression de Dicer et
Drosha dans des cellules endothéliales. En effet, un « knockdown » de Dicer ou Drosha
entraine une diminution d’angiogenése avec un effet plus important pour le « knockdown » de
Dicer (Kuehbacher ef al., 2007 ; Suarez et al., 2007). Plusieurs études ont analysé les taux
d’expression des miARN dans les cellules endothéliales et mis en évidence leurs propriétés
pro-angiogéniques in vivo (miR-126, miR-378, miR-296 ou le « cluster » miR-17/92) ou in
vitro (miR-210, let-7f, miR-27b, miR-130a) ou anti-angiogéniques (miR-221/222, miR-15b
ou miR-16) (pour revue Wang et Olson, 2009). miR-126, seul miARN spécifique des cellules
endothéliales, a été étudié in vivo chez la souris, modele dans lequel la baisse d’expression est
corrélée a une diminution de ’angiogenese et du maintien de I’intégrité vasculaire (Wang et
al., 2008). D’autres miARN, non spécifiques des cellules endothéliales, comme miR-378,
miR-296 ou le « cluster » miR-17/92, ont également un caractére pro-angiogénique mis en
¢vidence par modulation de leur taux dans des cellules tumorales réinjectées ensuite dans des
souris nude (Dews ef al., 2006 ; Lee et al., 2007 ; Wurdinger et al., 2008). D’autres miARN
ont également des propriétés pro-angiogéniques importantes, observées in vitro. C’est le cas
par exemple de miR-210, miARN induit en conditions hypoxiques, dont la surexpression dans
des cellules endothéliales en culture stimule la migration cellulaire et la formation de
structures similaires a des capillaires, et ce par répression de I’Ephrin-A3 (Fasanaro et al.,
2008). Quant au miR-130a, il ciblerait les ARNm codant pour les protéines anti-
angiogéniques GAX et HOXAS qui lui confererait ses propriétés pro-angiogéniques (Chen et
Gorski, 2008). Certains miARN seraient plutdt des facteurs anti-angiogéniques comme miR-
221/222 dont la surexpression in vitro dans des cellules endothéliales entraine une diminution
de la migration cellulaire ainsi que la formation des structures similaires aux capillaires par
répression de KIT (Poliseno et al., 2006). Les miARN miR-15b et miR-16 ont pour cible
I’ARNm codant pour VEGF et ont par ce fait des propriétés anti-angiogéniques (Hua et al.,
2006).
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Partie III- Présentation et objectifs de la these

Les méningiomes, bien que souvent considérés comme bénins, peuvent présenter des
caractéristiques morphologiques inquiétantes avec une infiltration des tissus adjacents. Un tel
phénotype peut entrainer en ce qui concerne 1’exéreése chirurgicale, préconisée comme
traitement de choix pour ces tumeurs, une incapacité a oter la tumeur dans son ensemble et
étre donc a I’origine de récidives fréquentes. Les méningiomes font principalement 1’objet
d’analyses cytogénétiques qui sont bien corrélées au grade OMS de ces tumeurs. Si quelques
marqueurs ont pu étre mis en évidence pour comprendre la physopathologie des méningiomes

en général, peu d’études se sont intéressées a ce phénotype invasif.

Les tumeurs gliales sont des tumeurs malignes dont 1’agressivité est souvent
synonyme de survie trés réduite pour les patients. La compréhension des caractéristiques
physiopathologiques de ces tumeurs est encore loin d’étre aquise. Tout effort réalisé pour
combler cette carence pourrait aider a plus ou moins long terme pour la prise en charge

thérapeutique de ces pathologies morbides.

Dans ce contexte de recherche bio-clinique, ma thése comportait donc deux grands

axes :
Le premier axe concernait I’étude des méningiomes et avait cinq objectifs :

1. Mettre au point des méthodes in vitro pour caractériser le phénotype invasif
des méningiomes.

2. Mettre au point des méthodes d’analyse transcriptomiques a haut débit.

3. Evaluer les variations d’expression de genes (profils ARNm) distinguant les
deux types de méningiomes.

4. Recenser les miARN dont I’expression est dérégulée dans les méningiomes
invasifs par rapport aux méningiomes non invasifs.

5. Interpréter le rdle des variations d’expression des ARNm et des miARN dans

le développement du phénotype invasif.
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Le deuxiéme axe de recherche était focalisé sur les gliomes avec les objectifs

suivants :

1.

Etudier les différences d’expression des miARN dans des tumeurs gliales de
deux types différents, a savoir des tumeurs oligodendroliales de grade A ou B
selon la classification de I’Hopital Sainte-Anne et des glioblastomes (Annexe
1).

Valider les applications potentielles pour le diagnostic de la découverte de
signatures spécifiques de ces deux types de tumeurs.

Explorer les caractéristiques moléculaires de ces tumeurs afin de rationaliser
les variations d’expression des miARN.

Comprendre I’impact des variations d’expression des miARN sur la

physiopathologie des tumeurs gliales.
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Materiel et méthodes

1. Matériel utilisé

1. Echantillons tissulaires

Les échantillons tissulaires ont été obtenus apres exérese par les neurochirurgiens du
Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble suite au consentement écrit des patients ou de
leur famille. Les échantillons nommés « controles » sont des extraits de cortectomies de
patients ¢épileptiques, c'est-a-dire considérés comme échantillons « non tumoraux ». Les
¢échantillons tumoraux sont soit des méningiomes, soit des glioblastomes, soit des tumeurs
oligodendrogliales (oligodendrogliomes et oligoastrocytomes) (Annexe 1). Pour ces trois
types tumoraux, le caractére tumoral est établi par les anatomopathologistes selon la derniere
classification de I’OMS des tumeurs du systeme nerveux central (Louis et al., 2007).
Concernant les glioblastomes et tumeurs oligodendrogliales, le caractére tumoral et
I’appréciation du type tumoral sont également établis selon la classification du centre
hospitalier Sainte-Anne (Daumas-Duport et al., 2000). Les grades (A ou B) des tumeurs
oligodendrogliales sont également déterminés selon cette classification. Deux des tumeurs
oligodendrogliales sont de grade B, 1’échantillon 1 car on observe une prise de contraste a
I’IRM et I’échantillon 12 car des noyaux endothéliaux jointifs sont observés sur les coupes
histologiques. Pour les méningiomes, 1’invasion ou non des tissus adjacents par le
méningiome opéré est appréciée d’une part par le neurochirurgien lors de ’exérése mais
également par analyse des images obtenues par IRM et CT-scanner. Les échantillons sont
congelés a -80°C immédiatement apres I’exérése et conservés en banque au Centre de

Ressources Biologiques du CHU de Grenoble.

Dans le cas des gliomes (Annexe 1), les échantillons 1 a 4 sont classés comme
oligodendrogliomes et les échantillons 5 a 10 comme glioblastomes. Les autres gliomes ont
un statut plus difficile a préciser et I’approche de la classification histopathologique reste
subjective et peut étre associée a une grande variabilité selon I’expérimentateur établissant le
diagnostic. Nous avons donc utilis¢é deux approches moléculaires publiées ces dernicres

années pour confirmer le diagnostic anatomopathologique de ces échantillons (cf II-5a).
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Milieu de culture pour cellules adhérentes
Matériel et méthodes

DMEM 4.5g/L de glucose

0,
10% SVF 2. Lignées cellulaires

100U de pénicilline et 100mg/ml de streptomycine

Les lignées cellulaires de glioblastome U87 et d’adénocarcinome du sein MCF7 ont
¢été obtenues de I’ATCC (respectivement HTB-14 et HTB-22). Ces cellules, adhérentes, sont
cultivées en milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (Gibco) complémenté avec
10% de sérum de veau feetal SVF (Gibco), de 100 U/mL de penicilline et 100mg/ml de
streptomycine (Gibco). La culture est réalisée en incubateur a 37°C et a 5% de CO,. Dans les
conditions normoxiques, les cellules U87 sont cultivées en présence de 20% d’O, alors que
dans les conditions d’hypoxie, les cellules sont cultivées en présence de 0,3% d’O, en
incubateur ou sous hotte « hypoxie » respectivement. Lorsque les cellules sont a confluence,
elles sont rincées au PBS, puis traitées a la trypsine (Trypsine-EDTA 0,25%, Gibco) pendant

2 minutes a 37°C puis sont réensemencées au 1/10°™.

3. Cultures primaires de méningiomes

Les cultures primaires de méningiomes sont réalisées par excision, en plusieurs
3 , . ;. . r r
fragments de quelques mm’, d’un échantillon de méningiome opéré extemporanément au bloc

opératoire, et ce dans le milieu de culture pour cellules adhérentes.

11. Méthodes

1. Caractérisation par immunofluorescence des cultures primaires de

méningiomes

Les cellules tumorales de méningiomes peuvent étre caractérisées par la présence de
I’antigéne épithélial de membrane (EMA) et de la Vimentine, marqueurs spécifiques mis en

¢vidence par immunofluorescence. Les cellules sont cultivées sur lamelle de verre dans le
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milieu de culture pour cellules adhérentes. Lorsque les cellules sont a environ 70% de
confluence, les lamelles sont récupérées puis lavées au PBS trois fois pendant 5 minutes. Les
cellules sont ensuite fixées au paraformaldéhyde 4%, glutaraldéhyde 0,1%, (+ triton-X-100
0,5% pour le marquage de la vimentine) a température ambiante pendant 10 minutes puis
rincées trois fois 5 minutes au PBS (+ triton-X-100 0.5% (PBS-t) pour le marquage de la
vimentine). Les cellules sont lavées au NaBH,4 (Img/mL) deux fois 10 minutes, pour réduire
les fonctions aldéhydes et empécher une fixation non spécifique des anticorps. Aprés un
ringage au PBS ou PBS-t, les cellules sont incubées 20 minutes a température ambiante dans
une solution de PBS (ou PBSt)-BSA 0,1%. Apres trois lavages de 5 minutes au PBS ou PBSt,
les cellules sont incubées 1 heure a température ambiante en présence de I’anticorps primaire
anti-EMA (IgG de souris monoclonaux Mc5 Interchim®) ou anti-Vimentine (IgG de souris
monoclonaux V9 Dako®) dilués respectivement au 1/5000 et 1/500 dans du PBS (ou PBSt)-
BSA 0,1%. Les cellules sont ensuite lavées de nouveau trois fois 5 minutes au PBS puis
incubées 1 heure a température ambiante avec 1’anticorps secondaire couplé a 1’Alexa 488
(anticorps de chévre polyclonal A11029 Molecular Probes”™) dilué¢ au 1/1000 dans du PBS-
BSA 0,1%. Dans cette solution est ajouté du Hoechst 33258 (Sigma®) dilué au 1/5000 pour le
marquage de I’ADN. Les cellules, apres trois lavages de 5 minutes au PBS, sont montées sur
lame avec du milieu de montage Fluorsave (Calbiochem®) et observées au microscope a
fluorescence inversé Axiovert 200M (Zeiss”). Les images sont obtenues avec 1’objectif x40 a
sec (Olympus®™) grice a une caméra Coolsnap HQ (Roper scientifics®) et au logiciel

Metamorph.

2. Test phénotypiques d’invasion des cellules

a. Chambres de Boyden

Une des méthodes les plus décrites pour observer les propriétés invasives des cellules
en culture est l’utilisation de chambres de Boyden. Ce systéme est constitué de deux
compartiments (chambre supérieure et inférieure) séparés par une membrane poreuse en
polyéthyléne (taille des pores de 8um) que I’on recouvre d’une couche de Matrigel™
Basement membrane matrix (BD biosciences), extrait biologique mimant une matrice

extracellulaire (Figure 24).
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Figure 24 : Principe
des chambres Miériel et méthodes

Boyden
Cellules Chambre supérieure
DMEM 10% SVF
©%0 000 0000 Chambre inférieure

Matrigel ® sur membrane
poreuse

50ul de Matrigel a différentes concentrations (dilution 1/10, 1/20, 1/40 d’une solution
a 10mg/ml) sont déposés dans les chambres supérieures puis les chambres de Boyden
(Corning Transwell®) sont placées soit 4h a 37°C soit une nuit & température ambiante. 5.10*
cellules sont ensuite déposées dans les chambres supérieures en s’assurant de ne pas toucher
la couche de Matrigel et les chambres inférieures sont remplies de 600ul de milieu DMEM
(contenant 10% de SVF jouant le role de chimioattractant). Les chambres de Boyden sont
ensuite placées dans un incubateur a 37°C. Aprés 24 heures, la surface supérieure des
membranes est nettoyée avec un coton-tige pour enlever le Matrigel et les cellules n’ayant pas
traversé la membrane poreuse. 60pl de MTT (Sigma®) sont ensuite ajoutés dans les chambres
inférieures puis les chambres de Boyden sont placées a 37°C pendant 4 heures. Les cellules
adhérentes a la face inférieure de la membrane ainsi colorées sont ensuite observées au
microscope (objectif x10) et photographiées. Une mesure quantitative colorimétrique peut étre
aussi réalisée par solubilisation des cristaux des dérivés de MTT intracellulaires dans 600ul

de DMSO et mesure de densité optique effectuée a 570 nm.

Une gamme étalon permet d’attribuer un nombre de cellules a la densité optique
mesurée. Alors que le pourcentage de migration est calculé comme étant le nombre de cellules
présentes sur la face inférieure de la membrane rapporté au nombre de cellules déposées dans
chaque puits, le pourcentage d’invasion est calculé comme le nombre de cellules présentes sur
la face inférieure d’une membrane « coatée » au Matrigel rapporté au nombre de cellules

présentes sur la face inférieure d’une membrane « non coatée ».

nombre de cellules ayant traversé la membrane "non coatée"

% de migration =
g nombre de cellules initialement présentes dans le puits

nombre de cellules ayant traversé la membrane "coatée"

o L
% d'invasion = - - —
nombre de cellules ayant traversé la membrane "non coatée
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b. Systéme de mesure d’impédance

Le systtme xCelligence RTCA DP (Roche®), bas¢ sur la mesure d’impédance
cellulaire, permet de suivre en temps réel et en continu I’adhésion et la prolifération des
cellules sur plaque E-plate 16 ou la migration et I’invasion des cellules sur plaque « CIM-
plate 16 » (Cell Invasion and Migration). Les plaques E-plate 16 sont des plaques de 16 puits
présentant des électrodes d’or en fond de puits et les plaques CIM-plate 16, de 16 puits
¢galement, sont comme les chambres de Boyden, constituées d’une chambre inférieure et
d’une chambre supérieure présentant en son fond une membrane poreuse sous laquelle sont

disposées les ¢électrodes d’or.

Les ¢lectrodes d’or permettent de mesurer I’impédance cellulaire qui varie selon le

nombre, la morphologie ainsi que 1’adhésion des cellules.

- Evaluation sur E-plate du nombre optimal de cellules & incuber par puits

Trois quantités de cellules ont été testées par type cellulaire (méningiome invasif et
non invasif) sur plaque E-plate 16 pour déterminer le nombre optimal de cellules, en terme de

confluence, a utiliser par la suite sur plaque CIM-plate 16.

50ul de milieu DMEM + 10% SVF sont placés dans les puits des plaques E-plate 16
puis celles-ci sont placées dans I’analyseur du systéme xCelligence RTCA DP, lui-méme
placé dans I’incubateur a 37°C. La mesure du bruit de fond est ainsi réalisée pendant 1
minute. 200ul de milieu DMEM + 10% SVF seul ou comprenant les cellules sont ensuite
ajoutés dans les puits (5000, 10000 et 20000 cellules) puis les mesures sont réalisées toutes

les 5 minutes pendant 25 heures.

- Evaluation sur CIM-plate de la migration et de I’invasion cellulaire

Quatre dilutions de Matrigel (BD Biosciences) sont réalisées sur la glace avec du
milieu DMEM froid sans SVF (1/3, 1/10, 1/20 et 1/40 & 10mg/ml) et 50ul de ces dilutions
sont placés au centre des chambres supérieures des plaques CIM-plate pour les puits dédiés a

I’¢tude de I’invasion cellulaire. Afin d’éviter la formation de ménisque, 50ul sont 6tés
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immédiatement, et ce sans toucher la membrane. Les chambres supérieures sont ensuite
placées a 37°C pendant 4 heures. Les chambres inférieures sont quant a elles remplies avec
160pl de milieu DMEM supplémenté ou non de SVF 10% puis sont assemblées aux chambres
supérieures. Apres avoir ensuite ajouté 30ul de DMEM sans SVF dans les chambres
supérieures, 1’ensemble est placé a 37°C pendant 1 heure pour équilibrer les membranes.
Aprés cette incubation, les plaques sont placées dans 1’analyseur du systéme xCelligence

RTCA DP pour la mesure du bruit de fond pendant 1 minute.

Les cellules, a 60-80% de confluence, sont rincées au PBS puis traitées a la trypsine et
reprises dans du milieu DMEM sans SVF & une concentration de 10° cellules/mL. 100ul de
cette suspension (10000 cellules) sont placés dans les chambres supérieures puis les plaques
sont laissées 30 minutes a température ambiante. Les plaques sont ensuite placées dans
I’analyseur et les mesures d’impédance sont réalisées toutes les 15 minutes pendant 25 heures.
Les analyses sont effectuées grace au logiciel RTCA a partir duquel sont extraites les valeurs

d’index cellulaire (IC) au cours du temps.

3. Extraction des acides nucléiques et protéines

a. Extraction des acides nucléiques

Cette extraction est réalisée sur coupes de tissus de 20pm (80mg et 25mg pour les
extractions d’ARN et d’ADN respectivement) ou cellules (2.10° cellules lavées au PBS,
traitées a la trypsine et récoltées par centrifugation a 1200 rpm). La lyse est effectuée avec les
tampons de lyse des kits miRVana (Ambion®) et QIAamp DNA Mini Kit (QIAgen®™),
respectivement pour les extractions d’ARN et d’ADN. Les ARN sont ensuite extraits selon les
instructions du fournisseur par ajout de phénol-chloroforme, récupération de la phase aqueuse,
ajout d’éthanol et passage sur colonne pour la séparation des ARN courts (taille inférieure a
250 nt) et des ARN longs (taille supérieure a 250 nt) (miRVana, Ambion®). Les ADN sont,
quant a eux, extraits également selon les instructions du fournisseur sur colonne de silice

aprés traitement protéinase et RNAse A (QIAmp DNA Mini Kit, QIAgen®).

Les deux types d’acides nucléiques, ARN et ADN, sont quantifiés a 1’aide du
spectrophotométre Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific®) 4 260nm et la qualité des ARN
est vérifiée a 1’aide du Bioanalyseur 2100 par électrophorése miniature avec le kit RNA 6000

Nano Kit (Agilent”™), technique présentée en annexe 2. Les ARN sont considérés comme non
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dégradés pour des valeurs de I’indicateur RNA Integrity Number (RIN), données par le
logiciel 2100 Expert Software, comprises entre 7,5 et 10.

b. Extraction des protéines

Les coupes de tissus de 20pum (environ 30mg) sont lysées avec le tampon Reporter
Lysis Buffer 1X (Promega) supplémenté d’un cocktail d’inhibiteur de protéases (Roche) a
4°C en vortexant toutes les Smin pendant 30min. Apres centrifugation a 12000g pendant

10min, le surnageant est récupéré et les protéines dosées par la méthode de Bradford

(Bradford, 1976).

4. Analyse de I’expression des ARNm par hybridation sur puce Affymetrix
de type U133 Plus 2.0

a. Principe de la méthode

Sug d’ARN longs sont utilisés pour la synthése du premier brin d’ADNc en présence
d’amorce T7 oligo(dT) selon le protocole Genechip” Eukaryotic One-cycle target labeling kit
(Affymetrix). Aprés synthése du second brin, ’ADNc est purifi¢é sur colonne puis une
réaction de transcription in vitro est réalisée a 37°C pendant 16 heures, permettant
I’amplification et le marquage a la biotine de I’ARNc. Les ARN amplifiés sont ensuite
purifiés sur colonne puis quantifiés au Nanodrop ND1000. Environ 15ug d’ARN amplifiés
sont ensuite fragmentés a 94°C pendant 35 minutes en présence d’ions Mg®™ et un controle
qualité de la fragmentation est effectué par électrophorése miniature a 1’aide du Bioanalyseur
2100 (Agilent). Le produit de fragmentation biotinylé est ensuite hybridé sur puce Genechip®
Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix). L hybridation est ensuite effectuée a 45°C
pendant 16 heures dans le four a hybridation puis le lavage de la puce a lieu dans la station de
lavage. Les hybridations sont ensuite révélées par incubation avec la streptavidine couplée a
la phycoérythrine. Plusieurs contrdles qualité sont ensuite générés par le logiciel Expression
Control (Annexe 3), notamment concernant la qualit¢ des ARN hybridés (vérifiée par
comparaison des intensités obtenues pour des sondes situées en 5’ et 3’ d’un méme ARN),
I’hybridation correcte des ARNc (vérifiée par ajout d’ARNc controles avant hybridation),

I’équivalence des valeurs de bruit de fond entre les différentes puces ou le nombre de sondes
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(= probesets) détectées. Une fois cette étape effectuée, il est alors possible d’utiliser les

valeurs brutes obtenues.

b. Normalisation et analyse des résultats

La premicere étape de I’analyse de ces valeurs brutes est la normalisation des données
par rapport au bruit de fond. Cela est effectué¢ par I’algorithme RMA (Robust Multi-array
Average) qui permet une normalisation des données par la méthode quantile (Irizzary et al,
2003). II est ensuite nécessaire d’annoter les sondes avec les noms des genes correspondant

grace a I’outil NetAffx (http://www.affymetrix.com/analysis/netaffx/index.affx).

Les données Affymetrix obtenues sont traitées avec le logiciel MeV (MultiExperiment

viewer, http://www.tm4.org/mev/) pour le calcul des p-values par le test non paramétrique de

Mann-Whitney et la création de regroupements hiérarchiques non superviseés.

5. Caractérisation moléculaire des glioblastomes et oligodendrogliomes

a. Classification par analyse sur puce Affymetrix de type U133 Plus
2.0

Deux analyses moléculaires a grande échelle ont ét¢ menées par différentes équipes
pour distinguer différents types de gliomes par la recherche d’ARNm marqueurs de ces

tumeurs, et ce par la technique d’hybridation sur puces Affymetrix.

La premiere étude a laquelle nous nous sommes intéressés a ét¢é menée sur 256
échantillons (provenant de ’'UCSF et MDA) par Phillips qui distingue plusieurs groupes de
gliomes dont les gliomes « mésenchymateux » et « proneuraux » (Phillips et al., 2006). Ils ont
identifié 30 sondes, présentes sur puces Affymetrix de type U133A ; 15 d’entre elles étant les
marqueurs les plus probants du groupe des gliomes « proneuraux » et 15 autres des gliomes
« mésenchymateux ». Les valeurs d’intensité des marqueurs identifiant le groupe proneural
(PN) sont supérieures a 3 fois les intensités moyennes mesurées pour le groupe

mésenchymateux (MES). De la méme manicre, les valeurs d’intensité des marqueurs
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identifiant le groupe mésenchymateux (MES) sont supérieures a 3 fois les intensités

moyennes mesurées pour le groupe proneural (PN) (Tableau 2).

La deuxiéme étude, menée par Li sur 159 échantillons (provenant de 1’Hopital Henry
Ford, Detroit), distingue 2 groupes principaux, I’un nommé O comprenant la plupart des
oligodendrogliomes et des astrocytomes de grade peu élevé (96%) et ’autre nommé G
comprenant pour la majorité des glioblastomes (68%) (L1 ef al., 2009). Dans cette étude, les
auteurs décrivent une méthode basée sur la recherche de sondes présentes sur puce Affymetrix
de type U133 Plus 2.0, permettant principalement de distinguer ces deux groupes. Les auteurs
ont décrit 54 sondes comme nécessaires et suffisantes pour classer les échantillons dans un

groupe ou I’autre (Tableau 3).

Dans notre étude, ayant utilisé les puces « nouvelle génération » Affymetrix de type
U133 Plus 2.0, nous nous sommes assurés dans un premier temps que les sondes présentes sur
ces puces sont identiques a celles présentes sur puces Affymetrix de type UI133A, utilisées par

Phillips et ses collegues pour leur classification de gliomes. Pour cela, nous avons utilisé la

base de données Adapt (http://bioinformatics.picr.man.ac.uk/adapt/Welcome.adapt),
regroupant un grand nombre d’informations concernant les sondes, notamment les transcrits

ciblés par ces sondes.

Pour le classement de nos échantillons, les échantillons 1 a 4 (considérés comme
tumeurs oligodendrogliales par I’anatomopathologiste) sont classés dans le groupe des
gliomes « proneuraux» (PN) ou dans le groupe O décrits respectivement par Phillips et par Li.
Les échantillons 5 a 10 (considérés comme des glioblastomes par I’anatomopathologiste) sont
quant a eux classés dans le groupe des gliomes « mésenchymateux » (MES) ou dans le groupe
G. Nous avons vérifié par la suite que les différentes sondes décrites soit par Phillips soit par
Li sont bien des marqueurs intéressants pour classer ces échantillons tumoraux. Pour cela,
nous avons effectué le test non paramétrique de Mann-Whitney sur les groupes d’échantillons
indépendants (groupe 1 contenant les échantillons 1 a 4 et groupe 2 contenant les échantillons

52 10) grace au logiciel MeV (Multiexperiment Viewer, http://www.tm4.org/mev/).
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Tableau 2: Liste des marqueurs des groupes de gliomes « proneuraux» (PN) et
« mésenchymateux » (MES)
(Selon Phillips et al., 2006)

Moyenne Ratio Sondes Moyenne Ratio

Sondes PN Geéne "proneuraux" PN/ MES Géne "mésychamenteux" MES/
(PN) MES (MES) PN

209981 _at PIPPIN 407,90 6,97 205266_at LIF 1072,09 8,49
207723_s_at KLRC3 488,94 5,65 235417_at FLJ25348 3004,08 5,60
227984 _at SRRM2 7861,76 5,33 223333_s_at ANGPTL4 1062,63 4,90
219537 _x_at DLL3 1582,43 5,31 205547 s_at TAGLN 3440,03 4,26
218796_at C200rf42 1140,13 5,03 202628 _s_at SERPINE1 1192,86 4,22
243779_at GALNT13 1260,88 4,51 201058 _s_at  MYL9 587,83 4,02
214952 _at NCAM1 471,63 4,39 211966_at COL4A2 1502,32 3,72
206850_at RRP22 1061,57 3,85 226658_at T1A-2 2785,82 3,63
204953_at SNAP91 702,78 3,84 211981_at COL4A1l 1698,52 3,50
214279 s_at NDRG2 4127,71 3,72 229438_at FAM20C 659,24 3,46
226913_s_at SOX8 12487,10 3,71 201666_at TIMP1 10742,96 3,40
232833_at dA201G10.1 972,68 3,48 209396_s_at CHI3L1 15372,82 3,36
214762_at  ATP6V1G2 1123,77 3,44 215870_s_at PLA2G5 1236,25 3,33
203146_s_at GABBR1 2693,87 3,41 211564 s _at  RIL 832,42 3,28
219196_at SCG3 1245,88 3,38 218880_at FOSL2 405,07 3,05
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Tableau 3 : Liste des sondes permettant de distinguer les groupes O et G. Les ratios O/G
sont exprimés en log, (Selon Li ef al., 2009)

Sonde Géne Ratio O/G Sonde Géne Ratio O/G
202990_at PYGL -1,56 200916_at TAGLN2 -2,75
200650_s_at LDHA -1,70 224917 at MIRN21 -2,81
227295_at IKIP -1,84 225799 _at MGC4677 -2,82
226722_at FAM20C -1,90 218802_at FLI20647 -2,92
212169 _at FKBP9 -1,97 221577 x_at GDF15 -2,98
217739 s_at PBEF1 -2,00 205479 _s_at PLAU -3,03
201505_at LAMB1 -2,08 201012_at ANXA1 -3,03
200600_at MSN -2,10 211964 _at COL4A2 -3,15
208636_at ACTN1 2,12 202627 _s_at SERPINE1 -3,20
202878 _s_at C1QR1 2,13 202912_at ADM -3,25
200771_at LAMC1 2,14 218368 _s_at TNFRSF12A -3,26
201590 x_at ANXA2 2,14 208394 _x_at ESM1 -3,35
215223 s_at SoD2 2,18 205572_at ANGPT2 -3,40
223276_at NID67 -2,20 206157_at PTX3 -3,61
214762_at ATP6V1G2 2,21 221898 at PDPN -3,91
229724 at GABRB3 2,33 203729_at EMP3 -4,90
210512_s_at VEGF 2,38 202718 _at IGFBP2 -5,09
212533_at WEE1 -2,40 202237_at NNMT -5,25
221729 at COL5A2 -2,45 201666_at TIMP1 -6,29
203186_s_at S100A4 2,51 209395 _at CHI3L1 6,47
213418 at HSPAG6 -2,51 213308 _at SHANK?2 2,08
210095_s_at IGFBP3 -2,53 227425 _at REPS2 2,14
211980 _at COL4A1 -2,54 203146_s_at GABBR1 2,43
1569003_at TMEMA49 -2,56 232059_at DSCAML1 2,59
208659_at cLica -2,61 231935_at ARPP-21 2,65
209360 s_at RUNX1 2,63 207447 _s_at GNTIVH 3,68
208816_x_at ANXA2P2 2,71 204465_s_at INA 3,99
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- Classification de Phillips

Nous avons calculé notre référentiel des valeurs des ratios pour I’ensemble des 30
sondes sélectionnées par Phillips a 1’aide des valeurs obtenues sur notre propre plate-forme
Affymetrix. Nous avons ainsi déterminé les valeurs des ratios « moyenne PN/moyenne
MES », pour les 15 sondes marqueurs des gliomes « proneuraux » (sondes PN), et celles des
ratios « moyenne MES/ moyenne PN », pour les 15 sondes marqueurs des gliomes
« mésenchymateux » (sondes MES) en utilisant les valeurs obtenues pour les groupes de
tumeurs 1 et 2 décrits ci-dessus. Pour les échantillons utilisés dans 1’étude, on calcule ensuite
les valeurs des 15 ratios « valeur des sondes PN de 1’échantillon/valeurs moyennes des sondes
PN dans les tumeurs MES» (ratio 1) ainsi que «valeur des sondes MES de
I’échantillon/valeurs moyennes des sondes MES dans les tumeurs PN » (ratio 2). Un
coefficient de corrélation est ensuite calculé entre le ratio 1 et le ratio « moyenne PN/moyenne
MES » (CCpy) et un autre entre le ratio 2 et le ratio « moyenne MES/moyenne PN » (CCpygs).
Sur cette base, les échantillons sont classés dans le groupe PN ou MES si la valeur absolue de

la différence des coefficients de corrélation |CCpn-CCpys| est supérieure a 20.

- Classification de Li

Les moyennes des valeurs d’intensité du groupe O et du groupe G, ainsi que les ratios
« moyenne O/moyenne G » ont été calculés et ce pour chacune des 54 sondes décrites par Li.
Chaque échantillon, y compris les échantillons 1 a 10, est ensuite considéré soit comme un
oligodendrogliome et la valeur d’intensité de chaque sonde est comparée a la moyenne G soit
inversement. Dans chacun des cas, les ratios « échantillon/moyenne G » et « moyenne
O/échantillon » (en log,) sont comparés au ratio « moyenne O/moyenne G » pour chaque

sonde et un coefficient de corrélation est mesuré pour chaque échantillon.
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b. Analyse mutationnelle du géne codant pour IDH1

Une mutation dans le géne codant pour IDH1, au niveau du codon 132, a été mise en
¢vidence comme marqueur de la plupart des oligodendrogliomes ou des glioblastomes
secondaires mais trés rarement des glioblastomes primaires (Ichimura et al., 2009). Deux
couples d’amorces ont été testés pour amplifier par PCR la région du codon 132 ; le premier
ayant été décrit par Nobusawa (Nobusawa et al., 2009) et le deuxieéme ayant été décrit par

Bleeker (Bleeker et al., 2009). Les amorces utilisées sont les suivantes :

- Nobusawa et al. :
Sens : 5’- CCA CTATTATCT CTGTCCTC-3
Antisens : 5°- GCTAGG CGA GGA GCTCCA GT -3

- Bleekeretal.:
Sens : 5°- AATGAGCTCTATATGCCATCACTG -3’
Antisens : 5°- TTCATACCTTGCTTAATGGGTGT -3’

Les produits PCR sont ensuite vérifiés par électrophorése sur gel d’agarose. Seule
I’amplification effectuée avec le couple d’amorce décrit par Bleeker et ses collegues fournit
des résultats satisfaisants (bande unique visualisée sur gel d’agarose). Ce sont ces fragments
PCR qui ont été produits puis confiés a la société Cogenics pour séquencage par la méthode

de séquengage par terminaison de chaine Sanger. L’amorce de séquengage est la suivante :

- Bleekeretal.: 5°- GCCATCACTGCAGTTGTAGGTTA -3’
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6. Analyse du taux d’expression des miARN

a. Par la méthode d’hybridation sur membranes « a fagon »

Des oligonucléotides, d’environ 60 bases, spécifiques de 281 miARN matures
(Ambion miRVana miRNA Probe Set Oct 05) sont déposés sur des membranes de nylon
(Amersham®) en réplicat grace & un robot « arrayer GMS 417 » (MWG) puis fixés de maniére
covalente par illumination aux rayons UV. 2pg d’ARN courts sont ensuite marqués
radioactivement par ajout d’une extension polyA. La réaction est réalisée en présence de
[**P]-0-ATP et de poly(A)polymérase pendant 1 heure & 35°C puis les ARN marqués sont
hybridés sur les membranes de nylon. Aprés lavage des membranes dans du tampon SSC 5X-
SDS 1%, les hybridations sont révélées par autoradiographie au moyen d’écrans phosphore
photostimulables. Les intensités des spots obtenus sont quantifiées a 1’aide du logiciel Array
Gauge, attribuant une valeur brute a chaque signal radioactif. Le bruit de fond est ensuite
soustrait et une correction inter-expériences est réalisée pour pallier les différences d’activité
de la radioactivité, le temps d’exposition des membranes ou la sensibilité de 1’écran entre les

différentes expériences.

b. Par la méthode de PCR quantitative

Environ 80ng d’ARN courts sont convertis en ADN complémentaire par transcription
inverse en présence d’un primer, en forme de boucle spécifique du miARN mature dosé, et
selon le protocole fourni par Applied biosystems (TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription kit). Cette réaction de transcription inverse est réalisée selon le programme
suivant : 30 minutes a 16°C, 30 minutes a 42°C et 5 minutes a 85°C. La PCR quantitative est
ensuite réalisée sur le produit de transcription inverse en présence de TagMan 2X PCR Master
mix et du fluorophore FAM contenu dans le kit TagMan miRNA assay (miRBase v12 —
Septembre 2008). L’activation de I’enzyme se fait a 95°C pendant 10 minutes, puis 40 cycles
de dénaturation (15 secondes a 95°C)/ hybridation-¢élongation (1 minute a 60°C) sont réalisés.
L’ensemble de ces étapes ainsi que 1’acquisition de fluorescence en fin d’étape d’¢élongation

est effectué par I’appareil Stratagene Mx3005p.

Plusieurs contréles endogeénes sont également dosés de cette manicre, tels que

RNU6B, RNU24, RNU44, RNU19 et RNU66, petits ARN nucléaires ou nucléolaires.
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Aprés acquisition des données, une valeur appelée Ct (Cycle Threshold), définie
comme le nombre de cycles a partir duquel la fluorescence est supérieure au seuil du bruit de
fond, est déterminée en utilisant les paramétres de base de 1’appareil, et ce pour un miARN
individuel dans un échantillon. Pour notre étude, souhaitant obtenir des ratios d’expression
pour un méme miARN entre les échantillons « contrdle » et les échantillons de glioblastomes
ou d’oligodendrogliomes, ainsi qu’entre ces deux types d’échantillons, la quantification
relative est suffisante. Pour cela, la formule simplifiée de calcul du ratio pour un miARN-X

entre un échantillon A et un échantillon B est la suivante :

Ratio A/ B= 2 “uCt avece AACT = (CtmiR-X‘thontréle endogéne)éch A— (CtmiR-X‘thontréle endogéne)éch B

Le principe de cette méthode de dosage est présenté plus en détail en annexe 4.

Nous avons pu déterminer, grace au logiciel Normfinder
(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm) que parmi RNU6B, RNU24, RNUA44,
RNU19 et RNUG66, I’ARN nucléolaire RNU24 serait le meilleur géne normalisateur.

Les ratios ont ensuite ¢ét¢ calculés avec le logiciel = REST

(http://www.qgiagen.com/Products/REST2009Software.aspx?r=8042).

c. Par la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix de type
miRNA Genechip®

- Marquage des ARN courts

100ng d’ARN courts sont marqués grace au FlashTag™ Biotin HSR labeling kit
(Genisphere) qui consiste en une étape de polyadénylation des ARN en 3’ et en une étape de
ligature avec un oligonucléotide possédant un dendrimére 3DNA® en son extrémité,
dendrimére marqué avec 15 biotines (Annexe 5). Cette architecture de 15 biotines par
dendrimeére est utilisée pour intensifier le signal. Au cours de cette réaction de marquage sont
inclus dans chaque échantillon, des controles spécifiques permettant de vérifier que les deux

étapes clés de ce marquage ont bien été réalisées.
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- Controle qualité de la réaction de marquage

Lors de la réaction de marquage, un ARN contrdle appelé « RNA Spike Control
Oligos » est inclus dans chaque échantillon pour permettre par la suite d’effectuer un controle
qualité de cette réaction de biotinylation, controle appelé¢ test ELOSA (Enzyme Linked
OligoSorbent Assay). Il s’agit d’un test colorimétrique mettant en évidence I’hybridation
entre I’ARN controle biotinylé et des oligonucleotides préalablement immobilisés sur plaque

Flat Bottom Immobilizer™ Amino (Nunc).

Cette immobilisation a lieu a 4°C pendant 12 heures et les plaques sont ensuite lavées
au PBS puis saturées a la BSA pendant 1 heure a température ambiante. 2pL des 23,5uL de la
réaction de marquage sont ensuite mélangés au sulfate de dextran 25%, SSC 5X, et SDS
0,05% et I’ensemble est hybridé sur plaque ELOSA par incubation a température ambiante
pendant 1 heure. L ajout de streptavidine associée a I’enzyme peroxydase (HRP = horseradish
peroxidase) et ensuite de substrat TMB (3,3°,5,5’- tétraméthylbenzidine) permet enfin de
révéler la qualit¢é du marquage. Apres incubation 15 minutes a 1’abri de la lumiere, une
coloration bleue indique un marquage de bonne qualité. Ce marquage peut également étre
quantifié¢ par ajout de solution Stop et par mesure de la DO a 450nm. On considére que le
marquage est suffisant pour que les ARN marqués soient hybridés si la DO est supérieure a

0,2.

- Hybridation sur puce miRNA Genechip®

Le cocktail d’hybridation est ensuite préparé avec le reste de la réaction de
biotinylation et incubé pendant 5 minutes & 99°C suivies de 5 minutes a 45°C. Ce cocktail est
enfin injecté dans la puce de type miRNA Genechip” (Affymetrix), puce qui est ensuite
incubée pendant 16 heures a 48°C dans un four a hybridation. La puce est placée apres
hybridation dans la station de lavage pour étre lavée avec deux types de solutions de lavage
Wash A et Wash B. Aprés I’étape de lavage, les signaux d’hybridation sont révélés par ajout

de streptavidine couplée a la phycoérythrine puis par lecture de la puce par le scanner.
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- Controle qualité et normalisation

Tout comme pour les puces de type U133 Plus 2.0, plusieurs controles qualité sont
générés (2 1’aide du logiciel miRNA QC tool) comme la qualit¢ des ARN hybridés,
I’hybridation correcte des ARNc, I’équivalence des valeurs de bruit de fond entre les
différentes puces ou le nombre de sondes (= probesets) détectées. Une fois cette étape

effectuée, il est alors possible d’utiliser les valeurs brutes obtenues.

L’annotation des sondes est possible par association avec une librairie Affymetrix et
les données brutes sont ensuite normalisées selon les recommandations de Genisphere par une
normalisation quantile apres suppression du bruit de fond. Ces puces permettent de doser
I’expression de miARN de 71 especes différentes et notamment de 847 miARN humains

(selon la version v11 de la base de données miRBase, Avril 2008).

7. Analyse d’altérations génétiques par PCR génomique et séquencage

La région d’intérét a amplifier, correspondant a la région génomique de plusieurs
milliers de paires de bases entourant la séquence du miARN, est située a 1’aide de Map

Viewer (www.ncbi.nih.gov/mapview/map search.cgi). Les amorces sont ensuite choisies

avec le logiciel Clone Manager de manicre a obtenir des amplicons de taille entre 300 et 600
paires de bases et des Tm proches. La liste des amorces, la taille des amplicons et les

températures d’hybridation sont présentées en annexe 6.

La réaction de PCR est réalisée sur 25 ng d’ADN selon le programme suivant dans un
thermocycleur : une étape de dénaturation et activation de la polymérase a 92°C pendant 5
minutes puis 28 cycles de dénaturation 30 secondes a 95°C, d’hybridation 30 secondes a la
température d’hybridation et d’élongation 30 secondes a 72°C, et enfin une étape d’¢longation

finale & 72°C pendant 5 minutes.

La qualit¢ et la quantité des produits amplifiés sont ensuite déterminées par

¢électrophorese sur gel d’agarose puis ces produits sont séquencés par la société Cogenics.
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8. Etude de méthylation des promoteurs des miARN

500ng d’ADN extraits sont tout d’abord traités au bisulfite de sodium selon le kit EZ-
DNA Methylation-Gold" (Zymo Research) de maniére & convertir les cytosines non
méthylées en uracile (Frommer, 1992). Cette réaction de conversion est réalisée dans un
premier temps selon le protocole du fournisseur dans un thermocycleur selon le programme
suivant : 10 minutes a 98°C puis 2h30 a 64°C. Lors de cette premicre étape se produit une
sulfonation et une désamination transformant les cytosines non méthylées en uracile
sulfonates. Une étape de désulfonation sur colonne est ensuite réalisée pour convertir les
uracile sulfonates en uracile. L’ADN converti est ensuite ¢lué et dosé au Nanodrop ND1000 a
260nm en utilisant le facteur de corrélation utilis¢ pour I’ARN, soit 40ng/uL pour une

absorbance de 1.

La méthylation ne concerne que les cytosines précédées d’une guanine, c’est a dire
celles présentes dans les motifs CpG, motifs fortement présents dans les régions promotrices.
Marson et ses collégues ont fait état de la localisation des sites de départ de transcription
(TSS) des geénes codant les miARN (Marson ef al., 2008). Nous avons déterminé in silico si
des ilots CpG sont présents dans une région d’environ 2 kb en amont de ces sites grice au
logiciel Methylprimer Express” Software v1.0 (Applied Biosystems). Lorsque des ilots CpG
sont effectivement présents dans les régions promotrices des genes codant pour les miARN
d’intérét, les amorces pour la PCR et le séquengage sont dessinés avec le logiciel PSQ Assay
Design (QIAgen). Le choix se porte sur des amorces ayant des températures d’hybridation
différentes de moins de 2°C et une des deux amorces de PCR doit étre biotinylée pour la

purification par la suite des brins amplifiés biotinylés.

Les amorces de PCR pour I’é¢tude de méthylation des promoteurs présentant un ilot
CpG sont présentées en annexe 7, ainsi que les tailles des amplicons, les concentrations de
MgCl; et les températures d’hybridation et; ces deux derniers parametres ayant été optimisés,
ils sont donc spécifiques pour chaque réaction de PCR. La réaction de PCR est réalisée sur
50ng d’ADN traité au bisulfite de sodium et purifi¢ selon le programme suivant dans un
thermocycleur : une étape de dénaturation de la matrice et activation de la polymérase a 95°C
pendant 4 minutes puis 35 cycles de dénaturation 30 secondes a 95°C, d’hybridation 30
secondes a la température d’hybridation et d’élongation 45 secondes a 72°C, et enfin une

étape d’¢élongation finale a 72°C pendant 7 minutes.
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Apres vérification de la qualit¢ et de la spécificité de D’amplification par
¢lectrophorese sur gel d’agarose, les brins biotinylés sont immobilisés sur billes de Sepharose
couplées a la streptavidine (Amersham Biosciences). Les suspensions sont aspirées a 1’aide du
Vacuum Prep tool (Qlagen) puis les billes retenues sont lavées a 1’éthanol 70% puis avec une
solution de lavage. Les brins d’ADN ainsi purifiés sur billes sont ensuite dénaturés a 1’aide
d’une solution NaOH 0,2M, resuspendus dans une solution tampon comprenant I’amorce de

séquencage (Annexe 7). L’hybridation est ensuite réalisée a 80 °C pendant 2 minutes.

La méthode de pyroséquencage est basée sur une suite de réactions enzymatiques
entralnant une émission de lumiere lors de I’incorporation des nucléotides (Colella et al.,
2003; Tost et al., 2003). Le principe est présenté en annexe 8. La réaction est réalisée sur le
pyroséquenceur PSQ 96 Systems (Qlagen) en utilisant le kit PyroMark Gold Q96 SQA

(Qlagen) contenant les enzymes, substrats et nucléotides nécessaires au séquencage.

Cette technique permettant de séquencer environ 50-60 nucléotides, I’analyse de

méthylation est réalisée sur environ 5 cytosines par région promotrice étudiée.

Les données sont analysées avec le logiciel Pyro Q-CpG software (Qlagen). Pour
chaque région promotrice étudiée (8 au total dont 2 pour mir-339), les résultats obtenus apres
pyroséquengage se présentent sous forme de taux de méthylation exprimés en pourcentage
pour chaque position CpG. Nous avons donc calculé¢ dans un premier temps pour chaque
région promotrice les moyennes des taux de chaque position puis dans un second temps la
moyenne pour [’ensemble des échantillons de chaque groupe (glioblastomes,

oligodendrogliomes et tissus normaux).

9. Recherche in silico des ARNm cibles

Comme présenté en introduction, il existe plusieurs outils bioinformatiques mis a
disposition gratuitement sur Internet pour la recherche des ARNm cibles des miARN. Les
outils les plus utilisés actuellement sont Targetscan, miRanda, PicTar et Microcosm targets;
c’est pourquoi pour notre étude, nous avons utilis¢ a la fois Microcosm targets

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/) et TargetCombo qui compile

les résultats de Targetscan, miRanda et Pictar (http://diana.pcbi.upenn.edu/cgi-

bin/TargetCombo.cgi).
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10. Western-blot ycme

5% P-mercaptoethanol - 00915%0 S§15)§ (g)/\}s)
63mM Tris-HEgL iR e d¢chantillon sont diliés d® dARYAPIH mmIi (Laemmli, 1970)
Tracespleidblathdeffomoph@ddC pendant 10 minutes avant d’étre déposés sur un gel de
polyacrylamide. La migration s’effectue a voltage constant 10 minutes a 90V puis a 140V
dans du tampon de migration (Biorad). Aprés migration, les protéines sont transférées sur
membrane PVDF (Millipore), immergée préalablement 10 secondes dans de 1’éthanol pur
puis 30 minutes dans le tampon de transfert. Le transfert est ensuite réalisé a ampérage
constant a 200mA pendant 90 minutes dans le tampon de transfert. La membrane est
plongée par la suite dans une solution de rouge ponceau pour vérifier le bon déroulement
du transfert puis lavée a ’eau. Apres lavage, la membrane est saturée dans une solution de

lait dilué a 10% dans du TBS-Tween20 0,1% (TBS-T) pendant 30 minutes a température
ambiante.

L’anticorps primaire (Tableau 4) est dilué¢ dans du lait 2%/TBS-T (les dilutions
utilisées pour chaque anticorps sont présentées dans le tableau X) et la membrane est incubée
dans cette solution une nuit sous agitation a 4°C. Trois lavages de 15 minutes chacun sont
ensuite réalisés dans du TBS-T a température ambiante. La membrane est ensuite incubée 1
heure a température ambiante sous agitation dans la solution d’anticorps secondaire dilué dans
le TBS-T. La membrane est de nouveau lavée trois fois dans du TBS-T. L’anticorps

secondaire étant couplé a la HRP, la révélation est possible avec le kit de détection ECL
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(Enhanced Chemioluminescence, Millipore). Le signal luminescent émis est révélé avec le
Chemidoc XRS+ (Bio-Rad) et les signaux sont analysés avec le logiciel Image Lab (Bio-
Rad). Une valeur d’intensit¢ (en UA) est attribuée a chaque signal et les valeurs sont

normalisées avec celles obtenues pour la beta actine.

Tableau 4 : Détails sur les différents anticorps primaires dosés en western-blot.

Anticorps primaire Espéce PM (kDa) Ttlil:i?Z: Fournisseur Référence
anti-p Actin Lapin (p) 42 1/5000 Neomarkers RB-9421
anti-Bcl2 (C-2) Souris (m) 26 1/200 Santa Cruz sc7382
anti-CCPG1 (X-21) Lapin (p) 87 1/200 Santa Cruz sc133446
anti-CD44 Lapin 82 1/200 Abcam ab51037
anti-MDH1 Souris 36 1/200 Abcam ab76616
anti-MDM2 (D-12)  Souris (m) 55 1/100 Santa Cruz sc5304
anti-hnRNP | (SH54)  Souris (m) 57 1/200 Santa Cruz sc56701
anti-SIRT1 (B-7) Souris (m) 82 1/100 Santa Cruz sc74465
anti-SNAP25 (4E11)  Souris (m) 23 1/400 Santa Cruz sc81665
anti-STAT3 (F-2) Souris (m) 90 1/200 Santa Cruz sc8019
anti-THBS1 (A4.1) Souris (m) 129 1/200 Santa Cruz sc59886

11. Rationalisation des données et mise en évidence de nouvelles voies

moléculaires

Les résultats concernant les miARN marqueurs des gliomes et leurs cibles décrites
dans la littérature peuvent étre rationalisés de mani¢re a mettre en évidence des voies
moléculaires impliquées dans le développement des tumeurs gliales. Pour cela, nous avons

utilisé le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA).
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Figure 2

méningig

Résultats

‘ Vime ’ s primaires de

A et la Vimentine par

es cellules qui proliférent

et ce par détection par
immunofluorescence des marqueurs Vimentine et EMA. Un co-marquage, initialement pensé,
a ¢été impossible du fait de la localisation de chacune de ces protéines, dans le cytoplasme
pour la vimentine et a la surface membranaire pour ’EMA. Sur la figure 25 sont donc
présentés les marquages individuels de ces deux protéines pour des cellules primaires issues

de méningiomes invasifs et non invasifs.
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confirmation du phénotype d’invasion de chaque échantillon. Pour cela, les cellules issues de

méningiomes invasifs et non invasifs ont été soumises a deux tests phénotypiques in vitro.

2. Tests phénotypiques d’invasion

a. Chambres de Boyden

La formation d’un ménisque lors de I’ajout de la couche de Matrigel est souvent
observée et peut étre critique pour une observation correcte de I’invasion. Nous avons donc
test¢ deux conditions de séchage du Matrigel, 4 heures a 37°C et une nuit a température
ambiante. Apres coloration des cellules fixées sous les membranes poreuses en présence de

MTT, nous avons photographié les membranes (Figure 26).

On observe, seulement pour la condition de séchage a température ambiante pendant
une nuit, un regroupement cellulaire au centre de la membrane, mettant en évidence la

formation d’un ménisque, I’invasion préférentielle par le centre et donc la possibilité de géne
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‘ighre; 27 : Pourcentages de migration et d’invasion des cellules primaitess de

néningiomes invasifs et non invasifs Non invasives ,
Résultats

pour les cellules d’envahir le Matrigel et de passer a travers les pores. La condition optimale,

pour éviter les biais de mesure est donc le séchage pendant quelques heures a 37°C.

Pour les cellules issues de méningiomes invasifs et non invasifs, nous avons calculé un
pourcentage de migration qui représente le nombre de cellules ayant traversé la membrane
poreuse « non coatée » rapporté au nombre de cellules initialement placées dans les puits
(50000 cellules). Le pourcentage d’invasion ne tient pas compte de la capacité des cellules a
passer la membrane poreuse mais seulement a infiltrer et a dégrader le Matrigel qui mime la
membrane basale. Le nombre de cellules ayant traversé la membrane « coatée » est donc
rapporté au nombre de cellules ayant traversé la membrane « non coatée » (Figure 27). Les
deux types de cellules (invasives et non invasives) présentent effectivement des phénotypes
de migration et d’invasion différents, ce qui confirme les statuts invasifs et non invasifs des

méningiomes obtenus du bloc opératoire.
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Figure 28 : Profils des index cellulaires normalisés en fonction du temps obtenus sur
E-plate 16 Résultats

Tracés bleu €t violet : 5000 cellules (Bleu : non invasives ; Violet : invasives)

Tracés verts : 10000 cellules (Vert foncé : non invasives ; Vert clair: invasives)

Tracés rouge et rose GRGUNfsMHEs (R ERant At etikes 1R0dFufibrs 1920 et 1/40 permettent de distinguer
Tracé noir : Contréle négatif . o ,
I’invasion des deux types cellulaires alors que la dilution 1/10 n’est pas adaptée pour ce test

phénotypique.

Concernant le comptage des cellules ayant traversé la membrane poreuse, plusieurs
méthodes ont été décrites comme la coloration des cellules et le comptage manuel au
microscope mais nous avons choisi le test MTT plus fiable et moins contraignant. Cependant,
nous avons eu I’opportunité de tester le systéme xCelligence RTCA DP (Roche™), qui permet
une mesure d’impédance en temps réel et en continu mais qui a également I’avantage de ne

pas nécessiter de marquage et donc de garder les cellules en condition native.

b. Systéme de mesure d’impédance

Trois quantités cellulaires (5000, 10000 et 20000 cellules) ont été testées sur plaque E-
plate 16 pour déterminer le nombre optimal de cellules a utiliser par la suite pour le test
d’invasion sur CIM-plate 16. Les index cellulaires ont été mesurés au cours du temps a la fois

pour les cellules invasives et non invasives (Figure 28).
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L’impédance cellulaire mesurée dépend a la fois du nombre de cellules ayant adhéré
sur les électrodes d’or mais également de la capacit¢ d’adhésion et de la morphologie,
notamment de la taille des cellules. Pour la condition de 20000 cellules, une diminution de
I’index cellulaire est observée apres 10-12 heures d’incubation indiquant une rétractation
possible des cellules due a une confluence cellulaire trop importante. Concernant la condition
de 5000 cellules, les index cellulaires indiquent bien une augmentation de la prolifération
cellulaire mais ces valeurs d’index cellulaires étant relativement faibles, nous avons choisi

comme condition optimale la condition de 10000 cellules.

L’invasion des cellules invasives a été testée sur quatre dilutions de Matrigel (1/3,
1/10, 1/20 et 1/40) en présence de SVF, jouant le role de chimioattractant (Figures 29 A et B).
Sur la figure 29 A sont présentés les index cellulaires en fonction du temps et ces profils ne
présentant pas de plateau tout au long des 24 heures d’incubation, il nous a été possible de
présenter les résultats sous forme de pente pour chaque courbe (Figure 29 B). On remarque
d’une part que les dilutions 1/3 et 1/10 ne permettent pas de laisser les cellules ayant une forte
capacité invasive a dégrader le Matrigel et a passer la membrane poreuse puisque les index
cellulaires sont proches du bruit de fond. Quant a la dilution 1/40, elle semble étre également
peu adaptée pour 1’étude phénotypique sur cellules invasives puisque les index cellulaires sont
proches de la condition sans Matrigel. Quant aux conditions sans chimioattractant, on observe

comme attendu une diminution nette de 1’invasion.
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igure 30 : Migration et invasion de cellules invasives et non invasives Résultat
esuliaits

Si on compare la migration (pas de Matrigel) et I’invasion (dilutions 1/20 et 1/40) de
cellules issues de méningiomes invasifs et de cellules non invasives issues de cancer du sein
(MCF7) ou issues de méningiomes, on remarque une nette différence entre cellules invasives
et non invasives (Figure 30). Le fait que la dilution 1/40 ne soit pas adaptée puisque trop
proche de la condition « sans Matrigel » est également confirmée pour les cellules non
invasives. On peut également observer que les cellules non invasives de méningiomes ont une

capacité migratoire supérieure a celle des cellules non invasives MCF7.

0,08
0,06
£ .
> B MCF7 (Cellules cancer sein non
o 0,04 invasives)
=
e M Cellules MGM non invasives
0,02
H Cellules MGM invasives
| I |
> Q Q > Q Q > Q Q
2 2 2
\':\\Qo \/\b‘ \/\’L é\% '\/\b‘ N\’\/ ‘é\Qo '\'\b‘ '»\’\/
N4 ®
¥ ¥ ¥
P ® P
1I- Recherche de marqueurs du phénotype invasif des méningiomes

1. Recherche de biomarqueurs de type ARNm

Cette recherche menée par hybridation sur puces Affymetrix de type U133 Plus 2.0 a
mis en évidence que 130 geénes sont exprimés différentiellement entre méningiomes invasifs
et non invasifs. 90 génes semblent étre surexprimés dans les méningiomes invasifs (Ratio > 3
avec une p-value < 0,05 selon le test non paramétrique de Mann-Whitney) et 40 sous-
exprimés dans ce type de méningiome en comparaison aux méningiomes non invasifs (Ratio
< 0,3 avec une p-value < 0,05 selon le test non paramétrique de Mann-Whitney). Le

regroupement hiérarchique des échantillons est présenté sur la figure 31.
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ADAMTS1
ANGPTL4
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ATF3
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Figure 31: Regroupement hiérarchique des méningiomes
invasifs et non invasifs sur la base de 130 génes dérégulés.

90 génes sont sur-exprimes Htasqs Ees méningiomes invasifs alors que 40

primés  dans .ces furheurs (p-value<0,05 selon le test non
de Mann-Whitfey).
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ABCC9
ABI3BP
ADORA3
BCL2
CA3
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Figure 32 : Génes surexprimes dans les méningiomes invasits codant pour des
protéines impliquées dans la prolifération, ’adhésion et la motilité cellulaire.

Ces 23 genes sont sur-exprimés dans les méningiomes inva el Résultats

méningiomes non invasifs.

Sur les 90 génes surexprimés dans les méningiomes invasifs, il est intéressant de
retrouver deux génes codants pour des métalloprotéinases (MMP9 et ADAMTSI), protéines
impliquées dans la dégradation de la matrice cellulaire. Par une étude ontologique, nous avons
¢galement mis en évidence que sur ces 90 geénes, 23 codent pour des protéines impliquées
dans au moins un des trois processus cellulaires que sont la prolifération, la motilité et

I’adhésion cellulaire (Figure 32).
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2. Recherche de biomarqueurs de type miARN

Dans un premier temps, nous avons recherché par la méthode d’hybridation sur
membranes « a facon », mise au point au laboratoire, si les miARN peuvent étre de bons
marqueurs du phénotype d’invasivité¢ des méningiomes. Sur les 282 miARN dosés par cette
méthode, trois miARN, miR-126*, miR-92 et miR-145, ont un ratio MGM invasifs/MGM non
invasifs supérieur a 3. Avec une deuxiéme méthode récemment opérationnelle, 1’hybridation
sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip”, nous avons seulement confirmé les résultats
obtenus pour miR-145 (Ratio Invasifs/Non invasifs = 3,15). Or, par cette méthode, 28 autres

miARN ont un ratio Invasifs/Non invasifs > 3 et 19 ont un ratio Invasifs/Non invasifs < 0,3.
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L’ensemble de ces marqueurs pourraient étre des marqueurs intéressants du phénotype
invasif des méningiomes mais une validation par la méthode de PCR quantitative est a présent

nécessaire.

3. Recherche des cibles de miR-145, marqueur potentiel du phénotype

invasif des méningiomes

miR-145 ayant ét¢ montré comme surexprimé dans les méningiomes invasifs par les
deux méthodes d’hybridation, nous nous sommes intéressés a ce miARN et a un rdle éventuel
dans la transformation phénotypique. Pour cela, nous avons recherché les ARNm cibles de ce
miARN parmi les 130 génes précédemment décrits comme différemment exprimés dans les
méningiomes invasifs et non invasifs, aucun n’est la cible de ce miARN. Les miARN jouant
principalement leur rdle de régulateurs par répression de la traduction, nous avons aussi
recherché les cibles de miR-145 parmi ’ensemble des transcrits connus pouvant étre
impliquées dans cette transformation phénotypique dans I’idée de doser les protéines codées
par ces ARNm cibles. Cependant, les cibles étant trés nombreuses (prés d’un millier), nous
avons choisi d’obtenir davantage de données concernant les autres marqueurs éventuels par
PCR quantitative et de ne choisir que les cibles de plusieurs miARN marqueurs. Une telle
analyse de PCR quantitative a grande échelle pourrait étre menée rapidement par de nouvelles

techniques qui ne sont cependant qu’en cours de développement au laboratoire.

102



Résultats

Partie II- Etude des miARN dans 1’analyse physiopathologique des

gliomes

I- Sélection des échantillons de gliomes pertinents pour 1’analyse

1. Comparaison avec deux méthodes de classification des gliomes

Les probesets présents sur puces Affymetrix de type UI33A sont bien présents sur les
puces de type U133 Plus 2.0 et sont identiques en tous points (nombre de sondes des
probesets, transcrits ciblés et localisation sur les transcrits). Il nous a donc été possible de
classer nos gliomes d’une part par la méthode de Li, qui utilise les mémes puces de type U133
Plus 2.0 que celles dont nous disposons, et d’autre part par la méthode de Phillips, qui utilise

les puces de type U133A.

Le test non paramétrique de Mann-Whitney sur les groupes d’échantillons
indépendants (groupe 1 contenant les échantillons 1 a 4 et groupe 2 contenant les échantillons
5 4 10) mené sur logiciel MeV a mis en évidence que sur les 54 probesets décrits par Li et al,
49 sont des marqueurs significatifs et 23 le sont sur les 30 probesets publiés par Phillips (p-
value <0,05). Nous avons comparé¢ les coefficients de corrélation obtenus pour 1’ensemble de
nos ¢échantillons par les méthodes de Phillips et Li, en prenant soit ’ensemble des probesets
décrits soit en enlevant les probesets non significatifs. Les résultats étant treés similaires, les
résultats présentés dans le tableau 5 ont été obtenus avec 1’ensemble des différents probesets
décrits. Dans ce tableau sont présentés les coefficients de corrélation de tous les échantillons
considérés soit comme PN soit comme MES dans la classification de Phillips, soit comme O

soit comme G dans la classification de Li.

Si on considére qu’une différence minimale de 20 entre les deux coefficients de
corrélation obtenus par échantillon est nécessaire pour classer 1’échantillon de maniére
certaine dans un groupe ou dans 1’autre, 21 des 25 échantillons peuvent étre classés par les

méthodes de Phillips et de Li.

103



es coefficients de corrélation

sont obtenus apres avoir classé les échantillons dans le groupe PN ou

{ES selon Phillips ou dans le groupe O ou G selon Li. Sont également présentées les valeurs absolues  Résultats

es différences entre les coefficients de corrélation [PN-MES]| et |O-G| (les valeurs en rouge indiquent

ne différence inférieure a 20).

es échantillons classéd dsndcleagitolipaddonscdy ésnpourlgtés éoudericormsspoaldssitsdbms towg@upain ou ’autre
IES ou G en ropige. Le(:f éch%mtillons pour lesquels [PN-MES] et/ou |O-G| < 20 ne sont pas classés.
ces deux types :

des tumeurs oligodendrogliales de faible grade, appartenant au groupe O (Li et
al., 2009) et au type « proneural » (Phillips et al., 2006) annotés dans la suite
du manuscrit oligodendrogliomes;

des glioblastomes, du groupe G (Li e al, 2009) et du type
« mésenchymateux » (Phillips ef al., 2006).

Tableau S : Classement des 25 échantillons selon les classifications de Phillips et Li.

Phillips Li

Echantillons PN MES |PN-MES| (o] G |0-G|
1 63 24 39 96 27 69
2 92 -36 128 94 -53 147
3 77 -7 84 93 48 45
4 87 10 77 92 -11 103
5 -1 59 60 -7 90 97
6 22 84 62 33 96 63
7 -6 90 96 12 98 86
8 -16 91 107 -54 97 151
9 -11 90 101 -77 99 176
10 27 70 43 60 84 24
11 34 -13 47 92 -41 133
12 66 1 65 92 -32 124
13 38 -15 53 92 -16 108
14 33 -14 47 91 -28 119
15 36 -15 51 88 -16 104
16 0 67 67 26 91 65
17 24 72 48 11 87 76
18 12 50 38 37 80 43
19 13 50 37 26 77 51
20 17 56 39 50 77 27
21 24 57 33 59 77 18
22 15 18 3 55 59 4
23 31 19 12 52 65 13
24 22 34 12 77 75 2
25 58 61 3 93 74 19
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G395A
(R132H)

Figure 33 : Exemple de séquencage

centré sur le codon 132 de IDH1.

A Mutation—hétérozyeete— G395 AReS”ltatS

1
P wry pagarazeazavisy TITTCTO

observée dans les oligodendrogliomes.
Pas mutatlofbﬂ)lservée dans les

2. Analyse mutationnelle du geng codant pour

glioblastomes.

Un premier couple d’amorces a été testé pour amplifier la région centrée sur le codon

132 du géne codant pour IDHI et ce dans les différents échantillons de glioblastomes et

oligodendrogliomes étudiés. Le couple d’amorce utilisé par Nobusawa (Nobusawa et al.,

2009) ne donnant pas de résultats probants puisque plusieurs produits d’amplification sont

détectés sur gel d’agarose, un deuxieme couple d’amorces, décrit par Bleeker (Bleeker ef al.,

2009), a été testé. Les 12 échantillons étiquettés comme glioblastomes (5 a 10 et 16 a 21)

apres classification par les méthodes de Phillips et de Li ne présentent pas de mutation alors

que les échantillons étiquettées comme oligodendrogliomes (1 a 4 et 11 a 15) présentent

effectivement une mutation hétérozygote en position 395, G395A, modifiant ’acide aminé en

position 132 (R132H) (Un exemple de profils de séquencage est présenté sur la figure 33).
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Pour les échantillons 22 & 25, le statut IDH1 a été déterminé seulement pour

I’échantillon 22 qui ne présente pas de mutation dans le codon 132. Nous avons donc exclu

ces quatre échantillons de notre étude.
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Résultats

1I- Analyse du taux d’expression des miARN dans les glioblastomes et
oligodendrogliomes

1. Analyse par les méthodes d’hybridation sur membranes « a facon » et
PCR quantitative

Dans un premier temps, deux méthodes ont ét¢ mises au point au laboratoire et
utilisées pour savoir si les miARN peuvent étre de bons marqueurs des gliomes permettant de
distinguer les tissus tumoraux des échantillons controles mais également de distinguer les
glioblastomes des oligodendrogliomes. La premicre consiste en une recherche assez large de
miARN par hybridation sur membranes « a fagon ». Sur les 282 miARN dosés par cette

méthode, 15 miARN ont un ratio G/N et/ou O/N supérieur a 3 ou inférieur a 0,3 (Tableau 6).

La deuxiéme méthode utilisée est la PCR quantitative permettant de doser
exclusivement les miARN matures de par la conformation de I’amorce permettant la reverse
transcription (Annexe 4). Avec cette méthode, les 15 marqueurs décrits précédemment sont
validés mais les ratios sont ajustés, du fait de la meilleure sensibilité de cette méthode. Avec
cette méthode, nous avons également montré que 11 miARN supplémentaires peuvent

¢galement étre considérés comme marqueurs des gliomes (Tableau 6).

Au total 26 marqueurs diagnostiques des gliomes ont ét¢ mis en évidence. Sur ces 26
marqueurs, 14 ont une expression plus élevée dans au moins un type de gliomes en
comparaison aux échantillons controles (ratio G/N et/ou O/N > 3) alors que 11 ont une
expression plus faible dans au moins un type de gliomes (ratio G/N et/ou O/N <0,3). Seul
miR-210 a une expression plus élevée dans les glioblastomes mais plus faible dans les
oligodendrogliomes en comparaison aux échantillons contrdles. Sept de ces 26 miARN sont
¢galement des marqueurs permettant de distinguer les glioblastomes des oligodendrogliomes
puisque six d’entre eux ont un ratio G/O supérieur a 3 (miR-132, miR-134, miR-155, miR-21,

miR210 et miR-409-5p) et un montre un ratio G/O inférieur a 0,3 (miR-128).

Sur la figure 34 sont présentés, pour ces 26 miARN marqueurs, les ratios O/N en
fonction des ratios G/N obtenus par la méthode de PCR quantitative. Les sept marqueurs
distinguant les glioblastomes des oligodendrogliomes sont présentés par des triangles rouges

sur la figure et les 19 autres sont présentés sous forme de losanges bleus.
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5
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0,4
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1
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1
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1,2
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1
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2
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4,8
4,3
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4,1
2,1
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1,3
1,6
ND
ND
ND
ND
ND
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0,2
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ND
ND
ND
0,29
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1,8 0,7
2,3 0,7
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
0,15 1
0,32 0,8
0,08 1,6
0,11 1,8
0,28 1,8
0,19 14,27
0,06 11,9°
ND ND
ND ND
ND ND
0,33 0,9
0,5 10,77

Résultats
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Résultats

2. Analyse par la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix de type
miRNA Genechip®

Une nouvelle méthode de dosage de I’expression des miARN, mise sur le marché ces
derniers mois, a été implantée au laboratoire et consiste en I’hybridation des ARN courts sur
puce Affymetrix miRNA Genechip”. Ces puces permettent de doser 1’expression de miARN
de 71 especes différentes et notamment de 847 miARN humains (selon la version v11 de la

base de données miRBase, Avril 2008).

a. Validation des 26 marqueurs précédemment décrits

L’expression des 26 miARN marqueurs des gliomes précédemment décrits a été
analysée par cette méthode d’hybridation a grande échelle. Aprés normalisation par le logiciel
miRNA QC tool (Affymetrix), nous avons calculé les ratios d’expression de ces marqueurs
entre les glioblastomes G, oligodendrogliomes O et échantillons controles N. Ces ratios ont

été comparés aux résultats obtenus avec la PCR quantitative (Tableau 7).

Pour la plupart de ces 26 marqueurs, les résultats sont cohérents entre les deux
méthodes de dosage. Bien que les ratios ne soient pas identiques, on retrouve les mémes
tendances pour la plupart des marqueurs. Pour quelques miARN, les ratios d’expression qui
sont significatifs par dosage par une des deux méthodes (ie proches et supérieurs a la valeur
seuil de 3 ou proches et inférieurs a la valeur seuil de 0,3) deviennent non significatifs apres
dosage par la deuxiéme méthode mais restent proches des valeurs seuils. C’est par exemple le

cas de let-7b, let-7d, miR-126, miR-134 ou miR-9.

Dans les cas de miR-26b, miR-339-5p, miR-374a et miR-7, les valeurs d’intensité
obtenues avec la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix sont proches du bruit de fond et

sont considérées comme non détectées ND.
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) et échantillons controles N et comparaison entre méthode d’hybridation sur puces
fiymetiox detd¢ypedoi3EPiuARY et PR qemptit48iX0. par la méthode d’hybridation ne peuvent pas Rssultats
étre analysés puisque les valeurs d’intensité obtenues pour les différents échantillons sont proches du

bruit de fond.

Hybridation sur puces Affymetrix de type

miRNA Genechip PCR quantitative

miARN G/N O/N G/O G/N O/N G/O
hsa-let-7a 3,82 4,98 0,77 19,2 20,5 0,9
hsa-let-7b 2,59 3,66 0,71 3,3 3,4 1
hsa-let-7d 2,54 3,13 0,81 4,2 3 1,4
hsa-let-7f 3,44 4,27 0,81 23,2 25,8 0,9

hsa-miR-124 0,03 0,17 0,15 0,003 0,003 1

hsa-miR-126 2,34 2,51 0,93 4,8 2,8 1,7

hsa-miR-127-3p 0,19 0,08 2,36 0,06 0,03 2

hsa-miR-128 0,10 0,68 0,14 0,12 0,46 0,26

hsa-miR-132 0,19 0,18 1,05 0,28 0,09 3,2

hsa-miR-134 0,24 0,10 2,45 0,2 0,04 5,8

hsa-miR-139-5p 0,04 0,19 0,23 0,07 0,09 0,8

hsa-miR-149 0,09 0,12 0,74 0,18 0,1 1,8

hsa-miR-155 61,43 17,44 3,52 34,5 3,1 11,2

hsa-miR-15b 11,50 7,88 1,46 3,4 3,5 1

hsa-miR-16 4,16 4,13 1,01 11,4 5 2,3
hsa-miR-17 3,50 5,37 0,65 12,9 17,9 0,7
hsa-miR-20a 6,19 9,50 0,65 3,6 5 0,7
hsa-miR-21 67,80 6,55 10,34 87,8 9 9,8
hsa-miR-210 9,37 0,82 11,41 2,3 0,29 8,1
hsa-miR-26b ND ND ND 9 7,1 1,3
hsa-miR-330-3p 0,09 0,15 0,57 0,08 0,05 1,7
hsa-miR-339-5p ND ND ND 0,07 0,11 0,6

hsa-miR-374a ND ND ND 7,8 7,4 1

hsa-miR-409-5p 0,30 0,13 2,35 0,32 0,07 4,6
hsa-miR-7 ND ND ND 0,11 0,09 1,2
hsa-miR-9 2,10 15,01 0,14 2,1 5,7 0,4

b. Recherche de biomarqueurs pour une application au diagnostic

Outre les 26 marqueurs d’intérét dosés par PCR quantitative et validés pour la plupart
par la méthode d’hybridation sur puces miRNA Genechip®, nous avons récemment mis en
¢vidence par cette dernicre méthode d’autres miARN qui permettent de distinguer les

différents types d’échantillon. Nous avons choisi ces miARN sur la base de ratios
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leau 8 : miARN brevetés classés en cinq groupes selon les échantillons qu’ils permettent de

nguer. Résultats
miARN ODGI/N GBM/ODG, Groupe
de Ane—sunana Ot 2 der que les
hsa-miR-199a-3p 5.8 102,6 17,8 Groupe A : distingue les trois types .
hsa-miR-139.3% 0,04 0,01 0,1 1déquats en vuerdendrélaberation d’un éventuel kit de
hsa-miR-424n; 11,0 10,4 ent afu?s étre classés en 5 groupes selon leur capacité a distinguer
hsa-miR-303 32 &l itillons’ (GBM, ODG et N). Les groupes sont présentés dans le
hsa-miR-132 0,18 0,18 1,0
hsamiR130p 0,16 0,16 1,0
hsa-miR-1231 0,14 0,15 1,0
hsa-miR-328 0,13 0,07 0,5
hsa-miR-1180 0,12 0,07 0,6
hsa-miR-149 0,12 0,09 0.7 Groupe B : distingue les gliomes des
hsa-miR-491-5p 0,09 0,06 0,7 échantillons contréles
hsa-miR-1280 0,05 0,06 1,1
hsa-miR-490-5p 0,05 0,03 0,7
hsa-miR-431* 0,04 0,03 0.8
hsa-miR-770-5p 0,03 0,05 1,4
hsa-miR-769-3p 0,02 0,02 1,0
hsa-miR-129-5p 0,02 0,01 0,4
hsa-miR-139-5p 0,18 0,04 0,2
hsa-miR-135a* 6,0 0,6 0,1 Groupe C : distingue les ODG
hsa-miR-99a* 8,6 1,9 0,2
hsa-miR-382 0,1 03 2,4 Groupe D : distingue les ODG des échantillons
hsa-miR-409-3p 0,1 0,5 3,4 contrbles
hsa-miR-191* 0,1 0,4 3,2
hsa-miR-200c 1.6 227,8 139,8
hsa-miR-199a-5p 2,1 42,1 20,0
hsa-miR-21* 1,1 18,6 16,9 Groupe E : distingue les GBM
hsa-miR-146b-5p 1,3 10,2 7.8
hsa-miR-31 0,2 5,1 25,4
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Figure 35: Exemple de
représentation graphique des

valeurs de dosage dans les  Résultats

ODG, GBM et échantillons
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d’échantillons.
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Cependant, cette méthode ne peut pas étre utilisée comme méthode diagnostique pour
typer un échantillon individuel sans une comparaison avec des valeurs d’abaque obtenues
pour les trois types d’échantillon (ODG, GBM, N) sur la méme plate-forme. Une alternative
pour s’affranchir de cette limitation est de s’intéresser aux ratios d’expression des miARN
dans un méme tissu (méthode intra-tissulaire) et de choisir les ratios les plus probants
permettant de distinguer les différents types d’échantillon (Gordon et al., 2002 ; Avissar et al.,
2009). Nous avons mis en évidence 10 ratios qui peuvent étre classés en quatre groupes. Un
premier groupe permet la distinction des trois types d’échantillon puisque les rapports des
ratios entre ces échantillons sont supérieurs a la valeur seuil de 4 (différences significatives
avec p-value < 0,05). Un deuxiéme groupe comprenant quatre ratios permet de distinguer les
deux types de gliomes des échantillons contrdles (p-value < 0,05), et 2 autres groupes
comprennent les ratios permettant de distinguer soit les ODG soit les GBM des autres

échantillons (Tableau 9).
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igu@®@0: Exemples de représentation graphique gelg[g@sement des échantillons a partir

e d-BllX ratios d’expression. ces 8 " Résultats
vsr~donnees sont présentées en log;y pour les ech&htlllcms contrdles (bleu), les oligodendrogliomes
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hsa-miR-210/hsa-miR-491-5p — r
T T Groupe 4 : marqueurs des GBM
hsa-miR-210/hsa-miR-423-5p 13 13,5 190,4

Les valeurs de ce tableau peuvent étre utilisées comme abaques pour la détermination
du statut d’un échantillon individuel et ce, en principe, méme pour des valeurs d’expression
obtenues sur une plate-forme différente. Une autre maniere simplifiée de réaliser le diagnostic
d’un échantillon est d’utiliser une représentation graphique (Figure 36). L’ensemble de ces

données fait I’objet de trois dépots de brevet.

@

@
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Figure 37 : Analyse génomique par PCR des loci codant les miARN marqueurs des

gliomes. Barres noires : ratios GBM/contrdles et barres grises : ratios ODG/contrdles
Résultats

I11- Rationalisation des dérégulations d’expression des miARN dans les
gliomes

Apres avoir décrit les 26 premiers marqueurs validés par PCR quantitative, nous avons
souhait¢ mener différentes études, génomiques, €pigénétiques et transcriptomiques pour

rationaliser les différences d’expression observées pour ces marqueurs.
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Résultats

2. Expression des génes hotes

Les miARN peuvent étre co-exprimés avec leurs génes hotes, qu’ils soient codants ou
non codants (Baskerville et Bartel, 2005). Sur les 26 miARN marqueurs des gliomes
précédemment décrits, tous ne sont pas codés par des geénes présents dans des unités de
transcription définies. En effet, miR-21, let-7a, miR-374a, let-7d, let-7b, miR-210, miR-409-
5p, miR-132, miR-134, miR-127, miR-124 sont codés par des génes présents dans des régions
intergéniques. De plus, certains miARN sont codés par plusieurs génes pouvant étre soit dans
des régions intergéniques soit présents dans des unités de transcription définies. Par exemple,
miR-128 et miR-16 sont tous deux codés par deux genes présents dans des unités de
transcription définies (respectivement par mir-128-1/mir-128-2 et mir-16-1/mir-16-2), let-7f
est codé par deux genes (let-7f-1/let-7f-2 dont seul let-7f-2 est présent dans une unité de
transcription définie) et miR-7 et miR-9 sont tous deux codés par trois génes dont seulement
deux sont présents dans des unités de transcription définies (respectivement mir-7-1/mir-7-3
et mir-9-1/mir-9-2). De plus, certains loci codant pour des miARN sont organisés

en « cluster » comme miR-16-2 et miR-15b ou miR-17 et miR-20a.

Nous avons analysé les taux d’expression de 17 genes hdtes sur puces Affymetrix
U133 Plus 2.0 pour tenter de rationaliser les variations d’expression de 15 miARN entre les

deux types de gliomes et les tissus normaux (Tableau 10).

Pour quelques miARN, on observe une bonne corrélation entre les différences de
niveaux d’expression des miARN et de leur gene hote. Pour miR-128, une expression plus
faible dans les glioblastomes est corrélée a une baisse d’expression des genes hdtes de mir-
128-1 et mir-128-2 que sont R3HDMI1 et ARPP-21 respectivement. Pour miR-139, dont
I’expression est significativement plus faible dans les glioblastomes et oligodendrogliomes en
comparaison au tissu normal, ’expression du géne hote PDE2A est également diminuée dans
ces deux types de gliomes. Nous observons la méme corrélation entre les différences
d’expression de miR-7 et du gene hote de mir-7-3, alors que 1’expression du géne hote de mir-
7-1 n’est pas différente entre les gliomes et les tissus normaux. Quant aux miARN miR-155 et
miR-15b/miR-16-2 en « cluster », leur surexpression dans les glioblastomes est bien corrélée
a une surexpression de leurs génes hotes, respectivement MIR155HG et SMC4 alors qu’ils ne
sont pas surexprimés dans les oligodendrogliomes. Pour tous les autres miARN, il n’y a pas
de corrélation entre les ratios d’expression des miARN et des genes hotes que ce soit entre

glioblastomes et tissus normaux ou entre oligodendrogliomes et tissus normaux.
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pression des miARN.

miARN pour lesquels une coexpression entre le geéne codant et $9R 50k a@qul@%ilﬁ tissus normaux a Résultats

té rapportée (Baskerville et Bartel, 2003)

Etude de ’expression dadreschdtehdtes de 19 génes coda@GBM@N: 15 miARN ODG/N

e btoato
oci miARN
+-mir-128-1° R3HDM1 2q21.3 0,2 0,1 0,3 )
-mir-128-2  ARPP-21 3p22.3 0,1 0,1 0,7 )
+-mir-1397  PDE2A 11q13.4 0,1 0,1 0,3 0,1
+mir-7-3°  C190rf30 19p13.3 0,1 0,2 0,2 0,1
1-mir-9-2 LOC645323 5q14.3 1,1 2,1 3 5,7
+mir-9-1°  Clorf61 1922 0,5 2,1 1,7 5,7
1-mir-155 MIR155HG 21g21.3 5,9 34,5 0,7 3,1
mirlsh o ovica 3q26.1 4,8 33 1,8 3,4
1-mir-16-2 11,4 5
r-mir-17 MIR17HG 13g31.3 1,4 12,9 2,9 17,9
1-mir-20a 3,6 5
1-mir-26b CTDSP1 2935 1,4 9 1,6 7,1
+-mir-16-1  DLEU2 13q14.2 1 11,4 0,9 5
1-let-7f-2 HUWE1 Xp11.22 0,8 23,2 0,8 25,8
+-mir-126°  EGFL7 ] 9g34.3 0,7 4,8 0,6 2,8
1-mir-149 GPC1 2q37.3 2,8 0,2 0,9 0,1
+mir-330  EML2 j 19q13.32 0,7 0,1 0,6 0,1
1-mir-339 C70rf50 7p22.3 1,2 0,1 0,9 0,1
1-mir-7-1 HNRNPK 9921.32 1 0,2 1 0,1

3. Modifications épigénétiques

Les différences d’expression des miARN entre les différents tissus (glioblastomes,
oligodendrogliomes et tissus normaux) pourraient étre expliquées par des modifications

épigénétiques telles que la méthylation des promoteurs au niveau des ilots CpG.
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Résultats

Sur les 26 miARN décrits précédemment, nous nous sommes donc intéressés a 7
miARN dont les promoteurs présentent effectivement des ilots CpG (la région promotrice
étant définie 2kb en amont du site de début de transcription décrit par Marson (Marson ef al.,
2008)) et dont les conditions de PCR et pyroséquencage ont permis d’obtenir des résultats
interprétables. Pour mir-339, deux sites de début de transcription étant décrits, nous nous

sommes intéress€s aux 2 régions promotrices en amont de ces sites de début de transcription.

Sur la figure 38 sont présentées, pour les 8 régions promotrices étudiées, les moyennes
des taux de méthylation des cinq positions CpG étudiées et ce, pour chaque type d’échantillon

(contrdles, glioblastomes et oligodendrogliomes).
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Figure 38 : Etude de méthylation des promoteurs.

Les moyennes des taux de méthylation sont présentées pour 8 régions promotrices (dont 2 concernant
mir-339) et ce pour chaque type d’échantillon (GBM = glioblastomes, ODG = oligodendrogliomes).
Les p-values sont calculées sur la base du test non paramétrique de Mann-Whitney (¥** : p < 0.001 ;
**:0.001< p <0.01).

Pour trois régions promotrices (mir-127, mir-128-1 et mir-339 TSS2), les moyennes
des taux de méthylation ne sont pas significativement différentes entre les trois types
d’échantillons et n’expliquent donc pas les différences d’expression des miARN miR-127-3p,
miR-128 et miR-339-5p. Dans le cas de mir-127, ces moyennes sont tres élevées (84,5 ; 81 et
88,6 respectivement pour les échantillons contrdles, GBM et ODG) alors qu’elles sont faibles

pour mir-128-1 (5,4 ; 4,7 et 3,4 respectivement pour les échantillons contrdles, GBM et ODG)
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et mir-339 TSS2 (3,2; 2,8 et 2,3 respectivement pour les échantillons controles, GBM et
ODG).

Pour mir-124-2, bien que les moyennes des taux de méthylation soient
significativement différentes entre les trois types d’échantillons (ODG>GBM>Contrdles), les
différents ratios (GBM/Controles, ODG/Controles et ODG/GBM) sont proches de 1 et ne
permettent pas d’expliquer les différences d’expression du miARN mature miR-124. 11 en est

de méme pour mir-339 TSS1 dont les ratios GBM/Contrdles et GBM/ODG sont proches de 1.

Pour les régions promotrices de mir-155, mir-210 et mir-330, on n’observe pas de
différence significative entre les moyennes des taux de méthylation des échantillons controles
et des glioblastomes. Les moyennes des taux de méthylation des oligodendrogliomes sont,
quant a elles, significativement différentes des deux autres types d’échantillons. Pour mir-155,
les ratios des taux de méthylation ODG/GBM et ODG/contréles (1,8 et 1,5) ne concordent pas
avec les différences d’expression de miR-155 entre les différents tissus. Par contre, pour mir-
210 et mir-330, les ratios des taux de méthylation ODG/GBM et ODG/contrdles peuvent
expliquer les expressions plus ou moins faibles de ces miARN matures dans les

oligodendrogliomes en comparaison aux autres tissus.

4. Hypoxie

Certains miARN, dosés dans les cellules de glioblastomes U87, présentent des
différences d’expression liées aux taux d’oxygénation auxquels sont soumises ces cellules,
comme miR-15b, miR-16, miR-17, miR-20a, miR-210, let-7a, let-7b, let-7d et let-7f. En effet,
I’expression de ces miARN augmente avec 1’hypoxie ; les ratios entre la condition a 0,3%

d’O; et a 20% d’O, variant entre 1,5 et 2,9.

IV-  Analyse des cibles des miARN marqueurs des gliomes

Les cibles des 26 miARN ont été recherchées in silico et les cibles les plus pertinentes
ont été choisies sur la base de leur ontologie (role dans 1’apoptose, la prolifération cellulaire et
la motilité¢). Nous avons évalué les taux d’ARNm et de protéines dans les trois types de tissus
(glioblastomes, oligodendrogliomes et tissus contrdles) pour 9 cibles sélectionnées ainsi que
pour CD44, protéine impliquée dans la production de miR-21 (Bourguignon et al., 2009) et
dans ’activation de STAT3 (Lee ef al., 2009a), une des 9 cibles choisies.
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Figure 39 : Détection par western blot de  Rgcu/rats

quelques protéines cibles des miARN

d’intérét, marqueurs des gliomes.
Concernant le taux des protéines dont la quantité est estimée en western blot, on

observe la présence des protéines SNAP25 et THBSI1 en forte quantité dans les échantillons
controles et glioblastomes et non dans les oligodendrogliomes. Les protéines STAT3, CCPG1
et CD44 sont, quant a elles, présentes en forte quantité seulement dans les glioblastomes alors
que la prot¢ine MDHI1, absente dans ces tumeurs, est plus fortement présente dans les
échantillons controles que dans les oligodendrogliomes. Les protéines SIRT1, BCL2, MDM2
et PTBP1 permettent de distinguer échantillons controles des gliomes. En effet, SIRT1 est
absente dans les deux types de gliomes et présente dans les échantillons contrdles alors que
les trois autres protéines sont absentes de ces échantillons et présentes dans les deux types de

gliomes (Figure 39).
Contrdles oDnG GBM
- .

- -

e M- -

Quant aux taux en ARNm, dosés sur puce Affymetrix U133 Plus 2.0, ils permettent de
classer ces cibles en deux groupes (Tableau 11). D’une part, on observe que pour trois des
neuf cibles (SNAP25, STAT3, MDHI1) ainsi que pour CD44, les variations des taux en
ARNm entre échantillons tumoraux et échantillons contrdles correlent assez bien avec les
variations des taux en protéines. Pour les six autres cibles, il n’y a pas de corrélation évidente

entre les taux en ARNm et protéines.
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Les protéines sont dosées par Western blot (résultats présentés sur la figure 39) et les ARNm par
hybridation sur puce Affymetrix U133 Plus 2.0. Resultats
GBM : glioblastomes, ODG : oligodendrogliomes, N : échantillons contréles

Les ratios supérieurs a 3 sont indiqués en gras et ceux inférieurs a 0,3 sont indiqués en italique souligné.

" Signaux ind¥iablestes HhisNiyerma & expreessionodes prostineR nibledpGdes-ARNm qui les codent.

¥ Signaux indétectables dans les gliomes (Ratios gliomes/N proches de 0)

oo Signaux indétectablesdams tesectantittqms tomntrotes hRd‘LiUb ghomes/ANTfms) - 3
GBM/N oDG/ Cibles de miARN...

ARNm  protéine | ARNm protéine ...surexprimés ...Sous-exprimés
SNAP25 | 0,06 0,6 0,11 0,2 hsa-miR-16 /
STAT3 2,8 5 0,9 hsa-miR-17, hsa-miR-20a /
cbas | 18,0 oo 1,8 1 / /
y hsa-miR-15b, hsa-miR-16, hsa-miR-
MDH1 03 0 0.3 0.3 26b, hsa-miR126 /
SIRT1 0,5 o 1,5 o / hsa-miR-132
CCPG1 0,9 - 1 1" hsa-miR-21, hsa-miR-155, hsa-miR- hsa-miR-139-5p
374a
BCL2 0,7 3,5 0,9 3,3 hsa-miR-15b hsa-miR-139-5p
MDM2 1,7 8,3 0,8 3 hsa-let-7b, hsa-let-7f hsa-miR-339-5p
hsa-miR-124, hsa- miR-339-
PTBP1 3,2 11 / 5p, hsa-miR-149
hsa-miR-21, hsa-miR-17, has-miR-
THBS1 | 3,6 1,1 0,5 0.2 sa-mift-ad, hsa-min-1/, hassmit-

20a, let-7f

Le tableau 11 récapitule les miARN que nous avons mis en évidence comme dérégulés
dans les gliomes et qui interagissent avec les ARNm cibles. Quelques incohérences sont a
remarquer comme par exemple une expression plus forte de I’ARNm et de la protéine STAT3
dans les glioblastomes alors que les miARN ciblant cet ARNm (miR-17/miR-20a) sont
surexprimés dans ces tumeurs. Cependant, dans plusieurs cas, on observe une cohérence entre
les taux de miARN et les taux d’ARNm cibles et de protéines dans les différents échantillons.
Par exemple, pour MDHI, les taux plus faibles de protéines dans les gliomes peuvent étre
corrélés a une surexpression de 4 miARN dans ces tumeurs en comparaison aux tissus
controles (miR-15b, miR-16, miR-26b et miR-126). Concernant PTBP1, on observe
¢galement une bonne corrélation entre la sous-expression de 3 miARN (miR-124, miR-149 et

miR-339-5p) et la surexpression de la protéine dans les tissus tumoraux.
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Discussion et perspectives

I- Etude du phénotype invasif des méningiomes

L’étude initiée sur les méningiomes a permis de mettre en évidence un seul miARN,
miR-145, ayant une différence d’expression significative entre les méningiomes invasifs et
non invasifs par utilisation de deux méthodes d’hybridation (hybridation sur membranes « a
fagon » et hybridation sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip” permettant le dosage
de respectivement 281 et 847 miARN). Cependant, avec le dosage par la deuxieme méthode,
nous avons mis en évidence plusieurs autres miARN qui sembleraient étre de bons marqueurs
de ce phénotype invasif. Le recours a une technique de PCR quantitative a grande échelle
pour valider ces miARN marqueurs est désormais indispensable. C’est seulement apres avoir
obtenu des données complémentaires sur les miARN et avoir montré leur authentique qualité
d’indicateur de ce phénotype que nous pourrons nous intéresser aux cibles de ces marqueurs.
Cette recherche de cibles pourra d’une part étre axée sur les ARNm que nous avons décrits
comme ayant une expression différentielle entre méningiomes invasifs et non invasifs et
d’autre part sur la caractérisation du pool protéique cellulaire. Une telle caractérisation est
possible par plusieurs méthodes décrites comme la méthode SILAC (Stable isotope labelling
with amino acids in cell culture) (Vinther et al., 2006 ; Baek et al., 2008) ou iTRAQ (isobaric
tag for relative and absolute quantitation) (Taguchi ef al., 2008), cette derniére méthode étant

actuellement développée au laboratoire.

L’étape suivante sera de vérifier expérimentalement que les cibles étudiées sont de
réelles cibles des miARN d’intérét et que la modulation de ces miARN in vitro par
transfection de molécules précurseurs ou inhibitrices des miARN affecte bien I’invasion des
cellules de méningiomes. Un point limitant a cette étude serait cependant la faible durée de
vie des cellules primaires de méningiomes mises en culture. Pour pallier ces difficultés, nous
avons collecté récemment un ensemble de lignées cellulaires de méningiomes, immortalisées
ou non par expression de hTERT (human telomerase reverse trancriptase) dont le phénotype
d’invasivité devra étre caractérisé in vitro par les méthodes décrites dans cette étude (Tanaka

etal., 1989 ; Lee, 1990 ; Piittmann ef al., 2005 ; Baia et al., 2006 ; Cargioli et al., 2007).
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II- Les miARN comme outils diagnostiques des gliomes

Nous avons utilisé 3 méthodes pour doser les miARN dans trois types d’échantillons
tissulaires, des tumeurs gliales de bas grade (oligodendrogliomes) et de haut grade
(glioblastomes) et des échantillons contrdles : les méthodes d’hybridation sur membranes « a
fagon » et hybridation sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip® ainsi que la méthode
de PCR quantitative.

Alors que 26 miARN ont été mis en évidence dans un premier temps par les méthodes
d’hybridation sur membranes « a fagon » et PCR quantitative, 28 miARN supplémentaires ont
¢été dosés récemment par la méthode d’hybridation sur puces Affymetrix. L’ensemble de ces
miARN fait I’objet de dépdts de brevets pour leur pouvoir diagnostique, distinguant les
gliomes des échantillons controles (39 des 54 miARN) mais également les
oligodendrogliomes des glioblastomes (15 autres miARN). Bien que quelques études aient été
menées sur 1’analyse de 1’expression des miARN dans les astrocytomes de différents grades
(Ciafre et al., 2005 ; Gaur et al., 2007; Malzkorn et al., 2009 ; Lavon et al., 2010) et
oligodendrogliomes (Nelson et al., 2006; Silber ef al., 2008) aucune étude n’a fait état des

différences d’expression des miARN dans ces deux types de tumeurs.

Sur les 26 premiers miARN que nous avons décrits, 6 miARN n’ont jamais été décrits
dans les gliomes (let-7a, let-7b, let-7f, miR-374a, miR-339-5p et miR-409-5p) et pour miR-
26b et miR-126, nos données sont contradictoires avec celles de la littérature ; ces miARN
étant décrits comme sous-exprimés dans les gliomes (respectivement dans les études de Gaur
et al., 2007 et Lavon et al., 2010). Ces différences peuvent étre probablement expliquées par
la nature de I’échantillon tumoral (tissulaire ou cellulaire) mais également par la technique de
dosage des miARN utilisée. En effet, la technique de PCR quantitative, que nous avons mise
au point au laboratoire, permet un dosage spécifique des miARN matures, décrits dans la base
de données miRBase v12, du fait de la conformation en boucle de I’amorce de transcription
inverse (Annexe 4) alors que I’hybridation sur puces doit permettre un dosage de populations
de variants de taille de miARN matures. En effet, les méthodes de caractérisation des miARN
basées sur la technique de séquencage ont mis en évidence des populations de miARN
matures de différentes tailles, appelés isomiRs, obtenus par clivage alternatif de Drosha et

Dicer (Morin et al., 2008).
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Dans notre étude, pour le dosage des miARN et la recherche de miARN biomarqueurs
des glioblastomes et oligodendrogliomes, nous avons utilisé des tumeurs primaires, obtenues
par exérese tumorale. Des méthodes dites non « invasives », contrairement a 1’exérese ou a la
biopsie tumorale, ont été décrites telles que I’utilisation de fluides biologiques comme le sang
pour la recherche de miARN comme biomarqueurs tumoraux (Mitchell et al., 2008). Pour
pallier I’éventuelle dégradation des ARN présents dans le sang, nous envisageons au
laboratoire de rechercher dans les exosomes circulants des miARN qui seraient des
biomarqueurs tumoraux intéressants. En effet, les exosomes sont des microvésicules
membranaires de 30 a 100 nm sécrétées dans le milieu extra-cellulaire et permettant la
communication inter-cellulaire. Ces vésicules sont bien présentes dans le sang (Hunter ef al.,
2008) et contiennent des ARNm mais également des miARN, qui ne sont pas soumis a la
dégradation dans ces vésicules (Valadi et al., 2007). Des analyses préliminaires nous ont
permis de valider les résultats de Skog et ses collegues a savoir que les cellules de
glioblastomes produisent bien des exosomes et que ces vésicules contiennent bien des miARN

(Skog et al., 2008).

Les contenus en miARN dans les exosomes circulants de patients atteints de
glioblastomes et oligodendrogliomes permettront par la suite de déterminer si des
biomarqueurs intéressants peuvent étre mis en évidence par cette méthode non « invasive » et
de comparer les contenus en miARN intra-tissulaires, présents dans le sang et dans les

exosomes circulants.

I11- Rationalisation des différences d’expression des miARN dans les gliomes

Les variations d’expression mesurées entre les différents tissus peuvent étre attribuées
a de vraies dérégulations de quantités tissu-dépendantes mais pourraient également étre dues a
des mutations présentes dans les séquences des miARN. En effet, les miARN étant de courte
taille, une simple mutation pourrait empécher la détection de ces miARN par les méthodes
que nous utilisons que sont I’hybridation sur membranes et les puces commerciales, par
défaut d’hybridation des miARN aux sondes, ainsi que la PCR quantitative par défaut
d’hybridation des amorces. Quant aux réelles différences de quantités des miARN, elles
peuvent &étre expliquées par des différences génomiques (nombre de copies des geénes des

miARN ou coexpression avec leurs genes hotes), par des régulations post-transcriptionnelles,
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par des différences épigénétiques (méthylation des promoteurs des genes), dues a la

composition cellulaire des échantillons tissulaires ou a 1’effet environnemental.

Les loci des génes codant quelques uns des miARN biomarqueurs intéressants ont été
étudiés et n’ont pas montré d’altérations dans les divers tissus étudiés (échantillons contrdles,
oligodendrogliomes et glioblastomes) pouvant expliquer les différences d’expression de ces
miARN. En effet, pour les miARN miR-7, miR-124, miR-127, miR-128, miR-134, miR-139,
miR-149 et miR-409, leur expression plus faible dans les échantillons tumoraux en
comparaison aux échantillons contrdles n’est pas liée a une délétion ou mutation au niveau de
leurs loci. De méme aucune modification dans le nombre de copies des geénes codant pour
miR-9, miR-21 et miR-155 ne peut expliquer I’expression plus élevée de ces miARN dans les

tissus tumoraux.

Les miARN peuvent étre dans des unités de transcription définies codant pour des
protéines ou dans des régions intergéniques. L’étude de la coexpression des miARN présents
dans des unités de transcription définies et de leurs génes hdtes a mis en évidence qu’il existe

bien une coexpression pour :

* miR-7 et le géne C190rf30, hote de mir-7-3

* miR-128 et les génes R3HDM1 et ARPP21, hotes respectifs de mir-128-1 et
mir-128-2

* miR-139-5p et le géne PDE2A, hote de mir-139

Ces résultats sont cohérents avec ceux décrits par Baskerville et Bartel (Baskerville et
Bartel, 2005) dans des tissus sains. Dans le cas de miR-126, a la différence de Baskerville et
Bartel, nous avons montré que les variations d’expression entre les gliomes et les échantillons
contrdles ne sont pas corrélées aux variations d’expression du géne EGFL7, hote de mir-126.
Cette co-expression semble donc étre perturbée dans le cas des gliomes, comme cela a été

démontré aussi dans le cancer du colon (Diaz et al., 2008).

Plusieurs geénes codants pour les miARN sont regroupés en « clusters » comme par
exemple mir-16-1/mir-15a (Chromosome 13q14.2) ou mir-16-2/mir-15b (Chromosome
3925.33). Nous avons décrit que miR-16 est surexprimé dans les gliomes ainsi que miR-15b
alors qu’aucune différence d’expression de miR-15a n’a été observée. On peut donc penser
que la dérégulation d’expression de miR-16 dans les tumeurs est due a une dérégulation du
« cluster » mir-16-2/mir-15b. Un autre « cluster », souvent dérégulé¢ dans les tumeurs, est

composé des genes mir-17, mir-18a, mir-19a, mir-19b-1, mir-20a et mir-92a-1 localisé sur le
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chromosome 13q31.3 (He et al., 2005b). Nous trouvons ce « cluster » surexprimé dans les
gliomes puisque nous avons montré une surexpression des miARN miR-17 et miR-20a. Le
fait que les autres miARN ne soient pas observés comme dérégulés peut étre attribué a des
événements post-transcriptionnels comme ceux décrits par Obernosterer et ses collegues pour
miR-138 par exemple (Obernosterer ef al., 2006). Ces auteurs montrent, au vu de I’expression
ubiquiste du pré-miARN dans plusieurs tissus (rein, vessie, poumon, rate,...) que I’expression
tissu-spécifique de ce miARN (dans le cerveau notamment) est due a une régulation post-
transcriptionnelle par fixation d’un facteur sur le pré-miARN empéchant I’action de I’enzyme

Dicer.

Plusieurs miARN que nous trouvons dérégulés dans les gliomes sont connus pour étre
enrichis dans le cerveau voire spécifiques de ce tissu comme miR-9, miR-124, miR-128, miR-
132, miR-134 et miR-409-5p (Cao et al., 2006; Fiore et al., 2009). Concernant miR-9, sa
surexpression dans les oligodendrogliomes pourrait étre le résultat d’une dédifférenciation des
oligodendrocytes lors de la tumorogenése puisqu’il a ét¢ montré que ce miARN est sous-
exprimé dans les cellules oligodendrocytaires lors de leur différenciation chez le rat (Lau et
al., 2008). Quant aux cinq autres miARN (miR-124, miR-128, miR-132, miR-134 et miR-
409-5p), leur sous-expression dans les gliomes semble conforter 1’idée que le tissu tumoral
étudié est exempt de cellules neuronales normales qui expriment de maniére enrichie ou
exclusivement ces miARN. En effet, miR-124 a été décrit, chez la souris, comme étant le
miARN le plus exprimé dans le cerveau représentant prés de 25-48% des miARN présent
dans le cerveau (Lagos-Quinatana et al., 2002), il est exprimé dans les neurones matures
(Kapsimali et al., 2007) et a été effectivement décrit comme moins exprimé dans les
glioblastomes que dans les tissus cérébraux non tumoraux (Silber ef al., 2008). miR-128 et
miR-132 sont également connus pour étre fortement exprimés dans les neurones (Smirnova et
al., 2005; Vo et al., 2005) et miR-134 comme exprimé dans les dendrites (Schratt et al.,
2006). Quant a miR-409-5p, le gene le codant est en « cluster » avec plusieurs génes codant

des miARN cerveau-spécifique dont mir-134 (Fiore et al., 2009).

Parmi les miARN que nous retrouvons dérégulés dans les gliomes, d’autres sont
connus pour étre fortement exprimés dans les cellules endothéliales comme miR-21, miR-126,
ainsi que les membres de la famille let-7 (Kuehbacher et al., 2007). Leur expression que nous
observons élevée dans les gliomes pourrait étre expliquée par une néovascularisation des
¢chantillons tumoraux. Malgré cette néovascularisation, les tumeurs restent souvent

hétérogenes et certains foyers peuvent étre hypoxiques. La forte expression de miR-210 que
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nous avons mise en évidence dans les glioblastomes serait le témoin de cette hypoxie
tumorale dans ces tumeurs comme cela a déja été montré dans les tumeurs du sein ou du colon
(Kulshreshta et al., 2007 ; Camps et al., 2008). Cette caractéristique est également confirmée
par les différences d’expression que nous avons observées pour certains marqueurs
hypoxiques SLC2A1, HIFla, EFNA1l, CA9, HIG2 et LOX (Le et al., 2007) entre
glioblastomes et échantillons contrdles dosés sur puces Affymetrix U133 Plus 2.0; ces

marqueurs étant surexprimés (ratios de 2 a 35) dans les glioblastomes.

Quant aux oligodendrogliomes, pour lesquels nous n’avons pas observé de
surexpression des marqueurs hypoxiques par rapport aux échantillons contrdles, nous avons
montré une expression plus faible de miR-210 dans ces tumeurs en comparaison aux
¢chantillons contrdles ; cette baisse d’expression pouvant étre corrélée a I’hyperméthylation

du promoteur de mir-210 observée dans ces tumeurs.

IV-  Fonction des miARN dans les tumeurs gliales

Certains miARN, décrits dans cette étude comme dérégulés dans ces tumeurs, jouent
un role dans la régulation de la traduction d’un certain nombre de cibles, dont nous avons
montré une expression protéique différente dans les divers tissus étudiés. Des voies
moléculaires incluant ces miARN et ces protéines cibles ont ¢été envisagées comme

impliquées dans le développement tumoral des tumeurs gliales (Figure 40).

Trois miARN, miR-124, miR-149 et miR-339-5p, que nous trouvons sous-exprimés
dans les gliomes, ciblent PTBP1, protéine fortement exprimée dans les gliomes et notamment
dans les glioblastomes. Cette protéine a effectivement été préalablement décrite comme

jouant un role dans la prolifération des cellules de glioblastomes (Cheung et al., 2009).

Parmi les miARN surexprimés dans les gliomes, on retrouve également miR-17 et
miR-20a appartenant au « cluster » miR-17/92 identifié parallelement a notre étude comme
surexprimé dans les glioblastomes par Malzkorn et ses collegues (Malzkorn et al., 2009). Ce
« cluster » a pour cible directe la protéine pro-apototique Bim, inhibitrice de I’expression de
BCL2 (Ventura et al. 2008, Inomata et al., 2009) et BCL2 est également la cible directe de
miR-139-5p et de miR-15b. L’expression ¢élevée de miR-17 et miR-20a ainsi que 1’expression
plus faible de miR-139-5p dans les gliomes sont cohérentes avec 1’observation d’une
expression plus élevée de la protéine BCL2 dans nos échantillons indiquant un effet anti-

apoptotique potentiel de ces miARN. Concernant miR-15b, nous soulignons une
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surexpression de ce miARN dans les gliomes qui semblerait indiquer que son role dans la
régulation post-transcriptionnelle de BCL2 semble moins évident que pour les trois autres

miARN précédemment cités.

Une autre cible du « cluster » miR-17/92 décrite est la protéine anti-angiogénique
THBSI1, cible également de let-7f et miR-21, miARN surexprimés dans les gliomes. On
observe cependant une baisse d’expression au niveau protéique seulement pour les
oligodendrogliomes qui pourrait étre expliquée par le fait que le taux en ARNm dans ces

tumeurs est déja faible alors qu’il est élevé pour les glioblastomes.

Une des protéines clés impliquée dans ce réseau fonctionnel est le facteur de
transcription STAT3, que nous trouvons surexprimée dans les glioblastomes, en accord avec
des résultats décrits récemment par Chen et ses collégues (Chen et al., 2010). Cette protéine
entre dans un systéme de régulation en boucle avec le « cluster » miR-17/92 puisque elle est
d’une part la cible de miR-17 et miR-20a et elle contréle d’autre part positivement
I’expression de ce « cluster » (Brock et al., 2009; Foshay et al., 2009). L’activation de ce
facteur de transcription STAT3 est réalisée par IL6, décrite récemment dans la littérature
comme stimulée en hypoxie et dont I’expression est élevée dans les glioblastomes. Une fois
activé, STAT3 permet de stabiliser HIF 1o induisant une surexpression de miR-210 (Camps et
al., 2008 ; Nilsson ef al., 2010), ce qui est cohérent avec 1’expression un peu plus élevée de ce
miARN que I'on retrouve dans les glioblastomes. Dans certaines cellules malignes, les
cholangiocytes, il a ét¢ montré qu’une augmentation de la phosphorylation de cette protéine
STAT3 est initiée par une surexpression de let-7a, elle-méme due & une augmentation de
I’expression de IL6 dans ces cellules (Meng et al., 2007). STAT3 peut étre activée suite a son
acétylation impliquant CD44 et EP300, elle-méme inactivée par SIRT1 (Lee ef al., 2009a).
Ayant montré que CD44 est fortement exprimée dans nos échantillons de glioblastomes alors
que SIRT1 est plus faible dans ces échantillons, il semblerait que STAT3 soit activée par
acétylation dans les glioblastomes. Nous envisageons donc de quantifier I’expression de la
protéine STAT3 acétylée dans ces échantillons. L’ensemble de ces voies sont schématisées

sur la figure 40.
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Nous nous sommes également intéressés aux voies métaboliques impliquant SIRTI,
IDH1 et MDHI, protéines que nous trouvons dérégulées dans les gliomes. Ces voies sont

présentées sur la figure 41.

SIRT1 posséde également un role d’activateur de I’acétyl-CoA synthetase (ACSS2) en
jouant sur sa désacétylation. L’absence que nous observons de cette protéine SIRT1 dans les
gliomes entrainerait ’arrét de production de I’acétyl-CoA dans le cytosol par cette réaction
catalysée par ACSS2. Ce métabolite étant essentiel a la cellule, un autre moyen enagage la
voie métabolique initiée par la transamination entre le pyruvate et le glutamate (Belfiore et
Iannello, 1995). Cette voie fait intervenir IDHI qui est la forme cytosolique de I’isocitrate
déshydrogénase et qui produit de I’isocitrate a partir d’alpha-cétoglutarate. Parallélement a la
production d’acetyl-CoA, cette voie permet également la production d’oxaloacétate qui est un

substrat de 1’enzyme MDHI1. Une mutation de IDHI1, comme retrouvée dans les
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oligodendrogliomes et glioblastomes secondaires (Balss et al., 2008), pourrait entrainer une
augmentation du pool cytosolique de I’alphacétoglutarate, métabolite impliqué dans la navette
malate-aspartate entre la mitochondrie et le cytosol. Cette navette joue un rdle capital car elle
permet 1’oxydation du NADH cytosolique. MDH1 est également impliqué dans cette navette
puisqu’il s’agit de la forme extramitochondriale de la malate déshydrogénase. Nous avons mis
en évidence une expression plus faible de cette protéine dans les gliomes, cette dérégulation
pouvant étre corrélée a une expression plus forte dans ces tumeurs des miARN miR-15b,

miR-16, miR-26b et miR-126 ciblant I’ARNm codant pour cette protéine.

De plus, il est connu que la translocation nucléaire et 1’activation de p53 dans un
contexte non tumoral sont activées par MDHI et réprimées par MDM?2 (Lee et al., 2009b).
Une expression dans les gliomes plus faible de MDH1 et plus forte de MDM2 pourrait donc

empécher ’activation de p53 et ainsi permettre le développement tumoral.

En conclusion, les dérégulations d’expression des protéines SIRT1, IDH1 et MDH1
dans les gliomes pourraient interférer dans la production d’acétyl-CoA et dans la navette
malate-aspartate et avoir donc des conséquences sur la production d’énergie et 1’anabolisme

de ces tumeurs.

Nous initions au laboratoire des études fonctionnelles axées sur la transfection de
cellules de glioblastomes avec des precurseurs ou des inhibiteurs des miARN d’intérét pour
s’assurer de la validité des cibles d’intérét prédites puisque les cibles auxquelles nous nous
sommes intéressés sont des cibles prédites seulement in silico. Dans ce sens, quelques études
a grande échelle ont été initiées ces dernieres années pour mieux comprendre les relations
miARN/ARNm/protéines par des méthodes protéiques (SILAC, ITRAQ) et géniques (Baek et
al., 2008; Selbach et al., 2008; Taguchi et al., 2008 ; Tan et al., 2009).
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Figure 41: Voies meétaboliques impliquant SIRT1, IDH1 et MDHI1, protéines

dérégulées dans les gliomes.
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V- Les miARN comme outils thérapeutiques ?

Les miARN, au vu de leur role de régulateurs d’un grand nombre de voies
moléculaires, semblent étre des outils thérapeutiques prometteurs dans un certain nombre de
pathologies et notamment dans le cancer. De nombreuses études ont ét¢ menées a 1’heure
actuelle in vitro et in vivo sur I’effet de la modulation du taux des miARN (sous-expression
par inhibition ou surexpression par apport de précurseurs) sur un ensemble de mécanismes
comme la croissance cellulaire dans le cas du glioblastome ou cancer du sein, I’apoptose, la
régulation du cycle cellulaire, etc... (pour revue Stenvang et al., 2008). Concernant la sous-
expression, deux types d’inhibiteurs des miARN sont décrits pour une telle modulation, les
LNA-antimiR et les 2’-O-Me-antimiR. La premiere catégorie consiste en des oligonucléotides

constitués de « locked nucleic acids », qui sont des analogues des ARN dont le ribose est
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bloqué par un pont méthyléne entre le 2’0 et le 4’C alors que la deuxiéme catégorie consiste
en des oligonucléotides dont les bases sont modifiées en 2’ par des groupements O-méthyle.
Le principal intérét de ces types d’oligonucléotides est la forte spécificité d’interaction avec le

miARN ciblé ainsi que la résistance aux RNAses présentes dans le sang.

Quant a la surexpression, elle est possible par différentes techniques (pour revue Love
et al., 2008) développées pour surmonter des inconvénients comme la dégradation par les
RNAses sanguines ou I'immunogénicité de I’ARN introduit. Ces techniques sont par exemple
I’introduction de vecteurs viraux permettant une expression constitutive de miARN ou siARN

ou leur encapsulation dans des nanoparticules ou des liposomes (Wang et Wu, 2009).

Nous avons montré tout au long de ce projet que les profils d’expression des miARN
montrent des différences remarquables entre les tissus de différentes tumeurs cérébrales et le
tissu cérébral non tumoral.

De ce fait, les miARN peuvent étre exploités comme des marqueurs diagnostiques puissants
pour une classification moléculaire des tumeurs du systéme nerveux central, notamment pour
la distinction des gliomes de différents grades, les glioblastomes et oligodendrogliomes.

Ces connaissances ainsi que les mécanismes d’action de ces miARN d’intérét dans la
régulation traductionnelle et le développement tumoral que nous avons décrits sont novateurs
pour ce type de tumeurs. Les modifications des profils des miARN ainsi que les altérations
notables de I’expression de protéines majeures dans le métabolisme cellulaire apportent une
description moléculaire qui permet de proposer des interprétations quant aux particularités
physiopathologiques de ces tumeurs.

L’ensemble de ces données suggére enfin que les miARN représentent un potentiel

thérapeutique intéressant contre les cancers par modulation de leur expression cellulaire.
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ableau 12: Echantillons tissulaires utilisés pour cette étude, a savoir des
lioblastomes, des tumeurs oligodendrogliales et des méningiomes comme tissus
imoraux et des échantillons controles.

Type ] Annexe I] Echantillgns utilises[dans ["¢fude
' s . Numéro Statut Remarques Sexe Age
d'échantillon
1 ODG grade B F 30 ans
2 ODG grade A M 43 ans
3 ODG grade A F 45 ans
4 ODG grade A M 45 ans
5 M 56 ans
6 M 65 ans
7 M 68 ans
8 GBM M 62 ans
9 M 65 ans
10 . M 50 ans
11 ODG grade A | “tatuta M 42 ans
12 ODG grade B j:trira”:]'igz M 38 ans
Gliomes 13 OA grade A . . F 24 ans
moléculaire
14 ODG grade A (Résultats M 30 ans
15 ODG grade A | p_ tie II- 1) M 32 ans
16 M 58 ans
17 M 56 ans
18 F 65 ans
GBM
19 M 36 ans
20 M 56 ans
21 F 50 ans
22 M 19 ans
23 oL F 46 ans
24 Statut ambigii M 43 ans
25 M 56 ans
1 F 20 ans
2 F 39 ans
Echantillons 3 F 43 ans
contréles 4 / / F 50 ans
5 M 45 ans
6 M 49 ans
1 F 53 ans
2 F 50 ans
3 Invasif A F 34 ans
a confirmer F 53 ans
5 par études F 61 ans
Méningiomes d’invasivité
6 L M 62 ans
in vitro
7 (Résultats M 48 ans
8 Non Invasif Partie I-I) F 38 ans
9 F 51 ans
10 F 54 ans

Jage des patients correspond a leur 4ge au moment de 1’opération.



Annexe 2: Protocole de I’électrophorése miniature sur puce Agilent Nano 6000

Le kit utilisé est le RNA 6000 Nano kit (Agilent).
- Filtrer 200ul de RNA 6000 Nano gel par centrifugation a 1500g pendant 10
minutes
- Equilibrer le RNA 6000 Nano dye a température ambiante.
- Meélanger 32.5ul de gel filtré avec 0.5ul de dye et homogénéiser manuellement
- Centrifuger ce mélange a 13000g pendant 10 minutes

- Déposer 9ul dans le puits ® de1a puce RNA 6000 Nano chip puis placer la puce
dans la station « chip priming »

- Une fois la station fermée, exercer une pression avec la seringue en la poussant de
ImL jusqu’a la position clip et la laisser dans cette position pendant 30 secondes

- Lacher la seringue remonter jusqu’a 1mL

- Ouvrir la station et déposer 9ul dans chacun des deux autres puits &
- Déposer 5ul de RNA 6000 Nano marker dans chacun des 12 puits « échantillons »

et le puits &

- Dénaturer les échantillons et le ladder a 72°C pendant 2 minutes puis laisser a 4°C
pendant 5 minutes

- Déposer 1ul d’échantillon dans chacun des 12 puits « échantillons » et 1ul de

ladder dans le puits &
- Vortexer la puce pendant 1 minute a 2200rpm
- Placer la puce dans le bioanalyseur 2100 et lancer 1’analyse
Un exemple de migration des ARN courts et longs est présenté ci-dessous.
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Figure 42 : Profils d’électrophorese miniature aprés migration des ARN courts (A) et
longs (B) sur puce Agilent RNA Nano 6000.
Les pics annotés 18S et 28S sont les pics d’ARN ribosomiaux 18S et 28S.



Figure 43: Principe de la synthése
d’oligonucléotides par photolithographie.

Annexe 3 : Principe des puces Affymetrix U133 Plus 2.0 et miRNA Genechip®

La technologie des puces Affymetrix est basée sur 'utilisation d’oligonucléotides de

25 nucléotides synthétisés in situ par photolithographie (Figure 43).
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- Puces de type U133 Plus 2.0 :

Ces puces permettent de doser 1’expression d’environ 39000 genes humains, certains
étant ciblés par plusieurs « probesets » (environ 54000 « probesets » par puce) et chaque
probeset est composé de 11 sondes différentes. Dans le corps de la thése, le terme « probeset »
est simplifié par le terme sonde.

Des séquences contrdles sont incluses telles que les controles de marquage qui
s’hybrident avec des ARN bactériens avec une extrémité polyA présents en quantités
différentes : dap, lys, phe, thr, et les contrdles d’hybridation qui reconnaissent les ARN BioB,
BioC, BioD, cre qui permettent de s’assurer d’une hybridation correcte et enfin les controles
de normalisation qui détectent les transcrits des génes de ménage permettant ainsi de

normaliser les données (GAPDH, beta-Actine).

- Puces de type miRNA Genechip® :

Ces puces permettent de doser 1’expression de 6703 miARN, 900 snoRNA et 22
scaRNA de 71 espéces différentes dont 847 miARN humains. Les « probesets» sont
composés de 4 sondes identiques pour le dosage des miARN.

Des séquences contrdles sont également incluses comme les contrdles d’hybridation
identiques aux puces U133 Plus 2.0 mais également des contrdles permettant de s’assurer a la
fois de la qualit¢ de la réaction de marquage des miRNA (efficacité de I’extension de

I’extrémité polyA, de la réaction de ligature) et mise en évidence de 1’absence de RNAses.



Figure 45: Exemple de  courbes
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Annexe 4 : Principe de I%W&l&ﬁgﬁiﬁtaﬁve (Applied Biosystems)
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La premiére étape consiste en une transcription inverse (reverse trancription RT) en
présence d’une amorce en forme de boucle. Ce type d’amorce permet de doser spécifiquement
les miARN matures par hybridation sur les 6-7 bases en 3’ du miARN. L’étape de PCR
quantitative est réalisée en présence d’amorces sens et antisens et d’une sonde Taqman®. Les
sondes Tagman sont spécifiques des séquences a amplifier et contiennent un fluorophore
appelé Quencher Q et un appelé Reporter R. Lorsque la sonde est intacte, 1’énergie émise sous
forme de fluorescence par le Reporter apres excitation par la lumiere incidente est en partie
absorbée par le Quencher. Lorsque la sonde est clivée suite & I’action exonucléase de la
polymérase, le signal fluorescent émis par le Reporter n’est plus absorbé et peut étre quantifié.

La fluorescence est alors mesurée en fin de chaque cycle de PCR.
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kKigure 46 : Principe du marquage des ARN courts par le Kit
FlashTag Biotin HSR labeling kit (Genisphere) et détection des
signaux.

Annexe 5 : Principe du marquage des ARN courts et détection de 1’hybridation

sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip®

5 3
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Les ARN courts sont marqués grace au FlashTag™ Biotin HSR labeling kit
(Genisphere) qui consiste en une étape de polyadénylation des ARN en 3’ puis en une étape
de ligature avec un oligonucléotide possédant un dendrimére 3DNA® en son extrémité,
dendrimére marqué avec 15 biotines de manicre a obtenir un signal amplifié.

Les ARN marqués sont ensuite hybridés dans un premier temps sur plaque ELOSA

pour valider un marquage correct puis sur puces Affymetrix de type miRNA Genechip®.



u 13 : Séquences des amorces, tailles des amplicons et température d’hybridation pour la PCR

ique.
. , . -l (?ggl%ﬂsf . ;
Annexe 6Ankdrddsgénomique - Liste d rces, Tada¢thynddatignlicons et
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] Sens emperatures d’hybridation
o ' ATGCAGGACTCCTTCAGTTAEIN »/Sag g%y 61.5°C
Antisens AGAAGCCATGGTGTCTCAAC
Sens
nir7.2 : GAGGAGAGGTGTTCAAAG 459 pb 57°C
Antisens CTTCAGGTAGTGGTATGG
Sens
73 : GGTGTTACTGTGCCCATGTG 539 pb 67°C
Antisens CCTTTGCCTGTGCCTGTATC
Sens
Hir-9-1 ' TCTCCTCCTCTTGTATCC 406 pb 54°C
Antisens CTGTCGTGTCTGTATCTC
Sens
1ir-9.2 ' CTCTCGGCTGTAGTCTTTC 358 pb 58°C
Antisens GCCGGAGATTACTTGCTG
Sens
1ir-9-3 ' GTGTGCGTGTGTCTGTCCAT 388 pb 65°C
Antisens GCAAGTGTCCCCAGAGAGAG
Sens
mir21 : GCCTACCATCGTGACATCTC 221 pb 62,5°C
Antisens GACTCTAAGTGCCACCAGAC
Sens
1241 : GAAGGTGTTGACCCACATAC 635 pb 61°C
Antisens GAAGACGTCGCTGTTATCTC
Sens
ir12422 : TAGGCGTGTGCTGTAAATGG 438 pb 63°C
Antisens TTTATGCGGCAAGAGATGGG
Sens
ir127 ' ACTCGGCTCCGTGTAACTG 409 pb 61,5°C
Antisens CACTCTCCCTACTGCCTGAAG
Sens
1281 ' TTGTAACAGCTTGGCAACCA 774 pb 63,1°C
Antisens TCCGTTTGATGTCATGCTTT
Sens
ir 12822 ' GGCTAGGGAACCAAATTAGG 448 pb 66°C
Antisens CTATGAGTAGCAGCAAGGAG
Sens
nir-134 : GACAATGCGCTGACCTAGCTG 486 pb 63.5°C
Antisens AACATGGCGTCCCACATCG
Sens
Hir-139 : TTCCTCCTCCCTCTTTCTC 422 pb 60,1°C
Antisens CTTTCCCTCTTCCCATTCC
Sens
ir-149 : TCTTGGGCACATTGCTCTC 581 pb 60°C
Antisens CCGAAACACCCGTAAGATATGG
Sens
ir-155 ' GCTCCTTCCTTTCAACAG 408 pb 55.5°C
Antisens CCCAGTGACCAGATTATG
Sens
ir-409 ' GTGAGGCTCTGGGCTCTGAATG 557 pb 64.5°C
Antisens ACTCCAAAGCACCCGTCCTG




leau 14: Séquences des amorces, tailles des amplicons, concentrations de MgCl, et

oératures d’hybridation pour la PCR préalable au pyroséquencage.

Taille des

nplicons,

miRNA  Annexe 7 : PCR #meressroséquencage A AShRAGS aiMgEd, J!l,%%iuﬁééﬂ
Sens  AGIHIRGATIHFSASTERMATY, et températures dlhybridation
isa-mir-127 Antisens CTCTCCCCAAACCCTATCATA * | 308 pb 3mM 62°C
Séquencage GTTTTTGTTTAGGGAGTAGT
Sens TGTGTTGTAAATGGTATGGAGATA *
ia-mir-124-2 Antisens CTCATAAACCCAACTCCTATCTCT | 140 pb 3mM 62°C
Séquencage TCTCTAACACATCTACCAAA
Sens ATGAGGTAGGGATGAAATTTAGGA
isa-mir-155 Antisens AATATTTTCCCCTTTCCCTTTCT *| 362 pb 4mM 63°C
Séquencage GGTTGGAGTTTAAGTTTTG
Sens TTTTAGGGGTGGTTGTGGA
1samir-330 Antisens CCAAAAACCCTTCCCTCCTAAT * | 361 pb 3mM 63°C
Séquencage GGGTGGTTGTGGAGG
Sens  GTGAGTTTAGGGTTAGGGAGTTGA
isa-mir-210 Antisens ACCTCAAAAACTCAAAAATCTTC * | 283 pb 4mM 60°C
Séquencage TGTTATTTTGGAGTTTTATT
Sens AGGGGAAAAGTATGTTGGGAAT
:a-mir-128-1 Antisens  AACTATCTTCTCTCCACCCCTTTA*| 473 pb 3mM 63,5°C
Séquencage GGAAAAGTATGTTGGGAAT
Sens  GGGTTTGGTAGGGAGTTGTAGTAT
isa-mir-339 .
TSSn°1 Antisens ~ CCCTTACCACCTCCCAAAATATTA *| 369 pb 3mM 63°C
Séquencage ATTTTTAATTGGTTTAATAG
Sens TGAGAGGATAATGGAGGTAGATGG
isa-mir-339 .
TSSn°2 Antisens CCCTACTACAACCCCCACTACT * 205 pb 3mM 63°C
Séquencage TGTAGTTGGTAGGGGTT

Amorce biotinylée
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Le pyroséquencage est une technique en temps réel faisant intervenir plusieurs
enzymes a chaque cycle de séquence. Apres hybridation de I’amorce de séquencage et en
présence d’'une ADN polymérase, un des quatre nucléotides introduits est incorporé dans la
séquence (Etape 1). Le pyrophosphate inorganique PPi libéré des 1’incorporation de la base
est transformé en ATP par I’ATP sulfurylase (Etape 2). L’ATP produit est utilisé par la
luciférase pour la production d’oxyluciférine a partir de luciférine et production concomitante
d’un signal lumineux. Un capteur CCD mesure I’intensité de ce signal qui est proportionnelle
au nombre de nucléotides identiques incorporés a la suite (Etape 3). En fin de chaque cycle,

I’apyrase dégrade I’exces d’ATP et les ANTP non incorporés (Etape 4).



Résumé

Les microARN, ARN courts non codants, jouent un réle primordial dans la régulation
post-transcriptionnelle des geénes. Une modification d’expression de ces ARN peut donc
contribuer a la tumorogenese et au développement tumoral par dérégulation de 1’expression
de geénes impliqués dans des processus clés du cancer. Nous avons souhaité mettre en
évidence des signatures spécifiques (i) du phénotype d’invasion des méningiomes et (ii) du
phénotype d’aggressivité des gliomes par étude des oligodendrogliomes (gliomes de bas
grade) et glioblastomes (gliomes de haut grade). (i) Les profils d’expression des microARN
dans des méningiomes invasifs montrent des différences par rapport a ceux des méningiomes
non invasifs ; confirmant I'intérét de ces explorations moléculaires pour une application
diagnostique directe. (ii) Dans le cas des gliomes, plusieurs miARN ont ét¢ détectés et validés
et constituent des signatures spécifiques des gliomes en comparaison aux échantillons
controles. Certains permettent également une distinction aisée des oligodendrogliomes et
glioblastomes. Des études génomiques et épigénétiques ont été menées pour rationaliser, du
point de vue de la physiopathologie des cellules, les différences d’expression des miARN
entre les différents tissus. Au niveau du protéome, des dérégulations d’expression de cibles
des miARN identifiés ont été¢ mises en évidence comme celles de MDH1, SIRT1, STAT3 ou
PTBP1, protéines clés de la physiologie cellulaire et nous avons pu décrire des voies
moléculaires pertinentes du développement tumoral des gliomes.

Mots-clés : Gliomes, méningiomes, microARN, étude transcriptomique, régulation
d’expression génique, biomarqueurs.

Abstract

microRNAs, as short endogenous non-coding RNAs, play an important role in post-
transcriptional gene silencing. Altered expression of these miRNAs can contribute to the
tumourogenesis and tumour development deregulating the expression of key cancer genes.
Our study aimed at highlighting specific signatures (i) of the invasive phenotype of
meningiomas (ii) of the aggressive phenotype of gliomas studying oligodendrogliomas (low
grade) and glioblastomas (high grade). (i) The invasive phenotype of meningiomas, also
established in vitro, is supported by deregulation of some miRNAs. (ii)) As for gliomas,
several miRNAs discriminate gliomas vs control tissues and some can also distinguish
oligodendrogliomas and glioblastomas. Genomics and epigenetics studies have been run to
analyse the effect of the deregulation of expression of these miRNAs on the tumoural cell
physiopathology. Some targets of these miRNAs, MDHI1, SIRT1, STAT3 ou PTBP1, which
are key cellular proteins, have been highlighted as deregulated. Our work suggests some new
interesting pathways implicated in glioma development.

Keywords : gliomas, meningiomas, microRNA, transcriptomic study, regulation of

gene expression, biomarkers



