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promyélocytaires
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LSD1: Lysine-Specific Histone
Demethylase
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MBP: Major Basic Protein

MECP2: Methyl-CpG binding
protein 2
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MLF1: Myeloid Leukemia Factor
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NPM1: Nucléophosmine

NRON: Non coding RNA,
repressor of NFAT

NSE: Non Specific Esterase
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ORF: Open Reading Frame
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PANDA: p21 associated ncRNA
DNA damage activated

PARP: Poly(ADP-ribose)
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PARS: Parallel Analysis of RNA
Structure
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13-acetate-induced protein 1
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POUS5F1: POU class 5 homeobox
1

PRC: Polycomb Repressive
Complex

pRNAs: Promoter-Associated Long
Non Coding RNAs

PROMPTs: PROMoter uPstream
Transcripts

PSF: Protein associated splicing
factor

PTBP3: Polypyrimidine tract
binding protein 3

PTEN: Phosphatase and tensin
homolog

R3C: RNA-guided Chromatin
Conformation Capture

RACE : Rapid Amplification of
cDNA Ends

RARx: Récepteur a l'acide
rétinoique alpha

RAT: Reverse Transcription-
associated trap

REPA: Repeat A

RIP : RNA ImmunoPrecipitation
RP: Ribosomal Protein

RPKM: Reads per Kb per Million

RT-gPCR: Rétrotranscription-PCR
quantitative

RUNX1: Runt related transcription
factor 1

RUNXOR: RUNX1 overlapping
RNA

sb : Simple brin

SBB: Noir Soudan

SCF: Stem Cell Factor
SHAPE: Selective 2'-Hydroxyl
Acylation analyzed by Primer

Extension

SHP-1: Src Homology region 2
domain-containing phosphatase-1

Slc: Solute carrier family

SMD: STAU1-mediated Messenger
RNA Decay

snARNSs: Small Nuclear RNAs

SnHG: Small Nucleolar RNA Host
Gene

snoARNSs: Small Nucleolar RNAs

Sox2: SRY (sex determining region
Y)-box 2

SPHK1: Sphingosine kinase 1

SPRY4: Sprouty RTK signaling
antagonist 4

SR: Sérine/Arginine riches

SRA ARN: Steroid receptor RNA
activator

SRG1: SER3 regulatory gene 1

ST-HSC: Short Term
Hematopoietic Stem Cell

STATS3: Signal transducer and
activator of transcription 3

STAUL: Staufen double-stranded
RNA binding protein 1

SUZ12: Suppressor of zeste 12
t: Translocation

TAF(1)48: TATA box binding
protein (TBP)-associated factor

TALL1: T-cell acute lymphocytic
leukemia 1

TBP: TATA Binding Protein

TERC: Telomerase RNA
component

TERRA: Telomeric repeat-
containing RNA

TERT: Telomerase Reverse
Transcriptase

TET2: Tet oncogene Family
member 2

TKD: Tyrosine Kinase Domain
TLS: Translesion DNA Synthesis
TNF: Tumor Necrosis Factor
TPO: ThromboPoiétine

Trx: Trithorax

TSS: Transcription Start Site

Tssc4: Tumor suppressing
subtransferable candidate 4

UCAL: Urothelial carcinoma-
associated 1

UCHLZ1: Ubiquitin Carboxy-
Terminal Hydrolase L1

UCR: Ultra Conserved Region
UHG: U22 Host Gene

USP36: Ubiquitin specific
peptidase 36

UTR: Untranslated Region
UV: Ultra Violet
WDR5: WD repeat domain 5

WT1: Wilms Tumor
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XACT: X Active Coating
Transcript

Xi: X inactive

XIST: X-inactive specific
transcript

YY1:Yin Yang 1
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On estime actuellement que seul 1% du génome cedepddtéines, or l'avancée des
technologies de séquencage a haut débit a permigrdentrer que prés de 80% du génome était
transcrit en ARNs non codants. Parmi ces dernmmspeut citer certaines classes d’ARNs bien
connues telles que les ARNs de transfert (ARNSH,A&NSs ribosomiques (ARNTr), les petits ARNs
nucléolaires (Sn0oARNS) ou les petits ARNs nuclé&fsnRNAS). Mis en évidence plus récemment, il
existe également des ARNSs tels que les microARNEsUongs ARNs non codants (IncRNASs). Le
nombre exact de longs ARNs non codants chez I'hoeshgour I'instant inconnu. Cependant, de
récentes analyses transcriptionnelles et bioinfogues suggerent I'existence de plusieurs dizailees
milliers de ces INnCARNS. La recherche dans ce deenaipermis de définir des fonctions spécifiques
pour un certain nombre de INcRNAs et de démongxarihtervention a tous les niveaux de régulation,
transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et mépegénétique. De plus, des INCRNAs ont été décrits
comme dérégulés et impliqués dans de nombreux gsosephysiologiques, du développement aux
pathologies, et plus particulierement dans les eancToutefois, nos connaissances quant a
I'implication des IncRNAs dans la leucémie restienitées.

Les leucémies aigués myéloblastiques ou LAMs sestphthologies clonales liées a un arrét
de la différenciation myéloide associée a une antatien de la prolifération cellulaire. Les LAMs
résultent de [l'acquisition de mutations dans ledlules souches ou dans les progéniteurs
hématopoiétiques. Elles peuvent étre divisées gdbsncriteres cytogénétiques. On y retrouve des
patients avec des anomalies chromosomiques rétesrerdes caryotypes complexes, des
translocations chromosomiques rares. Toutefoisnditié des cas de LAMs est représentée par des
caryotypes normaux pour lesquels il existe peu aeefirs pronostiques car les événements
oncogéniques sont inconnus. La mise en évidentacB&NAs dérégulés dans ces pathologies pourrait
nous permettre de mieux comprendre leurs fonctiuns point de vue fondamental, mais également

leurs roles dans les processus oncogéniques.

Au cours de cette thése, je m'attacherai & dd@teg de la littérature concernant la leucémie
aigué myéloblastique et les longs ARNs non coddpdsir plus de clarté quant aux résultats de ce
travail de thése, jinsisterai également dansrdihiction sur l'implication de la nucléophosmine

NPM1 dans les LAMs, ainsi que sur les régulatigrigénétiques modulées par les INCRNAs.
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IPARTIE | : La Leucémie Aigué Myéloblastique ou LAM

Les leucémies sont des hémopathies malignes caséet® par I'accumulation de cellules
hématopoiétiques anormales dans la moelle osselessang. On distingue les leucémies chroniques,
caractérisées par une progression lente et I'adatiorude cellules de la moelle osseuse a un stade
avancé de différenciation, des leucémies aiguésict&aisées par une progression rapide et par
'accumulation dans la moelle osseuse et dansnig da cellules immatures. Dans le cas ou cette
accumulation de cellules anormales concerne laédiglymphoide on parlera de leucémies

lymphoblastiques, s'il s'agit de cellules de ladig myéloide on parlera de leucémies myéloblastique
) Genéralités et Classification des LAMs

Les leucémies aigués myéloblastiques (LAMs) soattdamopathies malignes résultant d'une
prolifération aberrante et maligne de précurseusgloides bloqués a différents stades de la
différenciation du lignage myéloide. Le stade dichye de la différenciation, plus ou moins précoce,
est considéré notamment comme un paramétre pennkttaassification des LAMs (Vardiman et al.,
2009). Le site initial de prolifération leucémiquee situe au sein de la moelle osseuse avec
potentiellement des infiltrations extramédullairésorigine cellulaire des LAMs serait une petite
population de cellules souches leucémiques C@84D38 et d'une "side population" CD123+ qui
servirait de réservoir a la production de cellulagcémiques, ou blastes, et a la reconstitutiot pos
traitement de la population leucémique totale (Seital., 2010)(Moshaver et al., 2008). Les cedlule
leucémiques présentent frequemment des anomaliesmobomiques et/ou mutationnelles. Ces
anomalies observées sont également un outil dsifitasion des sous-types de LAM. Ainsi, 'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) a réparti lddvVik en 7 groupes selon un consortium de

parametres cliniques et biologiques (Vardiman e2809).

a. Epidémiologie

En occident, les LAMs sont la forme majoritaireleigcémie, représentant 25% des leucémies.
En effet, I'nstitut de Veille Sanitaire estime rdvieon 3000 le nombre de nouveaux cas de LAM par
an en France Estimation nationale de I'incidence des cancer§mmce entre 1980 et 2012, InVS).
Le taux d'incidence sur la population mondiale aest2,6 pour 100 000 chez I'homme et de 2,3 pour
100 000 chez la femme. L'incidence est relativenterstse chez les sujets de moins de 40 ans avant
d’augmenter plus rapidement a partir de 60 anss'dbit en effet d'une pathologie touchant
essentiellement le sujet 4gé avec un taux d'incidesupérieur a 30 pour 100 000 chez I'homme et
supérieur a 19 pour 100 000 chez la femme de 8®tapisis (Figure 1). L’age médian de survenue de

ces pathologies est de 71 ans et celles-ci redéetrtes mauvais pronostic avec une survie relative
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ans qui ne dépasse pas 20 %. Ce sont des canceedsnmmur un grand nombre de cas et plus
particuliéerement chez les patients &agés, plus cdédfnent traitables par chimiothérapies

conventionnelles, les conditions de comorbiditésmme les maladies cardiaques ou les insuffisances
rénales empéchant I'administration de fortes ddsegents thérapeutiques. De plus, les patients agé

sont plus susceptibles de développer une infeetiocours de traitement.
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Figure 1 : Incidence par age des Leucémies aiguésyéoides en France (Institut de Veille

Sanitaire).

L'origine des LAMs est diverse : elle peut survegibnsécutivement a un traitement
cytotoxique dirigé contre une tumeur solide (LAMgandaires), elle peut éide novaou encore faire
suite a un autre désordre hématopoiétique tel gsisyghdromes myélodysplasiques ou, plus rarement,
suite a des syndromes myeéloprolifératifs. Certamakadies génétiques sont associées a un plus grand
risque de développer une LAM. C'est le cas dedartie 21, de I'anémie de Fanconi, du syndrome de
Bloom, et de la neurofiboromatose (Belson et alQ720Bien que l'origine exacte de la maladie reste
encore inconnue, plusieurs facteurs sociaux/enve@orentaux semblent influencer le processus de
leucémogenese. On peut citer quelques exemplesfi@&rcomme les radiations, le benzéne via la
formation d'adduits et linduction du stress oxifdates solvants industriels et les agents
chimiothérapeutiques (Pierce et al., 2012)(McHalalg 2012)(Godley and Larson, 2008). En effet,
nous savons depuis plusieurs années que la chiémipiie peut induire des leucémies aigués
secondaires de deux types. Les LAMs secondaireprdmier type sont les plus fréquentes et
surviennent aprées l'utilisation d'agents alkylaotsnme le traitement MOPP (Méchlorométhine,
Oncovin™, Procarbazine, Prédnisolone) dans la riealdd Hodgkin. Le second type de LAM

secondaire est le résultat de I'utilisation d'agenhibiteurs de la topoisomérase Il comme les
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étoposides et anthracyclines pouvant étre utiligés le traitement des tumeurs solides. Cellestti s
associées a des anomalies cytogénétiques du bigagllochromosome 11, des translocations entre les
chromosomes 8 et 21 (1(8;21)) et t(15;17) et desrions du chromosome 16 (inv(16)). Les LAMs
secondaires présentant ce type d'anomalies présientele méme pronostic que les LAMs novo

mais plus sévére en cas de caryotypes complexes.

Les LAMs sont des hémopathies malignes issues dgépiteurs de la moelle osseuse
associées a une accumulation clonale de blastelwiohy® fonctionnellement déficients et bloqués a
différents stades de leur maturation. Dans la reaedkeuse, la cellule souche myéloide multipotente
peut se différencier en progéniteurs spécifiquescliggue lignage sous limpulsion de signaux,
notamment cytokiniques (EPO, GM-CSF...). Ces progémt continuent leur différenciation
terminale en cellules myéloides différenciées etunea : granulocytaire, monocytaire, érythrocytaire
et mégacaryocytaire (Figure 2). Les blocages dérdificiation dans ces différents lignages conduit &
des pathologies clonales immunophénotypiquemembephologiquement identifiables, et permettant
ainsi une premiere classification et caractérisaties LAMs.
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Figure 2 : Représentation schématique de I'hématojese myéloide.

b. Classification FAB et OMS

21



L'intérét premier de ces classifications est bigide@mment d'identifier des sous types de

LAMSs, de les classer et de stratifier le risqua afadapter les traitements.

La classification FAB des LAMs a été proposée em6lpar le groupe French-American-

British (FAB) en se basant sur différents paransete@mme la morphologie ou I'état de différentiation

des cellules. Ce systeme de classement a été daénapél985 avec l'immunophénotype définissant
ainsi 8 types de LAMs, de MO & M7 (Bennett et B.76)(Neame et al., 1986)(Vardiman et al., 2009)
(Tableau 1). La classe MO se caractérise par @esesl indifférenciés ; la classe M1 sans maturation
se caractérise par une prédominance de myéloblastes moins de 10% de différenciation

granulocytaire ; la classe M2 avec maturation prigsplus de 30% de myéloblastes, plus de 10% de
différenciation granulocytaire et une différenmatimonocytaire inférieure a 20% ; la classe M3 se
caractérise par des promyélocytes hypergranulelasgg particuliere présentant la translocation
t(15;17)(922;912) et la protéine de fusiBML-RAR)) ; la classe M4 myélomonocytaire présente des
cellules monocytaires avec au moins 30% de monsajiféérenciés ; la classe M5 monocytaire est

caractérisée avec au moins 80% de monocytes fagliefmonoblastes) ou fortement différenciés ; la
classe M6 érythroleucémique présente plus de 56¢gtlfoblastes et plus de 30% de myéloblastes
non érythroides ; et la classe M7 mégacaryoblastegt plus polymorphique et est caractérisée par

des blastes vacuolés pouvant présenter des expamsimplasmiques.

FAB | Caractéristiques Marqueurs immunophénotypiques

MO blastes indifférenciés CD3£€D33 CD13 CD15 CD16
sans maturation ; prédominance de myéloblastesnsnie +

M1 10% de différenciation granulocytaire CD34 HLADR" CD33 CD13 CD117
avec maturation ; plus de 30% de myéloblastess; gdu

M2 10% de différenciation granulocytaire ; différenicia CD34 HLADR' CD16 CD33 CD13
monocytaire inférieure a 20%
avec promyélocytes hypergranuleux ; classe préselata

M3 translocation t(15;17)(q22;q12) et la protéine w&dn CD13 CD34 HLADR CD117
PML-RAR

> —— - 5

M4 I\/_Iyglomo_r;ocytawe ; au moins 30% de monocytes CD34 HLADR® CD14" CD36" CD45

différenciés
- . 0 .

M5 monocytaire ; au moins 80% Qe,monqpytes faiblement CD34 HLADR® CD14 CD36 CD15
(monoblastes) ou fortement différenciés
érythroleucémique ; plus de 50% d'érythroblastdas de + +

M6 30% de myéloblastes non érythroides CD34' HLADR" GPA' CD235
Mégacaryoblastique ; avec blastes vacuolés pouvant

M7 présenter des expansions cytoplasmiques ; blpatfsis | CD34" HLADR® CD41 CD42

agrégeés aux plaquettes

Tableau 1 : Classification FAB des LAMSs.
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Au fur et a mesure des années, il a été observéréabesrences d'anomalies génétiques
associées aux différentes classes présentantlearsades valeurs pronostiques. Il était ainstipent
de les intégrer dans une nouvelle classificationl'@MS (Tableau 2). De plus, les observations de
LAMs post-thérapies et de LAMs découlant de syndr®myélopdysplasiques, ont mené a l'addition
de deux nouveaux types : LAMs secondaires et LAMecamyélodysplasie "multilignée”. La
classification par I'OMS définit donc 4 groupeses |LAMs avec anomalies chromosomiques
récurrentes, les LAMs secondaires, les LAMs aveéladysplasie "multilignée”, et les LAMs qui
n'entrent dans aucune de ces catégories (Leyntaalg.ePour ces derniéres, la classification FAB e
toujours utilisée. La classification de 'OMS coenm aussi 3 catégories définissant des néoplasies
myéloides, le sarcome myéloide, la prolifératioréloide liée au syndrome de Down et les néoplasies

de cellules dendritiques blastiques plasmacytoides.

A partir de 2008, I'OMS a ajouté dans ce classerdestentités particuliéres avec de fortes
valeurs pronostiques comme les LAMs présentantnagstions récurrentes dans les geNésVi1
(Nucléophosmine)CEBR: (CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha) LT3 (Fms-like tyrosine
kinase 3). Les LAMs avec mutatioN$*M1 et CEBRx sont considérées comme des entités provisoires
dans la classe de LAMs avec anomalies génétigursreaites, au contraire des LAMs avec la
mutation FLT3, laquelle est souvent associée a d'autres anonmahés présentant une forte valeur
pronostique (Vardiman et al., 2009). L'introductide ces entités provisoires, caractérisées par ces
mutations récurrentes dans la LAM, a essentiellémermis de mieux stratifier les LAMs a caryotype

normal (LAM-CN) représentant environ 50% des LAMSs.
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Classement OMS des LAMs

LAMs avec t(8;21)(g22;922); fusiolrRUNX1-RUNX1T1

LAPs avec t(15;17)(g22;912); fusioRML-RARA

LAMs avec t(6;9)(p23;034); fusiorDEK-NUP214

LAMs avec t(1;22)(p13;913); fusiolrRBM15-MKL1

Entité provisoire : LAMs avec mutationCEBP«

LAMs secondaires

LAMs faiblement différenciées

LAMs avec maturation

Leucémies aigués monocytaires/monoblasticgie

Leucémies aigués mégacaryoblastiques

Panmyéloses aigués avec myélofibrose

Proliférations myéloides liées au syndrome de Down

Tableau 2 : Classification OMS 2008 des LAM$§Adapté devardiman et al., 2009)

[I) Anomalies Génétiques

On distingue plusieurs types d'anomalies génétitples que les insertions, les duplications

et les translocations chromosomiques, tres fréggerdans les hémopathies malignes. Les

translocations chromosomiques font intervenir desombinaisons et des juxtapositions de genes

codants ou non, normalement séparés génétique@andistingue les anomalies qualitatives et les

anomalies quantitatives. Les anomalies qualitatfeed intervenir des points de cassure situés a

l'intérieur de deux génes, le plus souvent introegy et la fusion des deux régions peut conduiae a

formation d'une protéine chimérique potentiellementogénique. Il existe par exemple dans les
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LAMs une forte récurrence des translocations t@g(R2;q12) et t(9;11)(p22;923) générant les
protéines de fusioPML-RARx et MLL-AF9, respectivement (Figure 4). Les anomalies quaiviis,

sont quant a elles caractérisées par des poirtas$erre situés a proximité de proto-oncogénesset ce
translocations provoqueront un changement de peipression des génes, devenant oncogenes. La
translocation t(2;11)(p21;923) par exemple induie dorte surexpression de I'oncomiR miR-125b
(Bousquet et al., 2008).

Chromosome Chromosome
normal - avec translocation

Q pi _3 '15' 17
' P
3 1

Translocation t(15;17)(q22;q912)

Chromosome Chromosome =
normal 17 avec translocation
¥ o« «—qg21—
&

Figure 4 : Mécanisme de translocation chromosomiquentre le chromosome 15 et 17 générant la
translocation t(15;17)(q22;q12) et la protéine chirérique PML-RARa.

Une grande proportion des translocations chromagpeesi sont considérées comme des
entités a part entiere et font intervenir des defars et facteurs transcriptionnels impliqués dans

différenciation hématopoiétique.

Lors de ma these, je me suis intéressé aux LAMByotype normal (LAM-CN) représentant
environ 50% des LAMs. L'absence de caractéristiqygésgénétiques pour permettre une meilleure
classification et compréhension de la pathogéneseed cas a conduit a la recherche d'anomalies de
séquences plus fines (Patel et al., 2012). Initial®, les mutations se sont classiquement distegyué
en deux classes de mutations récurrentes dans M: lés mutations de type 1 qui provoquent
l'activation de voies de signalisation conférant w@awantage prolifératif aux progéniteurs
myéloblastiques, et les mutations de type 2 quiotgzent des genes induisamtfine des blocages de

la différenciation myéloide.
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a. Les mutations de Type 1

Les mutations de type 1 sont des mutations dangéiess apportant un avantage prolifératif
ou une amélioration de la survie des progénitewsloides en dérégulant des voies de signalisation
comme les géneBLT3, NRAS KRAS (Neuroblastoma eirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene) et
KIT.

Mutations somatiques Fréquence dans la LAM-CN
KIT 25-30%
NRAS 5-10%
KRAS 5-10%
FLT3-ITD 25-30%
FLT3-TKD 7%
CEBRx 10-18%
TET2 12-27%
WT1 10-13%
DNMT3 25%
IDH 30%
NPM1 55%

Tableau 3 : Fréquences des anomalies génétiquesugentes dans la LAM.

Les mutations du gen€lIT sont présentes dans 25-30% des LAM-CN. Le dédiiecode la
protéine c-KIT, un récepteur tyrosine kinase lignigand SCF (Stem Cell Factor). Apres interaction
avec son ligand, c-KIT se dimérise et active ddesvde signalisation intracellulaires comme la voie
des MAPs Kinases (Mitogen-Activated Protein Kindsas PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinases),
impliguées dans la survie cellulaire, la proliféatet la différenciation (Yarden et al., 1987)(d|
and Hallberg, 2007). Ces mutations sont égalemésiptes chez des patients présentant une inv(16)
ou une translocation t(8;21), des anomalies cytéigumes généralement associées a un pronostic plus
favorable. Cependant, les mutationskl@ dans la LAM-CN ne semblent pas étre corréléessa de

valeurs pronostiques.

Les mutations dans les génes de la famille R&BASet NRAS sont retrouvées dans 5 a 10%
des LAM-CN. Ces genes codent des GTPases, acigesertaines cytokines et intervenant dans la
transduction de signaux modulant la prolifératibtaesurvie des progéniteurs hématopoiétiques. Les
mutations affectant ces genes conduisent & uneatioti constitutive des voies de signalisation pro-

prolifération (Tyner et al., 2009). Cependant, ocmstations ne sont associées a aucune anomalie
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cytogénétique particuliére, ni aux caractéristiqatisiques ou pronostiques des LAMs (Kumar,
2011)(Kiyoi et al., 1999).

Le géneFLT3 est un des genes les plus fréquemment mutés éankAMs avec une
occurrence dans 30 a 35% des LAM-GHNLT3 code une tyrosine kinase membranaire exprimée des
les premiers stades de I'hématopoiése. Son agctivatitraine une stimulation de la croissance et la
survie des progéniteurs notamment via la voie daPs/kinases. De maniére génér&leT 3 est tres

exprimé dans les LAMs mais il existe aussi deuxatioms activatrices récurrentes :

-FLT3-TKD (Tyrosine Kinase Domain) est une mutatjponctuelle dans le domaine tyrosine kinase
avec une valeur pronostique discutable (Figure 5).

-FLT3-ITD (Internal Tandem duplication) est une atidn de type duplication en tandem de taille
variable dans le domaine juxtamembranaire du géigaire 5A). Cette mutation est plus étudiée, plus
fréquente (25-30% des LAM-CN) et est associée avateur pronostique forte (Gilliland and Griffin,
2002) (Figure 5B).

A TM : Domaine Transmembranaire
TK : Domaine Tyrosine Kinase
‘ : Mutations
rers T TR e —
ITD TKD
Duplication en tandem /
Séquence .o NEYFYVDFRE-YEYDLK-YEYDLK-WEFPREN...
protéique
B 1.0
- = negative (n=321)
Py jp“ 003
2« S ITD positive (n=75)
o *ls -—‘I‘D-
2 s == Toma w20
-g il | » %o [TDpos+ TKOMUt (n=8)
2 s o
= g - LT,
7 Ry
-3 et 17 "I'""
2 B e
a9
L] 8 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66
Mois

Figure 5 : Mutations dans le génd-LT3. A. Localisation de la mutation FLT3-ITD dans le dzire
juxtamembranaire (et la conséquence de la dupitagin tandem au niveau protéique) et de la
mutation TKD dans le deuxieme domaine tyrosine denghdapté de Gilliland and Griffin, 2002). B.
Analyse de la survie globale des patients LAMs encfion du statut mutationnel deLT3. Les
patients présentant la mutation FLT3-ITD sont aigsoa un mauvais pronostic (AdaptéTdeede et

al., 2002).
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Les deux mutations FLT3-ITD et TKD conduisent a antvation constitutive de ce récepteur
tyrosine kinase et des voies en aval, se traduigantune prolifération accrue et un effet anti-
apoptotique (Spiekermann et al., 2003). La transslucde FLT3-ITD dans des cellules
hématopoiétiques primaires murines conduit a ditapts syndromes myéloprolifératifs (Kelly et al.,
2002).

Les mutations de type 1 peuvent mener seules Ppatbwlogies myéloprolifératives mais
généralement avec des cellules myéloides toujatiéranciées et fonctionnelles. En revanche, les

mutations de type 2 permettent de perturber legasags de différenciation hématopoiétique.

b. Les mutations de Type 2

Ces mutations interviennent dans des génes imgliga@s le processus de différenciation
hématopoiétique. Il existe par exemple des mutatiéourrentes dans les genés1(Wilms Tumor),
TET2 (Tet oncogene Family member ZYEBRx ou NPM1 (Dombret, 2011). Plus récemment, des
mutations ont été mises en évidence dans les @i 3A(DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3
Alpha),IDH1 etIDH2 (Isocitrate Deshydrogenase) (Ribeiro et al., 20Majdis et al., 2009)(Gross et
al., 2010).

Les mutations du gén&'T1sont présentes majoritairement dans 10% a 13%atedans les
LAM-CN. Ce géne code un facteur de transcriptioprigné des les stades les plus indifférenciés de
I'hématopoieése, mais absent dans les cellules esatWT1 a été impliqué dans la prolifération, la
survie et la différenciation et peut se compor@mme un suppresseur de tumeur ou un oncogene
suivant le tissu et le transcrit étudié (Lindstettl., 2014). L'impact pronostique est incertagism
quelgues études montrent un effet délétere destiongadeWT1 sur la survie des patients (Owen et
al., 2010).

Les mutations du gén€ET2 sont retrouvées dans 12 a 27% des LAMs avec ulerva
pronostique sujette a débat, méme si ces mutasiemblent étre de mauvais pronostic (Gaidzik et al.,
2012). Les protéines TET ont un rble dans la déyfetion de I'ADN et pourraient participer a
I'hyperméthylation régulierement observée dansdadmie et les cancers en général. Les mécanismes
permettant le ciblage de TET2 sur des génes imgdiglans la leucémogenese ne sont pas connus,
mais Wanget al. ont suggéré que l'impact de TET2 dans la LAM é&éftendant de son interaction
avec WT1 (Wang et al., 2015a).

Les mutations dans le ge@E=BPx sont retrouvées majoritairement dans les LAM-CN &1
18%) et peuvent étre divisées en deux groupesraupg avec une seule mutation dans le gene (1/3
des cas) et un deuxieme groupe avec deux mutaf@@sdes cas). Le deuxieme groupe est

généralement associé a un meilleur pronostic (Maicet al., 2011) (Figure 6A). CEBPest un
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facteur de transcription impliqué dans I'nématogp®iEn réprimant l'expression b&'C, et en régulant
positivement I'expression de génes spécifiqgues dignée granulocytaire. L'étude de modéles murins
de knock-out deCEBRx a montré que CEBPétait essentielle au développement des granukecyte

matures et que sa perte de fonction facilitaielecémogenese par un blocage de cette différenciatio

(Zhang et al., 1997).

A Lo — NPMImute/FLT3 WT B 1.0=y,
\ CEBPA muté p=0,007
3 = Aufres génotypes 2
0.8- 0.8
o DNMT3A muté non-REB2
= L < _ DNMT3A toutes mutations
&5 961 2 0.6~ ;7. __DNMT3A mute R8a2
2 (] o
= o ’
& ta- £ 0.4- DNMT3A non muté
= i h
0.2 0.2+
p<0,001
0>0 L T L] T 1
0 2 3 4 B 6 7 8 9 10 0 25 50 75 100 125
Années Mols
c D 1.0
104
P=0,03 —— n=212 NPM1 muté
8 0.8 — n=189 NPM1i non muté
0.8 5
a IDH non mutés E
= &
5 06
2 0 g
o & “
= IBH mutés @ ’g\ e
E 0.4 T SRS + E us I""“““‘LL.
(] 'E l‘h —hy \
=
@ 0.2 h"‘u
0.2 4 o2 B
‘ L
0.0 p=0,012
. T T T T T T T T T : . ; . ;
0 1 2 2 4 5 B 7 g€ 9 10 0 500 1000 1500 2000
Années Jours

Figure 6 : Impact des différentes mutations récurrates dans la LAM sur la survie globaleA. La
mutation dans le gen@EBRy est associée a un bon pronostic (Adapté de Marewad., 2011). B.
Les mutations dans le geDNMT3A sont associées a un mauvais pronostic (Adaptéegteet al.,
2010). C. Les mutations dans les géli#d sont associées a un mauvais pronostic (AdaptéasiehRa
et al., 2010). D. La mutation dans le g&tfeM1 est associée a un bon pronostic (Adapt8dmittger
et al., 2005).

Les mutations deDNMT3 sont retrouvées dans approximativement 25% desetaont
associées significativement a un mauvais prond§iigure 6B) et aux mutations dans les genes
NPM1, FLT3 (FLT3-ITD) et IDH1 (Ley et al., 2010). Les DNMTs catalysent la réactide
meéthylation des ilots CpG, régulant ainsi I'expi@ssie nombreux génes. Il a été suggéré que l'impac
de cette mutation dafBNMT3 se traduisait par une dérégulation des gét@X dans I'hématopoiése.
Cependant, les LAMs présentant des mutations d2NMT3 ne présentent pas de signature

épigénétique forte et spécifique par rapport auMsANMT3 non muté (Ribeiro et al., 2012).
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Des mutations des gend3H1 etIDH2 ont récemment été identifiées par séquencageta hau
débit (Mardis et al., 2009). Elles sont souvenbeges aux LAM-CN, aux mutations du géhdEM1
et sont de mauvais pronostic (Paschka et al., 2Ba3sel et al., 2010) (Figure 6C). Les protéines
IDH1 et 2 sont impliquées dans le métabolisme dsylathése lipidique, la protection du stress
oxydatif et la transduction de signaux. De plusxdression d'IDH1 et 2 mutées provoque une
accumulation du métabolite oncogénique putatif 2{2&1ydroxyglutarate), et induit un blocage de

la différenciation myéloidan vitro (Figueroa et al., 2010).

Les mutations dans le géne de la nucléophosiiPl1l sont les plus récurrentes dans les
LAM-CN (55% des LAM-CN) et associées a un bon pstito(Schnittger et al., 2005) (Figure 6D).
La nucléophosmine a de nombreux réles dans laleellalle régule I'assemblage des ribosomes, la
duplication des centrosomes, l'assemblage desnbistda réparation de I'ADN et l'apoptose. Je

détaillerai la fonction et Iimpact de NPM1 daaghirtie 1l "La nucléophosmine NPM1".

Cette précédente classification des mutations @nisAMs peut apparaitre comme binaire et
peut étre trop simpliste. Le groupe The Cancer @enétlas Research (TCGA) a rapporté en 2013
des résultats de séquencage (génome complet eegxten200 cas de LAM (Cancer Genome Atlas
Research Network, 2013). Les auteurs de ce tramaildentifié des mutations dans un grand nombre
de génes, déja recensés ou nouveaux, dont ceptainsaient étre considérés comme "driver" dans la
LAM. Ces génes ont été classés dans 9 catégorsésdbaur leurs fonctions connues ou prédites telles
que les facteurs de transcription, méthylation '4®N ou de la chromatine, ou encore des génes
impliqgués dans la formation des complexes cohesinue spliceosome. La forte prévalence de
mutations dans des génes tels PINMT3A TET2 IDH1/IDH2, ASXL1ou mémeEZH2 (Ernst et al.,
2010) suggére qu'un troisitme groupe de mutatianpliquées dans I'épigénome pourrait
complémenter le modéle pré-existant du "two-hitrdéprécédemment. De maniere intéressante, dans
le travail du groupe TCGA, les mutations au seime'méme classe de géenes présentent une tendance
a étre mutuellement exclusives et chaque cas de lpfddente en moyenne 5 mutations dans des

génes freguemment mutés. Ces observations soul@usigurs questions pertinentes :
Comment ces mutations s'accumulent-elles dansultigeage cellulaire?
Quelles sont les mutations fondatrices et initi@side la pathologie?

Il a alors commencé a émerger I'hypothése que ogéations s'accumulent de maniére sériée
dans les cellules souches hématopoiétiques, quirandurée de vie plus longue que la plupart des
cellules de la différenciation myéloide. Selon aalgle, on trouverait chez les patients LAM de rares
compartiments résiduels de cellules souches héwigtigues comprenant des cellules normales sans

mutation, mais également des cellules pré-leucésiqrontenant une ou plusieurs des mutations
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retrouvées dans le blaste leucémique correspon@atd.refléterait un historiqgue de l'acquisitiors de
mutations ainsi que la présence d'une phase pcédgque résultant d'une expansion hématopoiétique

clonale, dont les études récentes semblent confitexéstence (Jan et al., 2012).
c. "Dynamique" de l'apparition des mutations
i. Au cours de la phase pré-leucémique

Différents travaux sur le sujet ces derniéres asimée montré que les LAMs surviennent a
partir d'une cellule hématopoiétique immature (btedl souches hématopoiétiques et les progéniteurs)
transformée a la suite d'une accumulation de plusiettapes de changement génétique et
épigénétique. Cette série de changements est apmesnérer une cellule souche pré-leucémique
précédant la cellule souche leucémique transforntgie.la cellule souche leucémique est
fonctionnellement définie par sa capacité a dona&sance rapidement a une leucémie avec une forte
pénétrance dans des modeéles murins de transptemtédi cellule pré-leucémique peut quant a elle
conduire & une leucémia vivo avec une latence variable et sous la dépendantacdemulation

graduelle d'événements génétiques additionnels.

Le travail de Génoveset al. publié en 2015, a permis d'analyser les mutatieineurs
fréquences a partir d'échantillons sanguins sur aoterte de plus de 12 000 personnes ayant
développé des cancers hématologiques ou non (Gem@teal., 2014). Les auteurs ont pu mettre en
évidence une expansion clonale de I'hématopoiésgepts mois avant le diagnostic de LAM. De
maniere particuliérement intéressante, cette expangst associée a la présence de mutations
somatiques dans les ge@NMT3A ASXL1et TETZ2 alors que les mutations darisT3 ou NPM1 ne
sont pas retrouvées. Cette observation suggerkegmeutations dBNMT3A ASXL1et TET2seraient
des mutations iniatrices, maintenues sur de longaesdes sans manifestation clinique majeure, et
gue les mutationsLT3 etNPM1 apparaitraient plus tard, peut étre en tant quiéhd déclencheur du
phénotype leucémique proprement dit. Il sembleamisi que le séquencage d'échantillons sanguins
pourrait permettre une détection précoce des caru@matologiques. Cependant, Genovesal.
restent prudents quant a cette possibilité. Ent,dfe auteurs ont observé ces mutations somatiques
dans les cellules hématopoiétiques normales desdEs cas, alors que la fréquence du passage de

I'expansion clonale en cancer était modeste (1%mpar

Ces observations semblent étre en accord avecédédents travaux, notamment ceux menés
par Challenet al. (Challen et al., 2011). Afin d'analyser limpaat th mutationDNMT3A dans
I'hématopoieése vivg, les auteurs ont généré un modéle murin inductibenditionnel de knock-out
DNMT3A et transplanté les cellules souches hématopoétigie ces animaux chez des animaux
sauvages et irradiés. Cette étude a permis d'absane augmentation progressive de la proportion

des cellules hématopoiétiques DNMT3A -/- dans legsde ces souris au fur et a mesure des
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transplantations successives. La moelle de cessspigsente également un défaut d'hémotopoiese
avec une expansion du compartiment des celluleshesuhématopoiétiques. Cependant, aucune de
ces souris n'a développé de maladies myéloprdifés indiquant certainement la nécessité de
mutations additionnelles. Chez I'homme, Shleshal. ont pu mettre en évidence chez des patients
LAM DNMT3AmutéNPM1 muté, une forte prévalence de mutationdD®MMT3A dans les cellules
souches hématopoiétiques de patients LAM et satetions deNPM1 (Shlush et al., 2014). De plus,
les xénogreffes de ces cellules souches hématapaiétde patients ont montré que ces cellules
DNMT3Amuté etNPM1 non muté présentaient un avantage sélectif peiéegi'sont associées a une
expansion clonale. Cela suggeére vivement que latoatDNMT3A apparait précocement dans les
cellules souches hématopoiétiques et leur conféreawantage compétitif pouvant expliquer

I'expansion clonale de cellules souches pré-leundesi

Il en est de méme pour les mutations THET2 pour lesquelles plusieurs études semblent
supporter le modeéle que l'inactivation GET2 est un événement précoce dans la leucémogénese et
conduit a l'expansion clonale de cellules pré-lenigées chez 'hnomme. Par exemple, le génotypage
de cellules CD34CD38 de patients avec syndrome myéloprolifératif a mémue les mutations
récurrentes d8AK2 n'étaient pas observées en l'absence de mutai®BT2 De plus, l'analyse des
cellules souches hématopoiétiques suggére que latiomu TET2 apparait en premier lieu
(Delhommeau et al., 2009). Janhal. ont également mis en évidence la présence deioute TET2
dans des cellules souches leucémiques résidudlgsitients LAM représentant potentiellement des
cellules pré-leucémiques selon le modele décritg@témment (Jan et al., 2012). Afin de mettre en
évidence l'acquisition séquentielle des mutaticassdes cellules souches leucémiques des patients
LAMs, les auteurs de ce travail ont décrit I'higjae des événements génétiques en génotypant les
colonies formées a partir d'une seule cellule seuwdmatopoiétigue non leucémique de patients
LAMs. Chez deux patients avec des mutations bligllés deTETZ2 ils ont mis en évidence que cet
événement est un changement précoce, car la ndagte#t cellules souches présentaient une ou les
deux mutation§ET2 A linverse, les mutationSLT3 ont uniquement été détectées dans les cellules
leucémiques. De plus, ces cellules pré-leucémiguesentant des mutations bi-alléliqudsT2 sont
plus représentées que la population hétérozygote PBET2 elle-méme plus représentée que les
cellules souches ne présentant pas la mutdi®n2 Ces résultats indiquent que la mutatidaT2
pourrait conférer un avantage compétitif par rappax cellules ne portant pas la mutatider2 et

conduire & une expansion clonale au cours du temps.

Ces différents travaux suggeérent que le développedela leucémie débute dans des cellules
souches hématopoiétiques qui vont acquérir destiongadans des genes impliqués dans divers
mécanismes de régulation (méthylation de I'ADN, ifications de la chromatine). Il en résulte un
avantage compétitif par rapport aux cellules nesgmtant pas de mutations et une expansion clonale

qualifiée de phase pré-leucémique. Cependant, enalgfte expansion clonale, ces cellules souches
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pré-leucémiques génerent des clones hématopoigtimetuant des progéniteurs et des cellules
myéloides matures et fonctionnelles. Il est endahle que ce soit dans ces progéniteurs que les
autres mutations rapportées, telles que celles dismgenes impliqués dans la prolifératifératidaouet
dans la différenciation myéloide, puissent apparafin d'établir la cellule leucémique proprement
dite.

ii. Au cours de la rechute

Ce modéle d'évolution clonale de la leucémie pduarsir de fortes implications cliniques,
par rapport au diagnostic mais également par rapplar rechute. La leucémie consiste probablement
en la prédominance d'un clone leucémique avecqutsisous-clones minoritaires. Un grand nombre
de patients atteignent une rémission complete aphémiothérapie d'induction, cependant cette
rémission est souvent de courte durée et conduitearechute. On peut alors se poser des questions
par rapport au mécanisme d'évolution clonale dansoatexte de rechute et I'impact des différentes

mutations recensées :

Est-ce la résurgence du clone leucémique domiranéradiqué par la chimiothérapie?

Est-ce la résurgence d'un clone minoritaire présgnine résistance chimiothérapeutique?
Est-ce une évolution clonale avec de nouvelles tioamsdans un clone leucémique pré-existant?

Est-ce une évolution clonale avec de nouvelles tioms dans un clone pré-leucémique pré-existant

générant une rechute au phénotype distinct?

Afin de répondre a ces questions, plusieurs étumgsanalysé le génotype des cellules
leucémiques entre la maladie au diagnostic et &etdute. Dans le travail de Shlugt al.
précédemment décrit, les auteurs mettent en éwdéacpersistance du clone pré-leucémique
DNMT3Amuté aprés traitement. Ce clone pourrait donc @ireéservoir pour la reconstitution de la
population leucémique apres rechute (Shlush e2@14). De plus, les auteurs ont décrit des reshut
comme étant la conséquence de la ré-émergenceode ducémique originel ou I'émergence d'un
nouveau clone présentant les mémes mutationg. # oépendant pas de caractérisation de nouvelles
mutations dans ce travail. De la méme maniere, Birad. ont par exemple montré sur une étude de 8
cas, que la rechute correspondait & deux voiesipailes, I'acquisition de nouvelles mutations dans
clone a l'origine de la maladie primaire ou danssowos-clone pré-existant ayant survécu a la
chimiothérapie (Ding et al., 2012). En effet, legears retrouvent les mutations récurrentes connues
telles queDNMT3A FLT3, NPM1, mais également des mutations nouvellement idéesiftelles que
WAC, SMC3, DIS3. Bien que cette évolution et cettguisition sériée de mutations puissent étre
inhérentes a la cellule leucémique, ces résulausent également mettre en lumiére l'inductionete ¢

nouvelles mutations par les agents chimiothérapees.
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lII) Symptdomes, Caractérisation et Diagnostic

L'accumulation d'anomalies génétiques au niveaudd&rents stades de la différenciation
myéloide provoque d'une part un blocage de lardifi@ation, et d'autre part une prolifération aecru
Ceci se produit dans la moelle osseuse au détridentcellules hématopoiétiques normales. Cette
insuffisance médullaire entraine anémie, neutrapéhrombopénie avec comme conséquences une
plus grande fatigue, une plus grande susceptilailité infections et des hémorragies cutanées et des
mugqueuses (Estey and Déhner, 2006). D'autres symest@ésultent de l'infiltration extramédullaire
des blastes par le sang vers le foie, la rategdaglions ou la peau avec des signes tels que la

splénomégalie, des lésions cutanées de type nodulae hypertrophie gingivale.

Le diagnostic de LAM nécessite un examen des $rottédullaires et sanguins couplé aux
études morphologiques, immunophénotypiques, cyteggres et moléculaires des blastes myéloides.

L'analyse morphologique est réalisée par des méghbidtologiques. Les cellules blastiques,
prélevées a partir de la moelle, sont colorées &GMMay-Grinwald-Giemsa), coloration utilisée
principalement en hématologie pour distinguer Eiutes sanguines et les blastes : ces derniets son
caractérisés par une chromatine plus fine et plasujeuse et un cytoplasme réduit. Pour identiéier
lignée myéloide impliquée, des tests cytochimiqaest utilisés, tels que des marquages MPO
(Myéloperoxidase)(Figure 3), SBB (Noir Soudan), aux NSE (Non Specific Esterase). Ces
caractéristiques permettent une premiere clasgditgar rapport au FAB. Pour un diagnostic de
LAM, la proportion de blaste doit étre supérieu08o.

LAM sans maturation : blastes sanguins LAM sans maturation : moelle osseuse

Figure 3 : Observation de blastes sanguins et de raoelle osseuse au microscope a fond clair
(Cytochimie de la myéloperoxydase MPO).
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L'immunophénotypage par cytométrie en flux estmsement utilisé pour les cas difficiles
a classer d'un point de vue cytologique, en anatydas marqueurs spécifiques (Cf Tableau 1). Ceci
permet d'établir un diagnostic pour les LAMs aveiffétenciation minimale, les LAMs

megacaryocytaires et les leucémies aigués pounddeq il y a une ambiguité de lignées.

L'analyse cytogénétique est aujourd'hui indispelesab diagnostic des LAMs. 50% des
patients présentent des anomalies caryotypiguegplesieurs translocations et inversions
chromosomiques récurrentes qui sont classées dansatégorie LAM avec anomalies génétiques

récurrentes.

V) Traitements des LAMs

Depuis plusieurs décennies, le traitement des LAblIssiste en une combinaison d'agents
chimiothérapeutiques comme la daunorubicine owlgaime (anthracyclines) et de cytarabine (ARA-
C). La thérapie se déroule en deux phases : ureetiaduction et une phase de consolidation. lte bu
de la phase d'induction est d'atteindre une réamssompléte avec moins de 5% de blastes dans la
moelle, un taux de neutrophiles supérieur & 100@netnun taux de plaquettes supérieur & 100
000/mm3 (Tallman, 2005). Pour les patients jeuttesnds de LAM, le taux de rémission complete est
d'environ 75%, mais pour les patients de plus dar&f) le taux de rémission complete est de 40 a
65%, avec 85% de rechutes dans les 3 ans (Sclail| 2009)(Erba, 2010). Dans de nombreux cas, la
phase d'induction ne suffit pas et conduit a ushute. C'est pourquoi une phase de consolidation es
appliguée afin de permettre de diminuer le nomlereat rechutes. La meilleure réponse des patients
jeunes est en partie due a une meilleure toléraneethérapie et a la présence chez ces patients de
moins de facteurs de risque. En 2009, Ra@l. ont montré une activation plus élevée des voies
oncogéniques RAS, SRC et TNF (tumor Necrosis Factwz les patients agés, pouvant contribuer a

une survie moins élevée et a une plus grandeaésisiaux traitements (Rao et al., 2009).
a. Phase d'induction

Le traitement d'induction consiste en 3 jours #ieatycline (anthracenedione mitoxantrone,
10-12 mg/m2 ou daunorubicine au moins 60mg/m2 auulgicine 10-12 mg/m2) et 7 jours de
cytarabine en intraveineuse, 100-200 mg/m2. Desglphis importantes de cytarabine peuvent étre
utilisées pour augmenter le temps de survie sactsute, mais elles n‘augmentent pas le taux de
rémission compléte et de survie globale. Un traisiéagent peut étre ajouté comme I'étoposide ou la

thioguanine, avec des résultats mitigés selontlefeé (Bradstock et al., 2005)(Hann et al., 1997).
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b. Phase de consolidation

La phase de consolidation précoce de la rémissionplete obtenue aprés chimiothérapie
d’induction consiste habituellement en une utileade cytarabine a forte dose pouvant étre associé
a une anthracycline. Plusieurs types de stratqmesent étre appliqués pour prévenir la rechute :
plusieurs cycles de chimiothérapie intensive ou ehimiothérapie suivie d'allogreffe ou d'autogreffe

de cellules souches hématopoiétiques.

La chimiothérapie intensive repose essentiellensemtde hautes doses de cytarabine. Le
nombre de cycles de traitement, la dose appropedmlendrier d'administration ainsi que l'intéfét

combinaison entre plusieurs agents restent a diéterm

Dans le cas de la greffe de cellules souches h@wigtigues, plusieurs études ont évalué
I'intérét de l'autogreffe, mais bien qu'elle ssit@ciée a un effet anti-leucémique, elle n'amépaela
survie globale. La greffe a partir d'un parent catilppe est utilisée depuis presque 30 ans, cependan
l'agressivité du traitement et les risques de i@aalu greffon contre I'héte conduisent a un débat
guant a savoir quel bénéfice le patient en tirerapport a la survie globale, (Koreth et al., 2009)
décision se fait au cas par cas et porte sur |éfloérrisque pour le patient au regard de I'agvéssi
de la chimiothérapie nécessaire a la greffe (aplasportante) et I'efficacité de cette greffe. Dé#ns
cas des LAMs avec un pronostic favorable (LAMs asdes anomalies génétiques impliquant le géne
CBF (Core Binding Factor), LAMs avec mutatidPM1 sans la mutation FLT3-ITD et LAMs avec
mutations deCEBRx), 3 cycles de cytarabine a haute dose ou plustsaéfiques pour les patients et
la greffe n'est généralement pas envisagée paindie la premiére rémission. Le choix de stratégie
de traitement prend donc en compte les facteursogtimues associés aux différentes anomalies
récurrentes de la LAM. Ainsi, les anomalies géng&igrécurrentes dans la LAM ont été classées selon

leurs valeurs pronostiques (Tableau 4).
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Groupes pronostiques| Caractéristiques

Favorable t(8;21)(g22;922); fusioRUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922); fusibBFB-MYH11
MutationNPM1sang=LT3-ITD (caryotype normal)

Mutation CEBPA(caryotype normal)

Intermédiaire | MutationNPM1 et FLT3-ITD (caryotype normal)
NPM1sauvage €fLT3-ITD (caryotype normal)
NPM1sauvage sarflsLT3-ITD (caryotype normal)

Intermédiaire |l t(9;11)(p22;923); fusioMLLT3-MLL
Anomalies cytogénétiques non classées comme faesrah

défavorables

Défavorable inv(3)(g21g26.2) ou t(3;3)(q21;926.2); fusiBiPN1-EVI1
t(6;9)(p23;934); fusioMEK-NUP214

t(v;11)(v;g23); réarrangemeMLL

-5 ou del(5q); -7; abnl(17p); caryotype complexe(@nomalies a

I'exclusion des anomalies récurrentes de la claasibon OMS)

Tableau 4 : Classification pronostique des LAMSs.

La mise en place de systéme de classement des leAMs leurs pronostics, se fondant sur
des caractéristiques biologiques et cytogénétiquese a une meilleure prise en charge des patients.
Les LAM-CN représentent la moitié des cas de LAMaedécouverte de mutations récurrentes avec
des valeurs pronostiques a permis d'affiner plaesrenla stratification du risque. La mutation déns
geneNPM1 est la mutation la plus fréquente dans les LAMpleas$ particulierement dans les LAM-
CN. Cette mutatioest clairement associée a un pronostic favorablalesence de la mutation FLT3-
ITD, ce qui lui a valu d'étre classée comme unétémrrovisoire au classement OMS en 2008.
Cependant, de nombreux patients rechutent aprpeetaiére rémission et le pronostic des patients
NPM1 muté reste encore relativement hétérogene. Dépsisde nombreuses études tentent de mettre
a jour les mécanismes moléculaires et cellulaingliguant NPM1 mutée dans le processus de
leucémogenese, afin d'améliorer potentiellemeptite en charge et la réponse aux traitements de ce
type de LAM.
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IPARTIE Il : La nucléophosmine NPM1

) Geénéralités

NPM1 (Nucléophosmin ou Numatrin, ou B23) est le roesrde la famille NPM le plus étudié
et est directement impliqué dans le développemesitcdncers chez 'homme. La forte prévalence de
mutations de ce géne dans les LAMs et plus pai@rhent dans les LAM-CN en fait un candidat

d'étude majeur.
a. Structure

NPML1 est une protéine ubiquitaire tres bien coré&ermentre les espéces. Chez I'homme, le
géne fait 24kb contient 12 exons et est situé eswwhromosome 5g35. Cette protéine de 294 acides
aminés et d'un poids moléculaire de 35 kDa, eshctérisée par une structure et des domaines
distincts nécessaires a ses fonctions et pourcsdidation cellulaire (Hingorani et al., 2000) (&g
7).

MES MNLS MLS NulL S
NPM 294 aa

Oligomérisation Interaction Histone  ADN/ARN interaction

Chaperonne

Domaine M-Terminal Non polaire | Région basigue modérée
. Signal d’export nucléaire NES | Cluster basique
: Domaine acide |: Région aromatigue
___ Region Centrale = Signal de localisation nucléolaire NulLS
po— i i § 5 (W288 et W200)

Signal de localisation nucleaire

bipartite NLS

Figure 7 : Représentation schématique de la structa de NPM1(Adapté de Grisendi et al., 2006)

La région N-Terminale intervient dans l'oligométisa de NPM1 en pentamere et est
nécessaire a sa fonction de chaperone de proténeigion centrale est quant a elle nécessaire a la
fonction de chaperone d'histone de NPM1. En elfetégion centrale permet l'interaction avec les
histones H3, H4, H2A et H2B pour réguler la forroatdes nucléosomes (Okuwaki et al., 2001a). La

région C-Terminale contient des acides aminés basig@énérant une charge positive suivie d'une
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région riche en acides aminés aromatiques. Ceségsl interviennent dans l'interaction entre NPM1
et les acides nucléiques (Wang et al., 1994), R'AThang et al., 1998), l'activité ribonucléase
(Hingorani et al., 2000) et la localisation nuckm (Zirwes et al., 1997). De plus, NPM1 possede
plusieurs séquences nécessaires a son activitdotine navette : un signal d'export nucléaire (NES
localisé en N-Terminale, un signal de localisatiarcléaire (NLS) bipartite localisé dans la région
centrale et un signal de localisation nucléolaiMul(S), constitué notamment de deux résidus

tryptophane essentiels (W288 et W290), localisé dmpartie C-Terminale.

b. Modifications post-traductionnelles

La protéine NPM1 peut étre soumise a des modifinatipost-traductionnelles comme la
phosphorylation, l'acétylation et l'ubiquitylationa régulation de la phosphorylation de NPM1 n'est
pas totalement comprise, toutefois nous savondepeut étre modulée par CKIl (Casein Kinase II),
PLK2 (Polo-Like Kinase 2) ou par le complexe cyelis/CDK2 (Cyclin-dependent kinase 2) (Okuda
et al., 2000). La phosphorylation de NPM1 sembtpuler les différentes fonctions de NPM1, son
oligomérisation, sa localisation nucléaire, son liogtion dans la progression de la mitose et la
biogenése des ribosomes (Negi and Olson, 2006)e @absphorylation est notamment nécessaire,
pour interagir avec les protéines basiques et [godécondensation de 'ADN (Bafuelos et al., 2003).
L'acétylation de la protéine conduit a une plusmdeaaffinité de NPM1 pour les histones acétylées
(Swaminathan et al., 2005). NPM1 peut étre égalemé@mubiquitinée par I'enzyme USP36 (ubiquitin
specific peptidase 36), stabilisant NPM1 et augar@nses fonctions dans le nucléole (Endo et al.,
20009).

c. Localisation cellulaire

Bien que NPM1 soit une protéine navette entre |lganoet le cytoplasme, elle est
majoritairement nucléaire, et plus précisémentéulaire (Zirwes et al., 1997) (Figure 8). De plas,
sein du nucléole, la protéine NPM1 est enrichienaueau des composants granulaires qui sont
associés aux particules de maturation pré-ribossmsngpector et al., 1984). Cependant, une petite
fraction de NPM1 peut étre observée dans le nutdéope. De maniére intéressante, NPM1 peut étre
également détectée au niveau peérichromatinien etiveaau des fuseaux mitotiques au cours de la
mitose cellulaire (Valdez et al., 1994). Ces ddféwes de localisation cellulaire de NPM1 sont
essentielles a ses différentes fonctions et lesnahes de localisation de NPM1 pourraient étre

directement associées a son impact dans la leuaiase.
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Fibrillarin

Figure 8 : Localisation nucléolaire de NPM1Marquage immunofluorescent de NPM1 (vert) dans
les nucléoles. NPM1 co-localise avec la Fibrillafmouge), une protéine nucléolaire (Adapté de

Holmberg Olausson et al., 2014).
d. Fonctions

Ces derniéres années, de nombreuses études ophraigant I'importance fonctionnelle de
NPM1 intervenant dans de nombreux mécanismes malgzsi et processus physiologiques
potentiellement impliqués et dérégulés au courtadeancérogenese : la biogenése des ribosomes,
assemblage des histones, la réparation de I'ABNe¢gulation de la transcription, l'apoptose et la

duplication des centrosomes.
i. Biogenése des Ribosomes

Initialement, NPM1 a été considérée comme une jm®téhaperone des ribosomes, ou
comme un facteur d'assemblage du fait de son as®ociaux particules préribosomales. En effet,
NPM1 a été décrite comme nécessaire a la maturdéisrsous-unités ribosomales 60S, et a I'export et
assemblage des ribosomes 80S (Yu et al.,, 200@ur@ 9). La mutation du domaine d'export
nucléaire ou du domaine d'interaction aux acidetmues de NPM1 empéche I'export des ribosomes
vers le cytoplasme, provoquant ainsi une diminutieria croissance cellulaire (Maggi et al., 2008).
vitro, NPM1 augmente le clivage des ARNs ribosomaux (AR&Qit comme une endoribonucléase
dans la maturation des transcrits ARNTr, et la @éie NPM1 prévient notamment la maturation de
I'ARNr 28S (Savkur and Olson, 1998)(ltahana et2003). De plus, il semblerait que NPM1 puisse
inhiber l'activité endoribonucléase médiée par ABtlles ARNr (Tell et al., 2010). NPM1 interagit
également directement avec les protéines ribosentaleme RPL5 (Ribosomal Protein L5), RPL23
(Ribosomal Protein L23) et RPS9 (Ribosomal Prot&8), confortant donc limpact de la
nucléophosmine dans la biogenése des ribosomesretgnséquent dans la prolifération et la
croissance cellulaire, fortement perturbées damgdmcers (Lindstrom and Zhang, 2008)(Wanzel et
al., 2008).
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Figure 9 : Représentation schématique de I'impacte& NPM1 dans la biogenése des ribosomes.

Dans le nucléole, NPM1 interagit avec les partieyleéribosomales et les transportent du noyau au

cytoplasme afin de permettre leur maturation enséine.

ii.  Chaperone d'histones

La deuxiéme grande fonction de NPM1 est de régldssemblage des histones et des

nucléosomes. Les histones peuvent étre diviséedeex catégories, les histones cceurs formant le

nucléosome, et les linker-histones H1 stabilisangttucture nucléosomes/ADN. Les histones cceurs

H2A, H2B, H3 et H4 s'associent en diméeres H2A/H2&Bétraméres H3/H4 pour former I'octamere

d'histones autour duquel s'enroule I'ADN pour farfaenucléosome (Figure 10).

" Dimére
H2A-H2B

Tétrameére
H3-H4

Octameére
. d’histones

Figure 10 : Représentation schématique de l'assenglgle des histones.

42



L'assemblage des nucléosomes est dépendant dm@satbaperones telle que NPM1 qui
stimule I'assemblage et la déposition/évictionrdedéosomes sur I'ADN, ou encore qui facilite
l'interaction entre les enzymes de modification kissones et les histones (De Koning et al., 2007).
Ce processus est dynamique et intervient dangldation de I'expression génique, la réplicatiotaet
réparation de I'ADN. Il a été montré que NPM1 iatgssait avec les histones cceurs et les histones
linker dans le nucléole. Cette association esépeétiellement réalisée avec I'histone H3 et permet
'assemblage des nucléosomes, le transfert deéasaches sur I'ADN nu et la décondensation de la
chromatine de sperme vitro (Namboodiri et al., 2004)(Okuwaki et al., 2001b)(@aki et al.,
2001c) (Figure 11). La délétion 8&M1dans des lignées cellulaires humaines provoquemuoent
un réarrangement de I'hétérochromatine périnudgtédlilolmberg Olausson et al., 2014). De plus, il
semblerait que la modulation des nucléosomes pltINgdit dépendante des modifications post-
traductionnelles que subit NPML1. L'acétylation d&VN. et des histones par p300 conduit a une
ouverture de la chromatine et a une augmentatida glanscription (Swaminathan et al., 2005). Ces
fonctions de chaperone d'histones et de transferhdcléosomes de NPML1 s'averent étre d'une
importance fondamentale dans la régulation dereéifts processus biologiques, comme la réparation

et le maintien de la stabilité de I'ADN.

NPM1 NP

Figure 11 : Impact de NPM1 dans la condensation da chromatine. En présence de NPM1 non
phosphorylée (inactive) la chromatine de spermeastiensée. En présence de NPM1 phosphorylée

(active), on observe une décondensation massiledeomatine (Adapté dgafiuelos et al., 2003).
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iii.  Duplication des centrosomes

Au cours de la mitose, NPM1 est détectée au nivdes fuseaux mitotiques et plus
précisément au niveau des centrosomes non duplequésterphase (Zatsepina et al., 1999). Il a été
observé que la phosphorylation de NPM1 par cdklifeyE permettait le détachement de NPM1 du
centrosome et l'initiation de la duplication, suggé fortement un réle direct de NPM1 lors de la
division cellulaire (Figure 12) (Okuda et al., 200®Gon implication dans la duplication des
centrosomes semble dépendante d'interactions &ifdl, NEK2A (NIMA-related kinase 2),
BRCA2 et ROCK2 et dépendante de la phosphorylat®iNPM1 par PLK2 et PLK1 (Wang et al.,
2011a)(Krause and Hoffmann, 2010). L'inhibitionldghosphorylation de NPM1 par PLK2 conduit
notamment a une diminution de la duplication degrosomes et a un blocage en phase S des cellules.
De plus, Foltzet al. ont montré que NPML1 interagissait avec CENPA (@emere Protein A), une
histone H3 particuliere présente dans des nucléesspécifiques des centroméres (Foltz et al., 2006)
Sachant que les centromeres sont les régions chomigues centrales contrdlant le comportement
des chromosomes lors de la mitose, il a été sugggd\PM1 était importante pour le maintien de la
stabilité¢ génomique lors de la mitose. En effes, ¢ellules NPMT présentent des anomalies de
duplication des centrosomes et une augmentatiaifisafive de l'instabilité génomique (Grisendi et
al., 2005). La perte de fonction de NPML1 induit dom accroissement de la susceptibilité qui mene a

la transformation oncogénique.

AETT e
UNPM | — P
Ny h e

CbK2].

(CyciinE) [EE
G1 __h_'_'_:-'- S E 02 = M P G1 = >
— _..-:::'_"'_fﬂ; = —_ il
Centrosome Centrosome Centrosome Fuseaux Centrosome
non dupliqué duplication maturation mitotiques non dupliqué

Figure 12 : Représentation schématique des mécanies potentiels impliguant NPM1 dans la
duplication des centrosomestn phase G1 du cycle cellulaire, NPM1 est assauiéeentrosome non
dupligué. La phosphorylation de NPML1 induite pakaidycline E permet le détachement de NPM1 et
la duplication des centrosomes. Au cours de lag@l&s du cycle cellulaire, NEK2A redirige NPM1
vers les centrosomes dupliqués et permet la misgaer des fuseaux mitotiques (potentiellement via

son interaction avec CENPA) pour la cytokinése (#iéaleGrisendi et al., 2006).
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iv. Réparation de I'ADN

L'impact de NPM1 sur la stabilité et le maintien ltietégrité génomique a également été
associé a la réparation de I'ADN. En cas de dommagbBADN induits par radiations ionisantes,
NPML1 est surexprimée et délocalisée du nucléols kechromatine (Lee et al., 2005) et un pool de
NPM1 phosphorylées est recruté au niveau des ditemssures (Koike et al., 2010). Il a été montré
par Wuet al. que l'irradiation aux UV de fibroblastes murinsHNBT3 induisait une surexpression
rapide de NPM1 (Wu et al., 2002). De plus, ceswaatent également montré que cette surexpression
de NPML1in vitro était associée a une augmentation de la répamdéismdommages a I'ADN de type
NER (Nucleotide Excision Repair) et a l'inhibitide la mort cellulaire induite par les UV. Ainsiail
été suggéré que NPM1 pourrait agir comme chapetesdistones intervenant dans la réparation de
ce type de cassures. Colomtoal. ont par ailleurs mis en évidence dans un modekénnae knock-
out de NPM1 que les cellules NPM1 présentaient une augmentation de la phosphorylatieo
I'histone H2AFX, une cible des kinases ATM (Ataxialengiectasia Mutated) et ATR (Ataxia
Telengiectasia RAD3 related) intervenant dans [sanation de I'ADN (Colombo et al., 2005).
L'augmentation de la phosphorylation de cette hestgpécifique dans ce modéle d'étude a également
été associée a l'augmentation de la formation de de réparation de I'ADN H2AFX et ATM
positives (Wu et al., 2002).

v. Régulation de la transcription

NPM1 peut indirectement influencer la transcriptida son activité sur les histones mais
NPM1 est également impliquée directement dangialaéon de la transcription. Tout d'abord, NPM1
peut interagir avec des facteurs de transcriptimhsque YY1 (Yin Yang 1), IRF1 (interferon
regulatory factor-1), p53, NkEB ou MYC, et agir comme un corépresseur ou co-ateiy
transcriptionnel sur les promoteurs des genes<hieet al., 2008). NPM1 peut par exemple intaragi
avec le facteur de transcription AP2t agir comme un corépresseur de la transcrigionecrutant
des histones déacétylases (Liu et al., 2007). s, fNPM1 peut interagir et inhiber HEXIM1
(hexamethylene bis-acetamide inducible 1), un wdgul négatif de la transcription par I'ARN
polymérase Il (ARN pol II) (Gurumurthy et al., 2Q0&nfin, NPM1 est impliquée dans la régulation
de la transcription des ARNr effectuée par I'ARNyptérase de type | dans le nucléole, en recrutant
le facteur de transcription spécifique de ce typerdnscription TAF(1)48 (TATA box binding protein
(TBP)-associated factor), et en réorganisant larohatine (Bergstralh et al., 2007)(Murano et al.,
2008).
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vi. Reégulation de lI'apoptose

Les différents mécanismes moléculaires dans lesqgast impliquée NPM1 ont des
conséguences sur la prolifération cellulaire (biege des ribosomes, régulation de facteurs de
transcription clés...) mais aussi sur le processasogtose. NPM1 semble avoir un réle double dans
la régulation de I'apoptose comme un acteur prargisapoptotique, suivant le contexte cellulaire et

son niveau d'expression.

Il a pu étre observé que le niveau d'expressioNR1 diminuait dans les cellules sortant du
cycle ainsi que dans les cellules s'engageant ldgooptose (You et al., 1999). La surexpression de
NPML1 induite dans la lignée LAM HL-60 diminue lansailité des cellules a I'apoptose, et a l'inverse
les cellules NPM1 déficientes sont moins résistaatBapoptose. De maniére intéressante, l'inbibiti
de fonction de navette noyau/cytoplasme de NPMilgib €galement & une plus grande sensibilité a
l'apoptose (Hsu and Yung, 2000)(Brady et al., 2004nduction de l'apoptose par irradiations aux
UV de cellules fibroblastiques dans lesquelles NP&81 surexprimée, a mis en évidence que la
résistance a l'apoptose est provoquée par uneti@dwe I'activité de IRF1 (Interferon regulatory
factor 1) induite par NPM1. IRF1 est notamment antdur de transcription tumeur suppresseur
impliqué dans I'apoptose induite aprés dommag@sDa| et dans l'arrét du cycle cellulaire (Kondo et
al., 1997). De plus, NPM1 peut également formersddm noyau un complexe avec PIP
(Phosphatidylinositol (3,4,5)-triphosphate) en még®o & des facteurs anti-apoptotiques. En effet,
NPM1 est un effecteur en aval de la voie PI3 Kisasefonctionnant comme un récepteur a PIP, pour
moduler I'effet anti-apoptotique de NGF (Nerve Gilowactor) en inhibant la fragmentation de I'ADN
par CAD (Caspase-activated DNase) (Ahn et al., 005

D'autres études ont montré un effet opposé de NBatE la régulation de I'apoptose, plus
particulierement via ARF et p53. ARF est une pr@énucléolaire qui est impliquée dans le
déclenchement de l'arrét du cycle cellulaire efpchgramme d'apoptose en réponse a des signaux
apoptotiques. Dans ce contexte, ARF inhibe le gigul négatif de p53, MDM2, en le délocalisant
dans le nucléole, ce qui stabilise p53 et perme¢panse transcriptionnelle adaptée. Il a été raontr
gue la surexpression de NPM1 augmentait signifieatent la stabilité d'ARF, alors que l'inhibition
de NPML1 déstabilise ARF (Kuo et al., 2004). En dasstress cellulaire, NPM1 peut directement
inhiber MDM2, augmentarih fine la stabilité de p53 (Figure 13). De maniere irdéamte, ARF peut
également réguler l'activité de NPM1. En effetsiaexpression de ARF bloque l'activité de navette
de NPM1, augmente la dégradation de NPM1 et emitiéé réduit la maturation des ribosomes
(Brady et al., 2004).
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Figure 13 : Représentation schématique du mécanismae régulation de NPM1 sur la voie
ARF/p53. En condition normale, MDM2 interagit avec p53 d@naoyau et conduit a sa dégradation.
NPML1 interagit peu avec ARF et ne le stabilise gascondition de stress, NPM1 stabilise ARF et ce-

dernier délocalise MDM2 dans le nucléole, stahiligzb3.

Ainsi, il apparait que NPM1 remplit des fonctionssentielles dans le contrle de la
croissance, le maintien de la stabilité génomiquéenodulation de la réponse apoptotique. Ses
fonctions sont principalement dépendantes de stivitaale chaperone d'histones, de ses interactions
avec de nombreux partenaires protéiques, de kdidiv de programmes transcriptomiques
spécifiques, et de sa localisation cellulaire. keatg de fonction de NPM1 ou la dérégulation de son

expression conduisent potentiellement a un forvpimuransformant.
I) NPM1 dans les cancers

NPM1 est fréquemment impliquée dans les canceitspaole biais de la dérégulation de son
expression, soit par le biais de mutations. Setrcdntexte cellulaire, NPM1 peut agir en tant

gu'oncogéne ou en tant que suppresseur de tumeur.
a. NPML1 en tant qu'oncogene

On observe des surexpressions de NPM1 dans dif§écancers solides tels que le cancer du
foie, de la prostate, du c6lon ou le carcinome ievarLa surexpression de NPM1 dans les cellules
tumorales est corrélée a des caractéristiquesadsfarmation néoplasique telles que l'augmentation

de la prolifération et I'inhibition de I'apoptose.

L'impact de NPM1 dans la prolifération cancérewsalderait dépendre de ses fonctions dans
la biogenese des ribosomes, de la réparation @NI'at de la duplication des centrosomes. En effet,

Boonet al. ont mis en évidence dans des cellules de neutobias que MYC régulait positivement
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I'expression de NPML1 ainsi que la machinerie deh&ge protéique (Boon et al., 2001). De plus, il a
été montré que l'inhibition de NPM1 par ARN integfiéce dans la lignée cellulaire Hela, retardait la
progression du cycle cellulaire et I'entrée en sditdes cellules, potentiellement par sa fonctiors da

la régulation des fuseaux mitotiques (Jiang andgy @899).

La capacité de NPM1 a inhiber l'apoptose pourraitej un rdle important dans le
développement des tumeurs. En effet, la surexpresid NPM1 dans la lignée fibroblastigue murine
NIH 3T3 conduit & une transformation maligne de aadhiles (Kondo et al., 1997). Les auteurs de ce
travail ont suggéré que cet effet transformantis@@amment la conséquence de linhibition de
l'activité de IRF1 par NPML1. Par ailleurs, la csaisce des cellules cancéreuses est dépendante de la
réponse a I'hypoxie au cours de la progression raleoLi et al. ont montré que la surexpression de
NPM1 protégeait les cellules de la mort cellulairduite par I'hypoxie, en inhibant I'activité de3p5
(Li et al., 2004). En effet, la surexpression devNIRlans différentes lignées cancéreuses humaines en
condition hypoxique provoque une augmentation drutaie cellulaire et une inhibition de voies pro-
apoptotiques. De maniére intéressante, cet efést pas observé dans les lignées p53 négatives
surexprimant NPM1, suggérant que l'effet anti-aptigte de NPM1 est dépendant de sa capacité a
inhiber p53.

Augmentation Survie < },53

Inhibition apoptose

Inhibition
fragmentation ADN

Figure 14 : Résumé schématique des conséquences laesurexpression de NPM1 dans les

cancers.La surexpression de NPM1 peut conduire a l'augatientde la croissance cellulaire et de la
prolifération, via une hyperactivité de la machieedes ribosomes et limpact de NPM1 dans la
progression du cycle cellulaire. La surexpressieN&M1 peut conduire également a l'inhibition de

l'apoptose et a 'augmentation de la survie enmgmt I'activité de IRF1, p53 et CAD.

b. NPM1 en tant que tumeur suppresseur

A linverse des cancers solides, on observe unge me fonction de NPM1 dans les
hémopathies malignes, par le biais de translocatibmomosomiques, de délétions ou de mutations.
Les lymphomes anaplasiques a grandes cellules (DAg&Qvent présenter des fusioN®M-ALK

(Anaplastic Lymphoma Kinase), les leucémies aiguémyélocytaires peuvent présenter des fusions
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NPM1-RAR, et les LAMs peuvent présenter des fusidigfM-MLF1 (Myeloid Leukemia Factor 1)
(Figure 15) (Naoe et al., 2006). La contributionMeM1, dans le cas de ces translocations, semble
étre d'activer le potentiel oncogénique de seepairtes en étant une interface de dimérisatianéte
montré que la capacité de transformation de leépretde fusiolNPM-ALK ne dépendait que de sa
capacité a former des oligoméres par le biais dMNFEN effet, différentes protéines mutantes
NPM1-ALK incapables de se dimériser, ont été décrites @mon tumorigéniques (Bischof et al.,
1997). Il a également été mis en évidence queyiedrames myélodysplasiques pouvaient présenter
des délétions 5q (contenaNPMI). Le rble tumeur suppresseur de NPM1 a notamméninés en
évidence dans des modeles murins de knock-oltRM1 La délétion deNPM1 chez la souris a
montré que NPM1 était nécessaire au maintien dgdiité de I'ADN. En effet, les souris NPM1
haploinsuffisantes développent des pathologieslam®s aux myélodysplasies, avec une instabilité
génomique (aneuploidie), une augmentation du nonderecentrosomes et une augmentation de
I'activation des points de contrdle des dommad&sDN (Grisendi et al., 2005). Mais en 2005, Falini
et al.ont mis en évidence une nouvelle mutation de NPMEente dans 55% des LAM-CN (Falini et
al., 2005).
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Figure 15 : Domaines structuraux et fonctionnels d&\PM1 sauvage et mutante dans différentes
hémopathies malignesNPM1 sauvage présente différents motifs nécessairea fonction et sa
localisation (Cf Partie Il, Chapitre | et sous citigp a. "Structure™). La fusion NPM-ALK est
constituée du domaine d'oligomérisation de NPMduetlomaine tyrosine kinase de ALK. La fusion
NPM1-RARu est constituée du domaine d'oligomeérisation de WRkMdes domaines de dimérisation
et d'interaction avec I'ADN et les ligands de RARa fusion NPM-MLF1 est consituée du domaine
de dimérisation et d'une partie de la région céntta NPM1 et de la protéine complete MLREM1
muté dans les LAMs consiste en une insertion dedEcalant le cadre de lecture et conduisant a la
perte des tryptophanes 288 et 290 et du signabckdisation nucléolaire (Adapté de Falini et al.,
2007).
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[II) La mutation NPM1 dans les LAMs

La mutation du genBlPM1 est la mutation la plus récurrente dans les LAM{@&Mrcucci et
al., 2011). On dénombre une quarantaine de mugtimujours hétérozygotes, dont 3 mutations
présentent dans 90% des LAM®M1 muté. Mis a part quelques rares mutations dansxess 9 et
11, les mutations sont majoritairement des insaestide 4 nt dans I'exon 12, décalant le cadre de
lecture pour coder une protéine NPM1 différentelesii7 derniers résidus (Figure 16).

A Position 959
NPM1 sauvage gaggctattcaagatctctyg. .. .gcagtggaggaagtctctttaagaaaatag

Mutation A gaggctattcaagatctctgTCTGgcagtggaggaagtctctttaagaaaatag
Mutation B gaggctattcaagatctctgCATGgcagtggaggaagtctctttaagaaaatag
Mutation D gaggctattcaagatctctgCCTGgcagtggaggaagtctctttaagaaaatag

B .
HERT Satvay . Tl 1] ﬂlﬂ |MI l. 290 o
- w290 . Domaine d'interaction

. Domaine acide

[ nes
NPM1mut LAM | D Région basigue modérée
NPMmut * D Cluster basique
Mutation G Région aromatique
@ nus

Figure 16 : Mutations NPM1 dans les LAMs. A. Séquences des 3 mutations par insertion dans
I'exon 12 deNPM1 les plus fréquentes dans les LAMs. B. Impact de meitations au niveau
protéique. Il y a une perte des tryptophanes eritipos288 et 290 et du signal de localisation

nucléolaire, ainsi que la création d'un nouveanaid'export nucléaire (Adapté de Falini et alQ20

La mutation principale, la mutation A, consiste wre insertion TCTG en position 959 du
géne. Toutes les mutations conduisent a la peaterdbins un des deux résidus tryptophanes 288 et
290 nécessaires a la localisation nucléolaire, lat @éation d'un nouveau signal d'export nucléaire
dans la partie N-Terminale de la protéine (Falinale 2006a) (Figure 16). La conséquence de cette
mutation est la délocalisation du nucléole versyiplasme de NPM1 mutée via le complexe Ram-
Crm1 (Figure 17) (Falini et al., 2005). En effépHibition de Crm1 dans la lignée LAM OCI-AML3
contenant la mutation A déPM1, conduit & un blocage de NPM1 mutée dans le npldéme (Falini
et al.,, 2006b). De plus, NPM1 mutée conserve sepaiies d'oligomérisation conduisant a la
formation d'hétérodimeres NPM1 mutée/NPM1 sauvagesi, une grande proportion de NPM1
sauvage est également délocalisée dans le cytoplaspvoquant une "perte de fonction" de NPM1

sauvage dans le noyau.
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Figure 17 : Analyse par immunofluorescence de la dalisation cellulaire de NPM1 dans des
fibroblastes murins NIH3T3 transfectés avecdNPM1 sauvage ou muté couplé a eGFRA. La
protéine NPM1 sauvage (vert) s'accumule et esti$@eaau niveau nucléolaire. B. La protéine NPM1
mutante (vert) est délocalisée du nucléole versyteplasme. Les noyaux sont colorés a l'iodure de

propidium (rouge). (Adapté de Falini et al., 2007).

La mutation NPM1 est associée a des caractéristiques phénotypiduekgiques et
transcriptomiques précises comme l'augmentatiopoducentage de blastes dans la moelle, de lactate
déshydrogénase dans le sérum et du nombre de Jgeso€ypiquement, les blastes des LANBM1
muté expriment fortement le marqueur CD33 mais@&D34, et sont ainsi d'un phénotype myéloide
plutét différencié. En effet, la majorité des LAM®M1 muté présente un FAB de type M4 voire M5.
D'un point de vue clinique, ces mutations sont@eégs a un meilleur pronostic (Schlenk et al., 2008
plus particulierement en absence de mutabm3-ITD. Ainsi, le génotypeNPM1 mutéFLT3 non
muté dans les LAM-CN a été ajouté dans la catégibeieisque favorable (Déhner et al., 2010).
Cependant, il ne semblerait pas qu'il y ait deédifice en terme de pronostic clinique entre les

différentes mutations affectaNPM1dans les LAMs (Pastore et al., 2014) (Figure 18).

NPM1-A, FLT3-ITD- (n=161; 1)
NPM1-A, FLT3-ITD+ (n=10T7; 2)
NPM1-RA, FLT3-ITD- (n=47; 3)

a0 NPM1-RA, FLT3-ITD+ (n=34; 4)

40

Survie Globale

20+ 4

0+

Figure 18 : Figure 18 : Impact des mutations du geaNPM1 en association avec FLT3-ITD dans
la LAM sur la survie globale des patientsll n'y a pas de différence sur la survie entgenfeitations
majoritaires (NPM1-A) et les mutations rares (NPRA)} de NPM1, en présence ou absence de
FLT3-ITD (Adapté de Pastore et al., 2014).
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Comme les mutations déPM1 sont stables au cours de la maladie, elles sert@lents marqueurs
pour suivre la maladie résiduelle. En effet, plussettudes ont montré l'intérét d'évaluer |'évolutie
I'expression de&NPM1 muté par RT-gPCR chez les patients aprés rémissto8chnittgeet al. ont
montré que ce niveau d'expression était clairemsscié au pronostic des patients, notamment de la
rechute (Schnittger et al., 2009).

D'un point de vue transcriptomique, il a été décd nombreuses signatures associées
spécifiguement a la présenceNleM1 muté dans les LAMs. On peut citer la surexpresdesigenes
HOX, MEISY, PBX3(pre-B-cell leukemia homeobox 3) (Mullighan et @b07)(Verhaak et al., 2005),
la surexpression de miR-10a et b, miR-29a, b ainsi que la sous expression du miR-204 (ciblant
HOXA10et MEIS]) et miR-128a (Garzon et al., 2008). Tres réecemn®atzonet al. ont également
mis en évidence des profils d'expression de IncRpbk&culiers associés a différentes mutations dont
NPM1(Garzon et al., 2014).

L'ensemble de ces caractéristiques a conduit adges les LAMSNPM1 muté comme des

entités particulieres, d'ou leur inclusion dansléssement OMS de 2008 en tant qu'entité provisoire

D'un point de vue mécanistique, le mode d'actioNd®1 mutée dans la leucémogenese n'est
pas clairement défini. Leongt al. ont mis en évidence que NPM1 mutée exercait uet efifiti-
apoptotique et inhibait la différenciation myéloida transduisanNPM1 muté dans des cellules
humaines CD34de sang de cordon (Leong et al., 2010). A l'inegPmhibition de NPM1 mutée par
l'utilisation de la Deguelin (une drogue ciblantNP mutée) ou par ARN interférence dans la lignée
LAM OCI AML3, restaure la capacité de différenciatides cellules hématopoiétiques et la sensibilité
a l'apoptose (Yi et al., 2015a). Le changementodalisation de NPM1 du noyau au cytoplasme
semble étre I'élément clé de la transformation taleadans les LAMSIPM1 muté. Mais savoir si les
effets observés sont la conséquence d'un gainmigido de NPM1 mutée dans le cytoplasme et/ou
I'haploinsuffisance de NPM1 sauvage dans le nogeste a déterminer. On peut supposer que la
délocalisation de NPM1 dans le cytoplasme condyéieiment a la délocalisation de ses nombreux
partenaires (ARF, HEXIM1, APEX1, N&B, etc...). En effet, la transfection M1 muté dans la
lignée NIH 3T3 conduit & une délocalisation de NPiMdtée, NPM1 sauvage et ARF du noyau au
cytoplasme (Figure 19) (Bolli et al., 2009). Pdlears, l'utilisation de différents modeles murias
permis de mieux comprendre le rble oncogénique EBINmutée. Les modeles de knock-in murin
avecNPM1muté humain (la forme la plus représentée mutatjoronduisent a I'apparition de Iésions
initiatrices de LAM, a une surexpression des geHE®X, et un tiers des souris développent
tardivement des LAMs (Vassiliou et al., 2011).

52



Cellule LAM NPM1 mutée

Cytoplasme Dégradation

=)
CDC:D@

Nucléole

Figure 19 : Impact de NPM1 mutée sur la voie ARF/p3. Dans les cellules normales, NPM1 est
localisée dans le nucléole et est requise poutalailisé d’ARF. En condition de stress, ARF peut
inactiver MDM2 conduisant a la diminution de la d&gation de p53. Dans les blastes LAWM1
muté, NPM1 mutée délocalise ARF dans le cytoplasineARF sera dégradée. Par conséquent,
MDM2 peut induire la réaction d'ubiquitination et tégradation de p53 méme en cas de stress

cellulaire.

La plupart des mécanismes oncogéniques décritorsderit sur la capacité de NPM1 a
interagir avec des partenaires intervenant dansoldrdle de la prolifération et de l'apoptose.
Cependant, les autres fonctions de NPM1 telleslguBogenése des ribosomes, la duplication des
centrosomes et son activité de chaperone d'historiest & ce jour jamais été décrites dans le
processus de leucémogenése. De plus, on ne peexgase l'intervention d'autres partenaires non

décrits de NPM1 participant au développement de\M, tels que les INcCRNAs.
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IPARTIE lIl : Les longs ARNs non codants ou IncCRNAs

1) Historique de la "matiére noire" du génome

Il y a maintenant une cinquantaine d'années quebJetcMonod ont établi le rbéle central de la
molécule d'ARN en tant qu'ARN messager, intermégliaintre I'ADN et la protéine (Jacob and
Monod, 1961). Depuis, plusieurs études ont misvamtala présence d'’ARNs non codants composant
une portion importante du transcriptome total (ideiy and Penman, 1968)(Paul and Duerksen,
1975)(Salditt-Georgieff and Darnell, 1982). Unetjgade ces ARNs non codants est expliquée par la
forte présence d’ARNs non codants impliqués damslzhinerie de traduction et sa régulation (ARNTr,
ARNt, RNase P, SRP-7S ARNS). La plupart des chershent alors supposé que le reste des ARNs
non traduits n'avaient pas de fonction et congéhtauniguement un "bruit de fond" génomique. A
partir des années 90, ces séquences non codanteswa peu été associées par des chercheurs tels
que John Mattick a de potentiels rbles régulatedmas le processus d'évolution et dans le
développement (Mattick, 1994). Mais les prograsspkcents en termes de séquencage haut débit,
l'automatisation du séquencage Sanger pour lagrapghie des ESTs dans les années 90 (Schuler et
al., 1996), I'avénement des Microarrays et biedegmiment I'explosion du RNA-sequencing lors de la
derniere décennie, ont montré que 70 a 90% du gémdait transcrit (Birney, 2007)(Carninci et al.,
2005)(Kapranov et al., 2005) et était majoritairatnaon codant (Djebali et al., 2012).

Certaines classes d'ARNs non codants sont bienctéasges moléculairement et
fonctionnellement comme les ARNr, les ARNt, les BINS, les snoARNS, et plus récemment les
microARNs. De maniére tout a fait intéressantesdanmunauté scientifigue a pu mettre en évidence
que la majorité des ARNs non codants était corgsi/ARNS relativement longs et structuralement
tres hétérogenes, appelés longs ARNs non codanitscBINAs. Ces ARNs sont définis de maniere
arbitraire comme des ARNs de plus de 200nt et ntageoriori aucun potentiel codant. Ce seuil de
200nt permet essentiellement de faire la distincthiwvec les autres classes d'ARNs non codants
généralement en deca de ce seuil (microARNs, snABfgs..). Bien qu'ils constituent la plus grande
part du transcriptome, cela n'est en aucun casptee/e suffisante démontrant leur fonctionnalité
biologique. L'argument mis en avant pour justifigmne transcription massive de IncRNAs non
fonctionnels est que celle-ci pourrait résulterl'theperfection de la machinerie de transcription. E
effet, 'TARN polymérase 1l ( ARN pol IlI) peut initi une transcription non spécifique chez les
eucaryotes conduisant a 90% de "bruit génomiqu&'ulis 2007). De plus, il semblerait que la
transcription puisse étre bidirectionnelle a paftirpromoteur, ou dépasser le transcrit "légitipeur

conduire & la fuite de produits de transcription spécifiques (Ebisuya et al., 2008).
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Mais ce "bruit" est constitué d'exemples de pluspkris nombreux de IncRNAs ayant un
impact fonctionnel. Les premiers a avoir été deéchtaient les INncRNA4H19, impliqué dans
I'embryogenése en 1990 (Brannan et al., 1990§] T (X-inactive specific transcript), impliqué dans
l'inactivation du chromosome X en 1992 (Brown ef #992). Depuis lors, la quantité de IncRNAs
annotés chez I'homme a considérablement augmeinté,grux nouvelles technologies de séquengage
(notamment les protocoles brin-spécifique a palttir2008), le séquengcage du génome humain en
2000, ainsi qu'au projet ENCODE (Encyclopedia of DHElements). Mais le nombre de IncRNA
annotés est variable selon les études et les basésnnées utilisées (Harrow et al., 2006). A faeu
actuelle, on dénombre chez 'homme plus de 55 @86gtranscrits en plus de 95 000 IncRNAs selon
la base de données NONCODE V4.0 (Xie et al., 20l4ygrande majorité de ces INCRNAs restant

encore trés peu décrite et caractérisée.

II) Structure et conservation des INCRNAs

a. Structure des IncRNAS
i. Geénéralités

Comme cité précédemment, les INcRNAs sont défioisinne des ARNs d'une longueur
supérieure a 200nt et n‘ayant pas de potentielntotléis a part ces caractéristiques, il n'y a pour
I'heure aucun archétype commun ou séquence corss@esmettant de classifier les INCRNAs. I
semble donc qu'ils constituent un groupe tres bgéére d'’ARNs sur le plan structural. Par ailleilirs,
n'y a globalement pas non plus de difféerence majentre les INcCRNAs et leurs pendants codants
puisque les INncCRNAs peuvent étre cappés, polyadéngpissés, édités, multi-exoniques et soumis
aux mémes régulations transcriptionnelles et pasistriptionnelles que les ARNm. Il a aussi été
observé des similarités entre les INcRNAs et l[63R' (Untranslated Region) des ARNm en terme de
séquence (Pourcentage GC faible) et de structeandaire (structures moins stables par rapport aux
ORFs et aux 5'UTR des ARNm) (Niazi and Valadkh&i,2).

Cependant, quelques différences sont a noter :

Avec un panel de plus de 8000 IncRNAs, Caeilial. ont pu montrer qu'en moyenne un
IncRNA était plus petit et possédait moins d'exgmsin mMRNA (Cabili et al., 2011), méme si certains
macroARNs dépassent les 200k nt comme le INCRRET (X Active Coating Transcript) (Vallot et
al., 2013) (Figure 20). Cette étude a égalementemiévidence une tendance des INcCRNAs a contenir
en moyenne 2 exons et a étre soumis a au moingissage alternatif. Ces résultats ont été confirmés
par une étude en 2012 sur le catalogue GENCODE tramdnque 42% des IncRNAs présentent 2
exons alors que seulement 6% des ARNm présenterbi2zs (les ARNm présentant généralement

plus que 2 exons) (Derrien et al., 2012). Cependa#mblerait que les exons et introns des INncCRNA
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soient plus longs que ceux des ARNm. Les auteursedeavail ont également montré que 98% des
IncRNAs pourraient étre épissés et que plus de @84ncRNAs présenteraient un épissage alternatif
avec au moins 2 isoformes. En effet, la majorité ddrons sont flanqués des sites canoniques
d'épissage (GT/AG). Le INcRNRCBP1-AS1(Poly(rC) binding protein 1-Anti Sens 1) par exéenp
présente jusqu'a 40 isoformes. Cette analyse a@régat mis en évidence que 39% des IncRNAs
contenaient au moins 1 des 6 motifs poly(A) commaloss que 51% des ARNmM contenaient ces
motifs. Il semblerait ainsi qu'une grande propartites INCRNAs soit transcrite par I'ARN pol 1l, bie
qu'il ait été montré que la transcription de cesaincRNAs pouvait dépendre de I'ARN pol Il
(Pagano et al., 2007) ou encore de I'ARN pol |, mentes IGS RNAs (Intergenic Spacer RNAS) situés
dans les régions de génes ribosomaux (Jacob 20&PR). Les demi-vies sont également trés variables
(de 30min a 16h) et fortement dépendantes de Wisation cellulaire des INcRNAs. De plus, la
stabilité des INcCRNAs parait étre en moyenne légent inférieure a celle des ARNm (Clark et al.,
2012).

XIST XACT

chrx ) i | )

112 Mb— 113 Mb 114rMb

-

113Mb  113.1Mb 1132 Mb
1 1 1

XACT T113.3

Figure 20 : Représentation deXACT sur le chromosome X par rapport au INCRNAXIST. Les
données RNA-seq présentent une transcription contire sur plus de 250kk(Adapté de Vallot et
al., 2013)

Comme pour les protéines, la structure d'un ARNistngue en 3 catégories d'organisation :

primaire, secondaire et tertiaire.
il.  Structure primaire

La structure primaire fait référence a la séqueatecéacide nucléique. Il n'y pas de différence
majeure entre les INCRNAs et les ARNm du point de de la séquence hormis I'absence d'ORF.
Cependant, des INcRNAs aux séquences particuliértesté réecemment mis en évidence : ce sont des
INcRNAs introniques situés entre des snoARNs (soBNAs). L'expression de ces INncCRNAs est

dépendante de la machinerie de maturation des INeARi ne processerait pas l'intron (le IncRNA)

57



générant un IncRNA. Ce dernier présente les séggetie deux snoARNs a ses extrémités 3' et 5'
(Yin et al., 2012) (Figure 21).

C/D’' C'/D

A== = =
snoRNA snoRNA
Epissage
Intron en lasso + E1 E2

Maturation et assemblage snoRNP

4_,.—-"

&

/ »° \
sno-IncRNA circulaire ‘ ' ‘ ! Sno-IncRNA linéaire

Figure 21 : Modele de processing snor-IncRNA$.es snoARNS sont processeés a partir du géne hote
mais la séquence interne n’'est pas excisée, camduen un IncRNA avec des snoARNs aux

extrémités. Cette structure peut se circularisaester linéaire (Adapté dén et al., 2012).

Une large portion des séquences exoniques des MWeRMovient d'éléments génétiques
mobiles, représentant par ailleurs 40% du génomeahiu En se basant sur une analyse croisée entre
des données RNA-seq et GENCODE, Kel¢yRinnont estimé que 41% des séquences des INCRNAs
dériveraient d'éléments transposables, et que 84ndRNAs contiendraient au moins un fragment
d'élément transposable (Kelley and Rinn, 2012). d@aséquent, la plupart des transcrits INCRNAs
contiennent des combinaisons de multiples fragmeépetés. Cependant, la forte fréquence de
séquences répétées et d'éléments transposablednadesIncRNAs ne semble pas préjudiciable,
puisqu'il a été décrit dans la littérature plussecas de IncRNAs fonctionnels tout en étant riaine e
séquences répétées (Carrieri et al., 20123.régions centromériques sont particulieremiehes en
séquences répétées et considérées comme des ndgipnssédant pas de genes codants. Il a tout de
méme été mis en évidence que ces régions pouvgientranscrites, notamment en INcRNAs. En
effet, il a été récemment montré par Quénet etlDabkpression d'un INncRNA en phase G1 du cycle
cellulaire, qui s'est avérée étre nécessaire gabisation de la structure chromatinienne par le

recrutement de I'histone centromérique CENP-A (@uand Dalal, 2014).
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iii. Structure secondaire

La structure secondaire implique des paires desb&gatson-Crick et des régions non
appariées, qui sont supposées étre la base fonelierdes IncRNAs (Wan et al., 2011). Cependant,
les données de structures secondaires des IncRNAsl&ion avec leurs fonctions sont tres peu
décrites. Il a été rapporté par exemple que le MERMALAT1 (metastasis associated lung
adenocarcinoma transcript 1) pouvait étre processén ARN plus petit comportant une structure
ARNt-like (Wilusz et al., 2008) (Figure 22A). Uneegl études les plus complétes sur la structure
secondaire d'un IncRNA a été publiée en 2012 SRA RNA(Steroid receptor RNA activator)
(Novikova et al.,, 2012). Cette étude a révélé umgamisation structurale complexe @&RA
comprenant 4 domaines et plusieurs structures dages plus ou moins larges comme des hélices et
des tiges boucles (Figure 22B). Le IncRNHOTAIR (HOX Transcript Antisense RNA) semble
participer a I'échafaudage de complexes protéigisesles motifs structuraux complexes en 5' et 3'
permettant l'interaction directe avec différentestgnes (Tsai et al., 2010a) (Somarowthu et al.,
2015). La structure des IncRNAs semblerait dondrawo role important pour les interactions avec
d'autres molécules, comme avec des régulateursa ddirbmatine et méme avec d'autres acides
nucléiques (ADN, microARNs, etc...) (Paraskevopouletual., 2013). Il existe également des
INcRNAs se circularisant comme les circRNAs ou o8N Circular intronic RNAS), pouvant étre
dérégulés dans certaines pathologies et impliqa@s divers processus, comme dans la régulation de

la transcription et dans la séquestration de miRA (Memczak et al., 2013)(Qu et al., 2015).

Domain i

FHHT iy

Domain Il

Domain IV
wariabie)

s

Figure 22 : Structure des IncRNAs.A. Prédiction de structure dmascRNAen feuille de trefle
ARNt-like (Adapté de Wilusz et al., 2008). B. Stwe complexe deSRA déterminée
expérimentalement. Ce IncRNA est constitué notanirden4 domaines distincts et de 25 hélices
(Adapté deNovikova et al., 2012).
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iv.  Structure tertiaire et quaternaire

Il n'y a pour I'neure que tres peu de données coactla structure tertiaire des INcCRNAs. Par
contre, un exemple intéressant de structure guatera été mis en évidence pour le INCRNBAT1
(Nuclear Paraspeckle Assembly TranscriptNEAT1peut former des interactions quaternaires avec
différentes protéines nécessaires a la formatienfidees appelées "paraspeckles" dans le noyau, et
dont la fonction n'est pas totalement déterminegéduma and Hirose, 2013) (Figure 23). Méme si la
structure n'a pas clairement été étudiée, il est p@bable queNEAT1 forme des structures
semblables aux ribosomes, mais il est suggérégjlreRNA formerait plutét des structures proches
du complexe télomeérase.

N VY Y o s

NEAT1_1 NEAT1_2

Paraspeckles

Figure 23 : Formation des paraspeckles nucléaires partir des deux isoformes deNEAT1,
NEAT1-1etNEAT1_2s'associant a différentes protéinefAdapté de Naganuma and Hirose, 2013)

b. Conservation au cours de I'évolution

Plusieurs études ont démontré que les exons dé¥NKke présentaient une plus faible
conservation par rapport a celle des ARNm. Cepdndas InNcCRNAs présentent une meilleure
conservation que des séquences aléatoires du gémenfercant leur probable importance
fonctionnelle (Marques and Ponting, 2009)(Guttmaiale 2009). Ce faible niveau de conservation
pourrait refléter une adaptabilité plus élevée ldeRNAs au cours de I'évolution, contrairement aux
séquences codantes sous fortes pressions sélecdeplus, les promoteurs des IncRNAs sont en
moyenne plus conservés que leurs exons et presgaet &onservés que ceux des ARNm. L'étude
menée par Derrient al. sur le catalogue GENCODE semble confirmer cesrghtens (Derrien et
al., 2012). Les auteurs ont également montré queEmv30% des IncRNAs étaient primates
spécifiques et moins de 1% était spécifique a linemCeci suggeéere que l'unité génique du INcCRNA
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est relativement bien conservée, mais que les ségaant évolué trop rapidement pour les analyses
classiques d’homologie. D'autres études ont puifgndes INcCRNAs orthologues trés conserves et
spécifiques du cerveau chez la souris, dans descespaussi distantes phylogénétiguement que
l'opossum ou la poule (Chodroff et al., 2010). DespCabili et al. ont identifié 993 lincRNAs sur
8195 ayant un transcrit orthologue dans d'autrpgoes, de la souris au poisson, avec une homologie
relativement modeste (Cabili et al., 2011). Pdeais, certains de ces transcrits chez la souris so
annotés comme codants, reflétant soit la présem@etits peptides cryptiques chez 'homme, soit une
évolution d'un transcrit non codant a partir d'engcodant. Il existe également une classe paétieul

de IncRNAs appelés T-UCR (Ultra Conserved Reggpn)sont presque parfaitement conservés entre
les especes (>95% au sein des mammiferes) et phsewvés que les génes codants (Bejerano et al.,
2004). De maniere tout a fait intéressante, ledipte$ alignements réalisés par Derriginal. ont
également mis en évidence une forte conservatioredaines régions des INncCRNAs, ce qui pourrait
signifier une plus forte conservation des strudw®condaires potentiellement fonctionnelles (Berri

et al., 2012). En effet, des analyses de conservaintre I'hnomme et la souris ont montré que des
portions du INcCRNAXIST étaient trés conservées, suggérant un maintiedateaines fonctionnels de
XIST a travers I'évolution. A l'inverse, le INcCRNBAS5est un IncCRNA producteur de snoARNs a
partir de ses introns, et la conservation entrerherst souris est uniqguement située au niveau des
régions contenant les snoARNs, démontrant potértieht une conservation se limitant a la fonction
(Smith and Steitz, 1998).

[II) Organisation génomique et classification des INCRNA

Etant considérée pour I'heure comme un groupen&Esogene d'un point de vue structural, la
classification des INcRNAs est couramment effecggden leur position génomique et leur position
relative a un gene codant (Figure 24). Cette dlaaibn n'indique pas nécessairement une
information quant a la fonction ou a l'origine dicRNA. On peut donc citer plusieurs catégories

relatives a un géne codant:
a. Classification relative a un géne codant

Le IncRNA intronique, lorsque celui-ci est situé dans l'intron d'unegéadant et transcrit en sens ou

anti-sens par rapport au gene héte.

Le IncRNA senslorsque celui-ci chevauche partiellement au moimsexon d'un gene codant sur le

méme brin.

Le IncRNA anti-sens si ce chevauchement se situe sur le brin opposé. @RNAs sont plus
couramment appelés NATs pour Natural Anti-sens Jadpts, et il a été rapporté que plus de 70%

des transcrits présentaient un transcrit anti-éatayama et al., 2005). Le chevauchement peut étre
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complet ou incomplet et il semblerait que les NABgent préférentiellement chevauchants en 5' des
transcrits sens. De maniére intéressante, plusexasples de IncRNAs anti-sens a un gene codant
sont impliqués dans I'empreinte parentale cork@BIQ1OT1(KCNQ1 overlapping transcript 1) sur

le locusKCNQ1 (potassium channel, voltage gated KQT-like sublfia@i member 1) (Kanduri et al.,
2006). La paire ARN sens/anti-sens peut égalenmtemtcémposée de deux IncRNAs comme dans le
cas deXISTTSIX (Xist Antisens RNA), deux IncRNAs impliqués dafisdctivation du chromosome

X (Lee et al., 1999).

Le IncRNA bidirectionnel lorsque sa transcription est initiée a proximitéans le sens opposé du

géne codant voisin.

Les IncRNAs intergéniquesou lincRNAs qui sont des unités transcriptionreelleiques situées entre

2 genes codants. Un grand nombre de ces derni¢rété@ridentifiés par l'analyse des signatures
chromatiniennes par ChiP-seq (Chromatin immunopittion-Sequencing). En effet, ces IncRNAs
présentent des marques épigénétiques correspoaidard transcription active comme H3K4me3 au
niveau du promoteur, ou H3K36me3 le long du géasestrit (Guttman et al., 2009). Les lincRNAs
sont certainement les plus étudiés et décritsrd#dNAS. Ills sont majoritairement transcrits paRDM

pol 1l, polyadénylés, épissés, et présentent plusisoformes avec une longueur de 1kb en moyenne.
De plus, une étude se basant sur plus de 8000NiAsR mis en évidence que ces ARNs avaient une
tendance a étre situés a proximité de génes coumplisiués dans le développement, et & présenter
une corrélation significative entre leurs expressiet celles des genes codants voisins (Cabili,et a
2011).

IncRNA sens

IncRNA anti-sens

IncRNA bidirectionnel

—
—
IncRNA intronique
F——

IncRNA intergénique

F Géne codant

IncRNA

Figure 24 : Classification des IncRNAs selon la pit®n génomique relative aux génes codants.
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b. Classification relative a une région génomique

Il existe deux autres classes de INCRNAs relativespas a un gene codant mais a des régions
régulatrices : les eRNAs (Enhancer RNA) pour leRNAs transcrits a partir d'enhancers, et les
pRNAs (Promoter-Associated Long Non Coding RNAs) les PROMPTs (PROMoter uPstream

Transcripts) pour les IncRNAs transcrits a partiptdomoteurs.

Les eRNAs: Les enhancers sont caractérisés essentiellgraehd présence d'une mono-méthylation
en K4 de I'histone H3 (He et al., 2010). L'assammatle cette marque avec une acétylation en K27 de
I'histone H3 est corroborée avec une activité paside I'enhancer et a l'inverse, l'associatioceatte
marque avec la tri-méthylation en K27 de l'histdi8 est corroborée avec l'inactivité de I'enhancer
(Creyghton et al.,, 2010). Il a été noté récemmemt ges sites présentaient massivement des
chevauchements avec les sites de transcriptiotABN|polymérase Il, suggérant que les enhancers
pourraient étre transcrits en ARNs non codants$Beta et al., 2010). En 2014, Anderssbal. ont
publié un atlas sur les eRNAs a partir de données2quencage haut débit et de ChiP-seq sur un large
panel de tissus primaires et de lignées cellulagesduisant a l'identification de plusieurs mikiele
eRNAs (Andersson et al., 2014). Cela a permis dioles que ces ARNs sont en majorité non

polyadénylés, nucléaires et non épisseés.

Les PROMPTS: les promoteurs peuvent étre bidirectionnels siia transcription se réalise dans les
deux sens, produisant 'ARNm et un autre ARN enrame PROMPT. Ces ARNs non codants
partagent les mémes caractéristiques au niveals@u(Transcription Start Site) que le TSS du géne
codant associé. Il semblerait que leurs transoriptpermettent d'orienter I'ARN polymérase |l dens

sens de I'ARNm, suite a leur dégradation par lexas(Ntini et al., 2013) (Figure 25).

ARNpol Il ARNpol il €7

PROMPT PROMPT

Figure 25 : Mécanisme supposé de transcription dePROMPTs. L'ARN pol Il transcrit
bidirectionnellement a partir du promoteur I'ARNInles PROMPTs en amont. L'expression de ces
INncRNAs et leur rapide dégradation conduirait &mter I'ARN pol [ majoritairement dans le sens du

géne associé.
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Les pARNSs: une autre classe de IncRNAs moins spécifiquégeement associée aux promoteurs de
génes codants, les pARNs. Ces IncRNAs ont ététd@mimme des ARNs présentant une expression
corrélée avec celle du promoteur, et impliqués dansodulation de I'expression du gene codant
associé. En effet, une région riche en ilots Cp@rdmoteur du gen8PHK1(sphingosine kinase 1)
peut étre transcrite en un ARN non codant interweians la méthylation et la déméthylation du

promoteur d&SPHKJ, régulant ainsi la transcription du géne codantthura et al., 2004).
c. Autres classes

Les T-UCRs: dans une classe trés spécifique de INcRNAs goombre 481 T-UCRS, associés a des
régions ultra-conservées. La plupart de ces IncRdoAs organisés en cluster et il semblerait que ces
éléments soient soumis a une forte sélection évelatepuis plus de 400 millions d'années, ce qui
expliquerait la forte conservation observée dugmisa 'homme. Un tiers de ces T-UCRs est situé
dans des "déserts génétiques”. Une autre portiocedeARNs est située a proximité de genes
impliqués dans le développement, ce qui pourrgiigxer leur forte conservation. Par contre, la

majorité des T-UCRs sont a cheval sur des exomss s introns ou a proximité de géenes codants
impliqués dans divers processus, comme la réguolaliol'épissage et de la transcription (Bejerano et
al., 2004).

Les pseudogénes la derniére classe relativement particulierdatgys ARNs non codants est issue
des pseudogénes. lls sont considérés comme des geoestraux ayant perdu leur potentiel codant
par succession de mutations (Balakirev and Ayd@@g3p La plupart de ces genes sont le produit de
duplications en tandem de génes ou de rétro-traitgpts, conduisant & un certain nombre de copies
de génes surnuméraires qui ne sont plus sous tls foressions de sélection. Cependant, une petite
portion de ces genes non codants "morts" peut tédrescrite. On considéere aujourd’hui que ces
pseudogenes sont soit en voie de compléte extmg@tarrison et al., 2005), soit qu'ils resurgissmt
acquérant de nouvelles fonctions par un mécanismoare inconnu (Bekpen et al., 2009). On suppose
par exemple que le INCRNAISTa évolué a partir de la pseudogénisation du gédantLNX3 et par

I'intégration de séquences répétées transposdblisaphenko et al., 2008).

I\VV) Expression et localisation
a. Généralités

L'expression des INcCRNAs est soumise aux mémesitmored que les ARNm, c’est-a-dire
dépendante de facteurs transcriptionnels et épiigéies. Une analyse a grande échelle a montré que
les marques de modifications post-traductionnelEshistones (H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 et
H3K36me3) et leur distribution corrélaient avegpression de ces INCRNAs, de la méme maniére que

pour les ARNm. De plus, il a été montré qu'indéemaient de I'expression, les TSS associés aux
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IncRNAs étaient plus méthylés que ceux des ARNm.nzmiére intéressante, la méthylation de
I'ADN au niveau des TSS ne semble pas intervemii'sgpression du INCRNA, contrairement aux
ARNmM (Sati et al., 2012). L'analyse par Derredral. sur le catalogue GENCODE a mis en évidence
gue les INcCRNAs pouvaient étre des unités transonipelles indépendantes, supportant donc le fait
quil y ait des mécanismes spécifiques de régulatianscriptionnelle (Derrien et al., 2012). Ces
marques ont par ailleurs permis d'identifier umgraombre des lincRNAs dans le travail de Guttman
et al Les auteurs ont montré que ces INcCRNAs étaientlés transcriptionnellement par les facteurs
de transcriptions clés comme p53, NB{Nuclear factor of kappa light polypeptide geméancer in
B-cells), Sox2 (SRY (sex determining region Y)-bPx POUS5SF1 (POU class 5 homeobox 1) et
Nanog (Guttman et al., 2009)(Huarte et al., 2010).

Globalement, I'expression des INcCRNAs est treemetht inférieure a celle des génes codants
dans la plupart des tissus testés, la médianerd®sipn maximale étant dix fois inférieure a cdis
ARNm (Cabili et al., 2011)(Derrien et al., 2012).a quand méme été observé une expression
relativement élevée des INCRNAs dans les testiq@desm et al., 2010). De plus, il existe un certain
nombre d'exemples de INcCRNAs fortement exprimédaden ubiquitaire et & des niveaux similaires
aux ARNm, comme les INcRNASIST chez la femelle placentaire (Masui and Heard, P0@8LAT1
ouNEAT1 (Naganuma and Hirose, 2013).

Ce qui a justifié un peu plus le potentiel fonctiehdes INcCRNAs est que leur expression peut
étre fortement dépendante du contexte cellulafi®iedu stade de développement, et profondément
perturbée dans certaines pathologies. Il a égalerégn noté qu'ils présentaient des variations
d'expression entre les différents tissus bien phyrtantes que les ARNm. Le travail de Derregn
al. a produit plusieurs résultats intéressants coacerhiexpression des IncRNAs (Derrien et al.,
2012). Les auteurs ont pu observer de fortes ativéks d'expressions entre les INCRNAs et leurs
genes codants voisins. Cela semble corroboreétegtats de précédentes études démontrant l'impact
des IncRNAs sur la régulation des génes codantsmpanix, tel que le INcRNANRIL (antisense non-
coding RNA in the INK4 locus) régulant le lociNK4 (Yap et al., 2010).

b. Expression spécifique au cours du développement

Plusieurs études ont pu montrer un enrichissemengé&hes codants impliqués dans le
développement localisés a proximité (moins de 1@dikblncRNAs (Cabili et al., 2011)(Guttman et al.,
2009). Ces études ont par ailleurs mis en évidaneaégulation de I'expression des IncCRNAs par les
facteurs de pluripotence et une expression treg-pécifique, suggérant ainsi un rble potentiatate

IncRNAs dans le développement.

Certains INcRNAs ont été décrits comme intervemamts la régulation des génd©X qui

sont des facteurs déterminants dans la spécificatie I'axe antéro-postérieur et de lidentité
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positionnelle des organes chez les anim&l@TAIRest un INCRNA exprimé a partir du locd©XC
chez les mammiféres et régule négativement l'a&ttidu locusHOXD (Rinn et al., 2007a).
L'expression d&lOTAIRau cours du développement chez la souris s'ar@sdacalisée au niveau du
tronc postérieur et du bourgeon distal des mem{Ra@m et al., 2007b). Il en est de méme pour
HOTTIP (HOXA distal transcript antisense RNA), un IncCRNi est exprimé au niveau du locus
HOXA et qui régule positivement I'expression de cedodlang et al., 2011b). Il apparait donc que
ces IncRNAs sont importants pour la régulation 'depression de ces génes homéotiques cruciaux
dans le développement. En effet, les souris knatkpmur HOTAIR présentent, d'une part, une
perturbation de l'expression des gém#8X dont le locusHOXD, et d'autre part des anomalies
développementales comme des malformations des resrdbrsquelette (Li et al., 2013a) (Figure 26).

WT KO HOTAIR KO HOTAIR

L L
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-3 fusaon

Figure 26 : Impact de HOTAIR dans le développementMalformation des os du poignet dans les
modéles de knock-otHOTAIR (Coloration Rouge alizarine et bleu alcian). ()-d5 métacarpiens. (1,
2, 3, 4/5) Carpes. (c) élément central. (r) radia) radius. (u) ulnaire. (ul) ulna. (c-3) etd%)
fusion des os carpiens. (*) Radius manquant (Addeté et al., 2013a).

Au-dela du développement, plusieurs INncRNAs ondét&its comme nécessaires et essentiels
au maintien de la pluripotence des cellules souetedans la capacité des cellules souches a se
différencier. Ainsi, Nget al. ont mis en évidence des IncRNAs qui sont impliqueiss le maintien de
la pluripotence des cellules souches embryonnditesaines en interagissant directement avec le
facteur de pluripotence SOX2 (Ng et al., 2012).I®@enéme maniére, les auteurs ont identifié des
INcRNAs nécessaires a la neurogenese. En effeexieériences inhibant I'activité de ces INCRNAs
conduisent a un blocage de la différenciation neaie A l'inverse, Kretet al. ont démontré que le
IncRNA ANCR (anti-differentiation ncRNA) permettait le maimntieles cellules souches de I'épiderme
dans un état indifférencié (Kretz et al., 2012). g&mit observer la baisse d'expression de ce IncRNA
au cours de la différenciation des cellules souostesa perte d'expression conduit a la différeincia
de ces cellules sans l'aide de stimuli externe® tgs belle étude, publiée en 2012 dans la revue
Nature décrit des expériences de pertes de fonctiompduséeurs lincRNAs exprimés dans les cellules
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souches embryonnaires de souris. La perturbatidfexigression de ces IncRNAs a montré que ces
ARNSs régulaient I'expression d'un large panel deeggsimilaire d'un point de vue de la quantitéa u
régulateur transcriptionnel clé dans les cellusches embryonnaires. Par ailleurs, cette régulatio
est nécessaire au maintien de I'état de pluripeteles cellules avec notamment une régulation de
I'expression des facteurs Nanog et POUSF1. Lesiaugat mis en évidence la répression exercée par
les IncRNAs sur les programmes spécifiques de réifiéation, impliqués trés tét dans le

développement et dans les 3 feuillets embryonnéBagman et al., 2011).
c. Expression tissu spécifique

Comme cité précédemment, les INcCRNAs présenteniligégment une expression tissu-
spécifique, avec des variations d'expressions desr¢issus bien plus importantes que les ARNm.
Cabili et al ont estimé que 78% des lincRNAs étaient tispgsifiques alors que seulement 19% des
ARNmM présentaient ce type d'expression (Cabilil.et2811). Ce résultat n'est pas di a la différence
d'expression globale entre IncRNAs et ARNm, puidgu@aéme résultat est obtenu pour des transcrits
exprimés a des niveaux similaires. Les auteursedeavail ont également estimé qu'environ un tiers
des lincRNAs était spécifique aux testicules eill gxistait des clusters de lincRNAs spécifiques a
chacun des 24 tissus et lignées testés (FigureD&7plus, I'expression de ces clusters de lincRNAs
tissus spécifiques était significativement corréldexpression des génes codants impliqués dans de

processus spécifiques de chaque tissu ou dandiff@renciations.
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Figure 27 : Expression tissu-spécifique des IncRNAet des ARNm.Abondance de 4373 IncRNAs
(lignes) et 28 802 ARNm (lignes) Dans les diffégetissus testés (colonnes) l'intensité de couleur
représente le niveau d'expression du geéne. Il y aomtairement plus de lincRNAs exprimés
spécifiguement mais leurs expressions sont glokaiemmoins fortes que celles des ARNm. Il y a
cependant une forte expression de INcCRNAs dartedéisules (Adapté deabili et al., 2011).
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Le IncRNA Evf2 par exemple, est majoritairement exprimé danselweau antérieur en
développement et régule I'expression des g&ieS/6 (distal-less homeobox) (Feng, 2006). Son
expression et cette régulation s'averent nécessawmedéveloppement du cerveau antérieur et a
I'établissement des circuits neuronaux GABA-dépetadde I'hippocampe chez la souris (Feng, 2006).
Exprimée de maniere plus tissu-spécifique encergalire de INCRNA$HAR1A et HAR1B (highly
accelerated region 1) est uniguement expriméeaanides neurones Cajal-Retzius dans le néocortex
a la mi-gestation chez les primates. L'expressierces ARNs s'étend a I'hippocampe, au cortex
cérébelleux et au gyrus denté. A I'dge adultepission n'est plus uniquement cérébrale mais aussi

ovarienne et testiculaire (Pollard et al., 2006).

Tout comme dans un contexte normal, l'expressienineRNAs peut étre dépendante d'un
contexte pathologique. Il existe des IncCRNAs spgués du tissu cancéreux comparé au tissu adjacent
normal, constituant notamment d'excellents marquenéoplasiques.CCAT1 (Colon Cancer
Associated Transcript 1) par exemple, est un IncRIXArimé uniquement dans le tissu cancéreux du
cblon et non dans le tissu sain (Kam et al., 20P3Y). ailleurs, lyeret al. ont mis en évidence
récemment, par une méta-analyse de 25 études makgpes, pres de 8 000 IncRNAs tissu-spécifique
ou tumeur spécifique sur plus de 58 000 IncRNAsntifiés, confirmant plus encore cette

caractéristique des IncRNAs (lyer et al., 2015).
d. Localisation cellulaire

Plusieurs travaux ont montré que la grande majdegIncRNAs était nucléaire et associée a
la chromatine (Djebali et al., 2012)(Mondal et &010) et cela indépendamment de leurs classes
(intronique, intergénique, anti-sens) (Derrien let2012). Bien que ce soit en accord avec plusieur
études présentant les IncRNAs comme majoritaireimguitqués dans les régulations épigénétiques et
associés a la chromatine, cette localisation pgaieénent étre le reflet d'une plus grande dégramlati
par des mécanismes comme le NMD (Nonsense mediaeal). Ces ARNs non codants peuvent
présenter des ORFs "de mauvaise qualité" et airsid®s cibles de ce mécanisme de dégradation
cytoplasmique. Malgré cet enrichissement dans {@aumoune partie des INCRNAs peut étre enrichie
dans le cytoplasme. C'est le cas par exemplmakeRNAMALAT1-associated Small Cytoplasmic
RNA) (Wilusz et al., 2008), d&IRON (non coding RNA, repressor of NFAT) (Willingham i,
2005) ou du INncRNAGASS (growth arrest-specific 5) (Kino et al.,, 2010). Awe des grandes
différences fonctionnelles qui existent entre utRINA nucléaire ou cytoplasmique, la question de la
localisation des INcCRNAs s'avéere donc cruciale daablissement du potentiel fonctionnel d'un
IncRNA.
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V) Fonctions des INcCRNAs

Dans tous les aspects décrits ci-dessus, que tcstigmtural, au niveau de I'expression ou de
la conservation, les INCRNAs sont un groupe tr@drbgéne. Il en est de méme pour leurs fonctions.
En effet, malgré la faible proportion de IncRNAsupdesquels une fonction a été décrite, il y a des
exemples montrant qu'ils peuvent intervenir a tées niveaux biologiques, de la régulation
épigénétiqgue a la régulation de mécanismes postdriptionnels, jusqu'a la participation a
lassemblage de complexes protéiques. Afin de miéter les fonctions de tous ces nouveaux
INcRNAs, plusieurs méthodes sont utilisées. Lesétations d'expressions avec des genes codants
suivies d'analyses ontologiques de type GO Ternmé@antology) permettent d'associer les INCRNAs
de fonctions inconnues a des voies cellulaires ales processus particuliers : cette méthode est
appelée Guilt By Association. Toutefois, il reste@ssaire d'analyser I'impact de leur inhibitiodest
leur surexpression sur leurs cibles potentielledes processus cellulaires dans lesquels ces lAsRN
sont suspectés d'intervenir. L'inhibition des Iné®Nest par ailleurs un challenge pour ce type de
molécules majoritairement nucléaires, pour lesgseiks méthodes basées sur les ARN interférents
(siARNs) sont souvent peu ou pas efficaces. Dansoneexte, des molécules telles que les siARNs
modifiés avec LNA (Lock Nucleic Acid) ou BNA (2';Bridged Nucleic Acid) ont été développées
pour augmenter I'hybridation sur les IncRNAs ciblBe plus, l'utilisation de GapmeRs permet de
s'affranchir du probléme de localisation cellulalres GapmeRs sont des petits oligonucléotides anti
sens spécifiques de I'ARN cible, formant un hétépteke ARN/ADN qui sera dégradé par la RNase
H endogéne. D'un point de vue moléculaire, la ¢érmation de la fonction des IncRNAs passe
régulierement par la recherche des partenairegigues ou ARNSs, et des genes cibles. Par coese, |
étudesin vivo sont plus rares, notamment a cause de la faibieecaation entre les espéces de la

majorité des INCRNAs.

Malgré une connaissance encore limitée et constéygartir de quelques dizaines d'exemples,
les modes d'actions des INncCRNAs sont actuellemegroupés sous 4 archétypes qui ne sont pas
mutuellement exclusifs: signal, leurre, échaffaeday guide. Globalement, tous ces modes d'action
sont la conséquence des informations de la steipimaire des ARNSs, et également de leur grande
plasticité et complexité structurale. La natureimseque de ces INcRNAs leur confere un role dleel a
fois en tant que partenaires pour des protéines mgalement pour des acides nucléiques par

homologie de séquence (ARNs, ADN).

Signal : Ce sont des IncRNAs qui intégrent des infornmeticcellulaires spatio-temporelles,
développementales et stimulus-spécifiques. On péetr le INcRNA XIST qui inhibe un des
chromosomes X chez la femelle placentaire au caolursdéveloppement otHOTAIR régulant

I'expression spatio-temporelle de gehE3X.
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Leurre : Ce sont des IncRNAs qui ont la capacité de ssrpredes partenaires protéiques mais
également des ARNs. Le IncRNRANDA peut par exemple interagir avec le facteur NF-YA e
I'empécher d'accrocher ses cibles. Le transcrgsgwdogen®TENP1peut quant a lui séquestrer des
microARNSs ciblantPTEN inhibant de fait leurs fonctions (Poliseno et 2010).

Echaffaudage: Ce sont des INcRNAs qui peuvent servir d'adeptabu de plateforme entre deux ou
plusieurs protéines pour la formation de compleXdSRC (Telomerase RNA) est un exemple

classique de IncCRNA adaptateur puisqu'il permssémblage du complexe Télomérase.

Guide : Ce dernier mode d'action fait référence a deRMNAs qui "guident" ou recrutent des
complexes de modification de la chromatine ainseé gliautres protéines nucléaires a des loci
génomiques spécifiques. Il existe de nombreux elesrge INcCRNAs présentant ce mode d'action tels
queHOTAIRouUXIST.

Tous ces modes d'action des IncRNAs sont retrodvélifférents niveaux de régulation,

transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductiehet épigénétique.
a. Dans la régulation transcriptionnelle

La grande majorité des IncRNAs fonctionnels somtligués dans la régulation de I'expression
génique ertis ou entrans La régulation ertis fait référence a une régulation des genes sur teemé
chromosome que le gene du IncRNA et a linverserétulation entrans fait référence a une

régulation génique entre des chromosomes diffé(Eigare 28).

Alléle 1 . BN . Alléle 1 —F —’ —
Alléle 2 —:r — Alléle 2 —:F —r)—
\J —
Régulation en cis Régulation en trans

Figure 28 : Représentation schématique des régulatis transcriptionnelles ercis ettrans.

Cependant, par abus de langage dans la littéraeselncRNAs, la régulation eris est
définie comme une régulation des génes proximaukcRNA sans distinction de I'alléle. Pour plus
de cohérence avec la littérature, je m'appuienaissdeuxieme définition pour la suite de cettesthe
La plupart des mécanismes de régulation transonipélle induite par les IncRNAs font intervenir des
meécanismes de régulation épigénétigue que je décdans le chapitre "Dans la régulation
épigénétique”. Dans ce chapitre-ci, nous nous ctrem®ns sur les autres mécanismes de régulation.

En effet, la capacité qu'ont les INCRNAs a intaragiec différentes protéines, facteurs et co-fasteu
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de trancription, les ARN polymérases et méme I'AD&Isse a supposer qu'il existe plusieurs

meécanismes de régulation de I'expression génigueldaquels interviennent les IncRNAs.
i.  Régulation de la machinerie de transcription

Il existe quelques exemples pertinents de IncRNMarvenant directement sur le processus
général de transcription en influencant notamméamitivité de I'ARN pol Il. Bien qu'étant a
proprement parler un snRNASK est un ARN de 331 nucléotides qui réprime I'éldiogade la
transcription en empéchant la phosphorylation dmaioe carboxy-terminal de I'ARN pol Il par
PTER (Peterlin et al., 2012). De la méme maniére, RN B2 interagit avec I'ARN pol 1l et
empéche la phosphorylation de I'ARN pol Il par Filperturbant ainsi la capacité de la polymérase a
lier 'ADN (Yakovchuk et al., 2014).

La régulation ercis du geneDHFR (dihydrofolate reductase) par des INCRNAs sensale
gene est également un exemple intéressant qunfaitvenir deux mécanismes distincts (Figure 29).
D'une part, il a été montré que ces INCRNAs pounaséquestrer les facteurs de transcription SP3,
SP1 et TFIIB et altérer de maniere concentratiqggeddante la formation du complexe de pré-
initiation de la transcription (PIC) sur le promatenajeur deDHFR (Blume et al., 2003). Cet effet
répresseur est uniguement possible lorsque le IAcBdhtient la séquence du promoteur majeur de
DHFR indiquant la spécificité de cette répression. Dé&agart, il a également été montré que ces
IncRNAs pouvaient contribuer a la répressiorDiR par la formation avec le promoteur majeur de
structures en triplex ARN/ADN spécifiques et stalite vitro (Gee et al., 1992)(Martianov et al.,
2007)(Figure 29).

Figure 29 : Représentation schématique du mécanisnake régulation transcriptionnelle du géene
DHFR. Un des mécanismes fait intervenir un IncCRNA impfiqglans la formation d'une structure
triplex ARN/ADN au niveau du promoteur de DHFR, dmpant ainsi la fixation de facteur de

transcription.

Les eRNAs (enhancer RNAs) sont des régulateursifgadé la transcription ecis. Bien que

ces ARNs ne soient pas essentiels a lI'expressisalébales genes auxquels ils sont associés, ils
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semblent néanmoins moduler trés finement leursessions par plusieurs mécanismes distincts. Un
des mécanismes par lequel les eRNAs régulentradription se base sur la séquestration de facteurs
de transcription tel que NELF (Negative elongatfantor). Ce facteur, en coopération avec DSIF
(DRB sensitivity-inducing factor), est connu poateragir avec I'ARN pol 1l et le transcrit naissant
afin de bloquer transitoirement la transcriptiomh&ikowitchet al. ont démontré que les eRNAs
déstabilisaient transitoirement le complexe NELErnpettant ainsi I'élongation de la transcriptios de

génes associés (Schaukowitch et al., 2014).
ii.  Séquestration/Recrutement des facteurs de trartgmmip

Dans le cadre de ces régulations, différents tragamblent montrer que ces régulations sont
des régulations positives et généralementierCependant, il existe également différents exenqides
IncRNAs régulant négativement I'expression de géoeants, majoritairement via l'interaction avec
des facteurs de transcription. Ce type de mécaniimterférence fut mis en évidence la premiére foi
en 2004 chez la levure ou la transcription du INARBRG1(SER3 regulatory gene 1), a partir de
séquences régulatrices du géne codaBR3, empéchait l'interaction de facteurs activateurs de

transcription sur le promoteur &&R3(Martens et al., 2004).

De la méme maniére, le INCRNRANDA (P21 associated ncRNA DNA damage activated)
peut réguler etrans|'expression de genes pro-apoptotiqisNDAest un IncRNA bidirectionnel de
1500nt transcrit a partir du promoteur du gé2ieKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor 1A).
L'expression d€DKN1A (p21) et dePANDAest induite par p53 en réponse aux dommages &NI'AD
afin de réguler le cycle cellulaire et I'apoptdse.effet, il a été montré qURANDApouvait séquestrer
le facteur de transcription NF-YA (nuclear trangtian factor Y alpha), inhibant ainsi I'expressiuben
génes tels quUEAS BBC3(BCL2 binding component 3) @MAIP1 (phorbol-12-myristate-13-acetate-
induced protein 1) (Hung et al., 2011). Il existauttes exemples de IncRNAs impliqués dans
l'activation transcriptionnelle via des interac8gorotéiques, comme PSF Inhibiting RNAs. Identifiés
chez 'nomme, les PSF Inhibiting RNAs sont au nade 5 et ces IncCRNAs ont été décrits comme
interagissant avec le facteur hPSF (Protein ageac&plicing factor). Cette protéine interagit aleec
région régulatrice en 5' d@8AG6 (G antigen 6), inhibant ainsi la transcriptionaeproto-oncogéne.
Les PSF Inhibiting RNAs séquestrent hPSF, ce QariGAGG conduisant a sa transcription et a son

effet tumorigénique (Li et al., 2009).

La répression transcriptionnelle peut faire inteivein autre mécanisme, le IncRNA agissant
comme un leurre. En effet, parmi ses nombreuseditms, le INCRNAGAS5peut se lier aux sites
d'interactions a I'ADN des récepteurs aux glucéomides. Cette interaction empéche la fixation de
ces récepteurs aux GREs (Glucocorticoid Resporsadiit) exprimés en réponse a l'activation des
récepteurs aux glucocorticoides, conférant ainfsiA&5une fonction d'immunosuppresseur (Kino et
al., 2010).
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Figure 30 : Représentation schématique des principx mécanismes de régulation

transcriptionnelle.
iii.  Reégulation de I'activité des facteurs de transaooipt

Un grand nombre de travaux ont montré que les IfeRIdouvaient interagir avec des
protéines, cependant il n'y a que peu d'études wl#amd I'impact de ces interactions sur l'activité
protéigue. C'est le cas du INCRNMRON (Noncoding RNA Repressor of NFAT) qui régule la
localisation cellulaire ein fine l'activité du facteur de transcription NFAT (NuafeFactor of
Activated T cells) (Figure 31). En effet, la déétideNRONconduit a une augmentation de I'activité
transcriptionnelle de NFAT via la délocalisationagte protéine du cytoplasme au noyau. De plus, 11
protéines ont été rapportées comme interagissaatNiRONpar purification d'affinité ARN/Protéine,
dont IQGAP1 (IQ motif containing GTPase activatipgptein 1), le facteur de transport nucléaire
KPNB1 (Karyopherin (importin) beta 1), et égalemémis membres de la superfamille des béta-
importines régulant le transport nucléaire/cytoplagWillingham et al., 2005)(Sharma et al., 2011).
Ces observations suggérent fortement un réle répuesieNRONSsur l'activité transcriptionnelle de

NFAT par délocalisation de ce facteur du noyauydaptasme.

Cytoplasme

Noyau
Transcription

Figure 31 : Représentation schématique de l'impaatle NRON sur l'activité de NFAT. NRON
conduit a la localisation cytoplasmique de la fophesphorylée et inactive de NFAT, potentiellement

par le biais de l'importine, régulant ainsi sonvatét
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Le IncRNA Inc-DC régule quant a lui positivement l'activité de STA{Signal transducer
and activator of transcription 3). En effet, l'irtetion Inc-DC/STAT3 empéche l'inactivation de ce
facteur de transcription par la déphosphorylatmatuite par SHP-1 (Src Homology region 2 domain-
containing phosphatase-1) (Wang et al., 2014b).

iv.  Autres régulations transcriptionnelles

Comme mentionné précédemment, les IncRNAs intentendans la régulation
transcriptionnelle du gene DHFR forment un triplaxec le promoteur du géne et inhibent sa

transcription.

Pour ce qui est des eRNA, le deuxieme mécanismdegael les eRNAs régulent l'activité
transcriptionnelle des genes auxquels ils sontcéésofait intervenir la génération et le maintams
boucles chromatiniennes entre I'enhancer et le gieum (Figure 32). Il a été observé que les eRNAs
pouvaient interagir avec les sous unités SMC3 eDRAdu complexe Cohesin, qui a été décrit
comme un régulateur des boucles chromatinienneaneehpromoteur (Kagey et al., 2010). En effet,
I'inhibition de eRNAs par ARN interférence diminleeformation de boucles enhancer-promoteurs,

ainsi que l'expression des genes codants assbcigsa(., 2013b).

Enhancer € - Hakamen

%- H3K4me3

Promoteur

Figure 32 : Représentation schématique des boucleshromatiniennes entre enhancer et
promoteur dans lesquelles participent les eRNAsAuU cours de Il'activation de la transcription,
I’ARN pol Il et des facteurs co-activateurs (p30BR) permettent la transcription bidirectionnelle de
eRNAs. La boucle chromatinienne entre I'enhancde romoteur va permettre le rapprochement de
'eRNA de son promoteur cible pour coordonner Reation transcriptionnelle du gene associé. De
plus, certains eRNAs interagissent avec le compbtekesin pour faciliter la formation et la stabilit
de ces boucles spécifiques entre promoteur et eahaafin d'augmenter I'activité transcriptionnelle
(Adapté deKim et al., 2015).
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b. Dans la régulation post-transcriptionnelle

Bien que les INcRNAs aient principalement été decdmme intervenant dans les régulations
transcriptionnelles, plusieurs INCRNAs ont été emsévidence comme impliqués également dans les

modifications post transcriptionnelles des ARNm.
i. Dans I'épissage

Il est estimé qu'au moins 70 % des génes codaets ltfomme peuvent subir un épissage
alternatif, et qu'en moyenne un géne donne naissant variants issus d'un tel épissage. Un géne
transcrit en ARN pré-messager (pré-ARNm) contienta #ois des introns et des exons. Durant
I'épissage du pré-ARNm, les exons sont soit cogsedans I'ARNmM, soit ciblés et éliminés, menant
ainsi a la création de différents dARNm a partundseul pré-ARNm. Ce processus d'épissage
alternatif de I'ARN fait appel au spliceosome (maehe complexe faisant intervenir plus de 200
protéines notamment les snRNAs U1, U2, U3, U4/UB%®teconnaissant les sites d'épissages), a des
protéines Sérine/Arginine riches (SR) se fixant s séquences activatrices de I'ARN, et a des
ribonucléoprotéines hnRNP se fixant sur les séqgennhibitrices. Ce processus complexe et
dynamique permet d'augmenter la complexité du ¢rgsteme. Il existe deux exemples majeurs de

I'impact des INcCRNAS sur ce processus :

Le IncRNA MALATL1 est enrichi dans le noyau et plus précisément dessgranules
nucléaires ou "speckles" (Hutchinson et al., 2008k granules ne sont pas un lieu de transcription
d'épissage mais plutdt un lieu de stockage, de fioations et/ou d'assemblage de différents facteurs
d'épissage (Lamond and Spector, 2003). Il a danswgiposé quUIALAT1pouvait étre impliqué dans
le métabolisme des pré-ARNSs. Ainsi, Tripa¢tial. ont observé quMALAT1 pouvait interagir avec
les protéines Sérine/Arginine riches SRSBRSF2, SRSF3 et plus faiblement avec SRSF5. Les
interactions entre le INcCRNAs et ces différentddacs permettent notamment de moduler l'association
des facteurs d'épissage aux granules nucléairess&mpiences ddALAT1 influencent a la fois la
distribution deMALAT1 dans ces granules nucléaires et le recrutemenfadesurs d'épissage. La
délétion nucléaire dMALATL in vitroa démontré qu'il pouvait moduler le niveau de phosylation
des facteurs SR et les changements d'épissageatiftefun set d'ARNmM endogénes (Figure 33). De
plus, une nouvelle méthode d'étude des interachdtid-ARN (RAP-RNA), développée récemment
par Engreitzet al, a mis en évidence l'interaction entre MALAT1 escré-ARNm par le biais de
protéines intermédiaires (Engreitz et al., 2014laGuggére une implication probable MALAT1
dans la modulation du phénomene d'épissage aifeghaibal (Tripathi et al., 2010)(Bernard et al.,
2010).
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Figure 33 : Représentation schématique du potentiempact de MALAT1 dans la régulation de
I'épissage alternatif. MALAT1 peut interagir avec les facteurs d'épissage SRduleo leur

phosphorylation et ainsi réguler I'épissage altdrdas ARNm.

Le deuxiéme exemple de IncRNA impliqué dans ce gssgs est le INCRNAEB2NAT
(ZEB2 Natural Anti sens), affectant le processépidsage de maniere beaucoup plus spécifique. Ce
INcRNA est I'anti sens du géZ&B2 un répresseur transcriptionnel de I'E-Cadhetlia. 8té montré
que la traduction dZEB2 nécessitait la rétention d'un de ces introns 8dTR contenant un IRES
(Internal Ribosome Entry Site), et que ce mécanisiégendait du INcCRNA. En effeEEB2NAT
s’hybride a 'ARNm d&€EB2 masque le site d'épissage en 5' de l'intronpedwit a la rétention de
I'intron et de I'RES dans le produit final, pertaet ainsi la traduction d2EB2 (Beltran et al., 2008)
(Figure 34).

ZEB2

Transcription
Exon

ARNm ZEB2

ZEBZNAT

ZEB2ZNAT

Exon

Spliceosome

( Traduction efficace de ZEB2

o
. IRES
_~"Ribosome

Figure 34 : Représentation schématique de la régulan de I'épissage de ZEB2 paZ EB2NAT.
ZEBNATInteragit avec 'ARNm d&EB2 empéchant la fixation du spliceosome. Cela canaua
rétention de l'intron contenant I'lRES, ce qui petria traduction d2EB2
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ii. Dans I'édition

L'édition est un processus de modification posidcaiptionnelle faisant intervenir des
enzymes ayant pour substrat 'ARN et qui catalykergaction de conversion des ribonucléotides. Ce
mécanisme implique des déaminases comme la cytillftagninase catalysant la conversion de la
cytidine en uracile ou, majoritairement, les enzgrA®ARs (Adenosine Deaminase Acting on RNA)
catalysant & partir d'un ARN double brin la conimrd'une adénosine en inosine (reconnu comme
une guanine lors de la traduction) (Figure 35).h&8at que les INcCRNAs peuvent s'apparier aux
ARNmM, cela suggére que I'ARN double brin formé (ARMCRNA) pourrait étre soumis a ce type de
modifications. A I'heure actuelle, il n'y a que piévidences quant a cette implication des IncRNAs
dans ce processus. En effet, une seule étude eézenis en évidence l'implication du INcCRVEA3
(prostate cancer associated 3) dans la régulatistrt@anscriptionnelle d'ARNm via I'édition. Les
auteurs ont identifié le géne codant sen®@A3 PRUNE2comme étant régulé négativement par
PCAS3 Cette régulation fait intervenir un mécanismeliquant la formation d'un duplex entRCA3
et le pré-ARNNMPRUNE2qui sera édité par les enzymes ADARs. Les ARNs$er@nt trop d'inosines
sont reconnus par la protéine P®4 qui est impliquée dans la rétention nucléaire RINA
"défectueux”. Ainsi, la reconnaissance RIRUNE2hyper-édité par P5%®, conduit finalement & la
réduction de la production de PRUNE2 (Salameh.g2@al5).

Figure 35 : Représentation 3D de l'interaction ente les enzymes ADARs et la structure double
brin de I'ARN. Cette structure peut étre formée par INCcRNA/ARNm,qaii modulera I'édition de
I'ARNmM (Adapté de Blythe et al., 2015).
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iii.  Dans la dégradation/stabilité des ARNm

La capacité qu'ont les IncRNAs de pouvoir s'’hybride d'autres ARNs suggéere qu'ils

pourraient intervenir dans la dégradation/stabiléées derniers.

La dégradation des ARNm peut étre médiée par plisigoies comme la voie NMD
(nonsense-mediated mMRNA decay), mais égalementia SMD (Staufen 1 ou STAU1-mediated
Messenger RNA Decay). Ce processus fait intervienprotéine STAU1 (staufen double-stranded
RNA binding protein 1), qui peut interagir avecdartie 3' des ARNm présentant des structures
doubles brins, et conduire au recrutement de laépr@ UPF1 pour déclencher la dégradation de
I'ARN (Park and Maquat, 2013). Une étude a montirérgincRNA pouvait participer a la dégradation
de plusieurs cibles du SMD ajoutant un tout nouveiaeau de régulation de la part de ce type de
IncRNAs, appeléd/2-sbsRNAgpour half-STAU1-binding site RNAs. Le travail deo® et al. a
permis de montrer que les sites d'interactionsT#&UB sur ses cibles pouvaient étre constitués d'un
appariement au moins partiel entre les séquehitesn 3' de la cible du SMD et les séquernfsiesde
IncRNAs (Gong and Maquat, 2011). Cet appariemendeid a l'activation de la voie SMD et la
dégradation de 'ARNmM ciblé (Figure 36A).

Hormis I'appariement partiel entre les IncRNAsest ARNm par le biais de séquengéds, les
IncRNAs, notamment les INcRNAs anti-sens, peuventér des duplex ARN/ARN par appariement
de base. Cela suggere donc qu'ils peuvent polentieht réguler les ARNm sens en altérant la
stabilité ou la traduction. En effet, plusieursrepées de ces anti-sens ont été mis en évidenceuavec
impact sur la stabilité des ARNm auxquels ils gagnt. Le IncCRNABACE1-ASest l'anti-sens du
géene codanBACEL(B-secretasel). Il a ainsi été montré que ce INCRNA pouvainfer un duplex
avec le transcrit seBACE] et conduire & une augmentation de la stabilit€ARNmM de BACE1
(Liu et al., 2014) (Figure 36B).

De maniére intéressante, ces interactions INCRNAf@Ront soulevé la question de
I'interaction potentielle des INcCRNAs avec les miiRNs. En effet, les IncRNAs peuvent agir comme
des éponges a microARNSs, les classant de ce faitneodes INcCRNAs compétiteurs/séquestreurs ou
ceRNAs (Competing Endogenous RNAs) (Figure 36C)siBurs études ont mis en évidence des
exemples de ceRNAs interagissant avec des microAR&séprimant ainsi lI'expression des ARNm
cibles. Par exemplelincMD1 séquestre miR-133 et miR-135, des régulateurs adéedrs de
transcription activant l'expression des génes fipaes impliqués dans la différenciation du tissu
musculaire (Cesana et al., 201H19, qui est également un InNcCRNA producteur de micrb8R
contient 4 sites d'interactions avec le microARN7le Ainsi, il semblerait queH19 régule la
différentiation du tissu musculaire en modulandisponibilité de let-7 (Kallen et al., 2013). Untrau

exemple intéressant est le INCRNROR qui a été montré comme étant un ceRNA nécessaire
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maintien du phénotype de cellules souches embry@mman séquestrant des microARNs inhibiteurs

des facteurs de pluripotence clés Nanog, POUSB0&®R (Wang et al., 2013).
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Figure 36 : Représentation schématique des mécaniesrde régulation de la dégradation des
ARNSs impliquant les IncRNAs. A. Les IncRNAs1/2sbsRNAgeuvent s'apparier partiellement (via
des séquenceAlu) avec les ARNm. Cet appariement peut étre recgraruSTAUL qui recrutera
UPF1 pour induire la dégradation de 'ARNm par taevSMD. B. Le IncRNABACE1-ASpeut
s’hybrider a I'ARNm sen8ACEL et augmenter sa stabilité. C. Les IncRNAs peuégaiement
séquestrer les microARNs, empéchant ainsi la dégoadou le blocage de traduction des ARNm

cibles des microARNSs. (Adapté &atica and Bozzoni, 2014).
c. Dans la régulation traductionnelle

Van Heesctet al. ont pu mettre en évidence récemment par fractioene cellulaire, un fort
enrichissement en IncRNA dans le cytoplasme et pduculiérement dans les fractions ribosomales
(van Heesch et al., 2014). Sachant que ces IncRMAE non codants, cela suggere qu'une portion
importante des INcCRNAs pourrait intervenir dansélgulation traductionnelle. En effet, la littéraur
décrit plusieurs exemples pertinents de l'intefieentes INCRNAs dans la régulation du processus de
traduction d'’ARNm cibles. Cette régulation peut &tégative comme dans le cas du InCRUBAL
(urothelial carcinoma-associated 1). Ce IncRNA péueragir et séquestrer hnRNP |, une
ribonucléprotéine qui peut augmenter la traduatiorfacteur p27. Ainsi, cette interaction eltf€ Al
et hnRNP | a mis en évidence que ce InNcRNA se cd@ip@omme un compétiteur en empéchant
I'interaction entre hnRNP | et 'TARNm @7, diminuant ainsi la traduction de 'ARNm g2&7 (Huang
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et al., 2014). A linverse, cette régulation detriaduction peut étre positive. Carrieri al. ont
découvert un IncRNA anti-sens du gan€HL1 (Ubiquitin Carboxy-Terminal Hydrolase L1), qui est
délocalisé du noyau au cytoplasme en conditionréss pour augmenter la capacité d'association de
I'ARNmM d’UCHL1 avec les polysomes (Carrieri et al., 2012).
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Figure 37 : Représentation schématique des mécanismde régulation post-transcriptionnelle
dans lesquels interviennent les INCRNASA. Les IncRNAs s'hybrident aux ARNm et augmentent
leur stabilité. B. Les IncRNAs peuvent induire kEgdadation par le SMD en s'hybridant partiellement
aux ARNm. C. Les IncRNAs peuvent également inhilm@raugmenter la traduction des ARNm. D.
Les IncRNAs peuvent empécher la fixation du spkosee et moduler I'épissage des ARNm. E. Les
INncRNAs peuvent séquestrer des microARNs et empéeheégradation de leurs cibles. F. Les
INncRNAs peuvent s’hybrider aux ARNm et former umsitat ARN double brin reconnu par les

enzymes de I'édition. (Adapté Aagrand et al., 2015).
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d. Dans la régulation épigénétique

La fonction la plus abondamment décrite dans téréiture sur les INcRNAs a I'heure actuelle
est certainement la régulation transcriptionnelbegénes cibles par des mécanismes de régulation
épigénétiques. Cette régulation intervient pringpeent par le biais du recrutement de facteurs de
modifications post-traductionnelles des histonesdleuméthylation de 'ADN au niveau des régions
régulatrices. Les®f INcRNAs décrits comme étant impliqués dans deslaéigns épigénétiques sont

des IncRNAs participant a I'établissement de I'eximpe parentale.
i.  Dans I'empreinte parentale

L'empreinte parentale est un mécanisme épigénétjgupermet I'expression mono-allélique
d’un gene, en fonction de l'origine parentale dioaosome qui le porte. On connait aujourd’hui une
centaine de génes soumis a empreinte parentalesomquigénéralement regroupés en clusters. Le
maintien de l'expression différentielle selon lgirie parentale de lallele est une information
transmissible aux cellules filles aprés divisiofiudaire. Il est intéressant de noter que ce phé&ren
est un processus dynamique et que tous les loaniscd I'empreinte contiennent des IncRNAs. Un
déséquilibre dans l'expression de ces génes, naampar perte de I'empreinte ou LOI (Loss Of
Imprinting), peut entrainer des pathologies réveldeur spectre fonctionnel, au cours de
'embryogenése, dans la placentation et le développt, mais également a I'Age adulte dans la

régulation de la fonction neuronale, le comportenoene métabolisme.

Le InNcRNAH19 est un des premiers INcRNAs a avoir été caractéds@me un régulateur du
maintien de I'empreinte parentale du loEli®/IGF2 H19 est exprimé maternellement pour réprimer
IGF2 a partir du stade blastocyste jusqu'a la mise lanepdes 3 feuillets embryonnaires, mais
uniguement dans le tissu squelettique chez l'adBietolomei et al., 1991). Les modeles de knock-
out murins deH19 sont viables, fertiles et présentent un surpoigdbablement di a I'expression
biallélique du locusgf2 (Ripoche et al., 1997AIR (Acute insulin response) est un IncRNA de 108k
nt, non épissé et anti-sens du locuS&2R (Insulin-like growth factor type 2 receptor). Aaws des
stades précoces du développem@hiR est maternellement exprimé dans le placenta péEaninner
I'expression paternelle de genes comi@&2R SLC22A2et SLC22A3(solute carrier family 22)
(Sleutels et al., 2002). L'empreinte parentalepestiue dans des modéles murins de délétioide
conduisant a la surexpression de ces genes etsiodies présentant un poids plus faible a la natssa
(Yotova et al., 2008)KCNQ1OT1est un autre exemple de IncRNA impliqué dans taledion de
'empreinte parentale. Exprimé par l'alléle paterae niveau du locukKCNQZL cet ARN est
responsable de l'extinction de plusieurs loci : les KCNQJ1, CDKN1C (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C) et PHLDA2 (pleckstrin homology-like domain, family A, memb@&) de maniére
ubiquitaire, et les lociOSBPLS5 (oxysterol binding protein-like 5)TSSC4 (tumor suppressing
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subtransferable candidate 4) A8CL2 (achaete-scute family bHLH transcription factord®ns les

tissus extra-embryonnaires (Mohammad et al., 2(gure 38). Ces régulations se produisent tres tét
dans le développement (E3.5 a 5.5) et certainescede régulations sont lignages-dépendants
démontrant ainsi le réle important dans I'étabiisset d'une expression parentale spécifique (Kanduri

2011).
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Figure 38 : Représentation schématique du mécanismdiempreinte parentale induit par le

INcRNA KCNQ10T1 KCNQ1OTlest exprimé paternellement a partir du lo€@NQ1et va recruter
différents complexes de régulation épigénétique pmintenir la répression de différents locus. IBur
chromosome materndlCNQ1OT1n'est pas exprimé, ce qui permet l'expressiordidEsents génes

des différents locus sur ce chromosome (Adaptéatelifri, 2015).

Toutes ces régulations modulées par les INcCRNAS m@alisées notamment par le biais du
recrutement de différents complexes de régulatipiyédétigue. En effet, les INCRNA&IR et
KCNQ1OTL1 peuvent recruter spécifiguement I'histone métagkférase G9a pour induire la
triméthylation H3K9 et inhiber transcriptionnellemtdes locusiIGF2R et KCNQJZ, respectivement
(Nagano et al., 2008)(Pandey et al., 2088)9 participe également a la répression de l'expreshio
locusIGF2 en recrutant MBD1 (methyl-CpG-binding domain photgMonnier et al., 2013). Cette

protéine, membre des méthyl-CpG-binding domaingimet interagit avec I'ADN méthylé et permet
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le recrutement d'histone déacetylases et d'histaribyltransferases pour le maintien de la réprassio

transcriptionnelle.

Ces différents exemples de IncRNAs impliqués damsike en place de I'empreinte parentale
illustrent relativement bien la gamme des difféesnrégulations épigénétiques dans lesquelles
interviennent les INcRNAs, de la modification ptisiductionnelle des histones a la méthylation de
I'ADN.

ii.  Modifications post-traductionnelles des histones

Les IncRNAs ne sont pas uniquement impliqués dangdulation épigénétique des régions
soumises a l'empreinte parentale. L'équipe de Rihn a évalué qu'environ 20% des lincRNAs
exprimés dans différents tissus interagissaient Eeous unité SUZ12 (Suppressor of zeste 12) et/o
EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) du complexe PRR®ycomb Repressive Complex 2) (Khalil
et al., 2009). Le complexe PRC2 est composé de EZ2Z12, EED (Embryonic ectoderm
development) et RbAp46/48 (Figure 39). La souséuRiFZH2 possede un domaine SET nécessaire
pour l'activité histone lysine méthyltransférase lsulysine 27 de I'histone H3 (H3K27). EED a un
réle d'échaffaudage pour permettre linteractiotreerPRC2 et son substrat histone H3 et la
reconnaissance de résidus lysine méthylés, poumenigr I'activitt de PRC2. Enfin, SUZ12 est
nécessaire pour la stabilité de EZH2 et RbAp4624d,est connu pour interagir avec les histones H3
et H4, augmentant ainsi l'interaction de PRC2 assitnstrat.

Figure 39: Représentation schématique du complexeRZ2 et de son mécanisme d'action.

A T'heure actuelle, la majorité des IncCRNA étudgent des IncCRNAs "guides" pour les

complexes de modifications de la chromatine.

Le IncRNA "guide" le plus étudié est certainem&iST,qui a été décrit comme essentiel au

cours du développement pour linactivation du deme chromosome X. Ce IncRNA est exprimé
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uniguement chez la femelle a partir du chromosomeguX sera inactivé (Brown et al., 1992).
L'expression d&IST permet de recruter le complexe de répression Bgiggie PRC2 pour inactiver

le futur chromosome Xi (inactive X) via la triméthtion H3K27 (Zhao et al., 2008). Le recrutement
de PRC2 est réalisé grace a un domaine consergd'éamnlution deXIST, RepA (Repeat A), qui peut
interagir avec la sous-unité méthyltransferase EAeIPRC2 (Maenner et al., 2010). Il y a un contrble
trés fin du dosage pour l'inactivation du X dars deades précoces du développement. En effet, les
études de pertes de fonction chez l'animal ont désd'importance développementale XEST
puisque les femelles murines possédanXiBIT muté d'origine paternelle décédaiémtutera Ces
décés sont attribués a l'activation des deux chsomes X dans les tissus embryonnaires, empéchant
le développement de I'embryon (Marahrens et a@7)19l existe de nombreux exemples de InCRNA
régulant I'expression génique eis commeXIST. Le IncRNA ANRIL recrute le complexe PRC1
(Polycomb Repressive Complex 1) via la sous-unB&XT (chromobox homolog 7), pour maintenir la
répression transcriptionnelle du lodddK4 par une action de mono-ubiquitination de H2AK1Yag

et al., 2010). A linverseflOTTIP a été montré comme interagissant avec la proldiB&5 (WD
repeat domain 5), une sous-unité composant le eopLL/Trx (Trithorax) qui permet d'induire les
modifications activatrices H3K4 triméthylation cacusHOXA (Wang et al., 2011b).

Le recrutement de complexes épigénétiques pedectieér soit encis soit entrans. Par
exemple, le IncRNA HOTAIR est exprimé a partir dgusHOXC sur le chromosome 12, et recrute
PRC2 pour la régulation négative #ans du locusHOXD sur le chromosome 2 (Rinn et al., 2007a).
A linverse, le IncRNA HOTTIP régule ais le locusHOXA (Wang et al., 2011b).

iii. Modifications de 'ADN

Ces régulations épigénétiques induites par lesN#eRne sont pas que la conséquence de
modifications post-traductionnelles des histonkesxiste également des IncRNAs intervenant dans les
modifications de I'état de méthylation de I'ADNdets ilots CpG par le biais de recrutement d'ADN
méthyltransférases. Les pRNAs (Promoter-associai¢Als) des genes ribosomaux répriment par ce
type de mécanisme l'expression des ARNr. En éffeteté montré que ces transcrits complémentaires
des promoteurs des ARNr peuvent former un tripl&NAADN avec ces régions régulatrices. Ce
triplex est reconnu par I'ADN méthyltransferase DN8W qui va catalyser la réaction de méthylation
de I'ADN, réprimant ainsi la transcription des AR{S$chmitz et al., 2010). Il a également été montré
gue KCNQ1OT1 pouvait maintenir I'extinction alléle spécifiqueesd génes soumis a I'empreinte
parentale via le recrutement de DNMT1 (Mohammaal.e2010). A l'inverse, le IncRNEVf2 a été
décrit comme un inhibiteur de la méthylation dessilCpG de I'enhancer d&x5/6 en séquestrant
MECP2 (Methyl-CpG binding protein 2), permettamishila modulation de l'expression de ces géenes
homéotiques (Berghoff et al., 2013).
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iv. Mécanisme de ciblage?

Les IncRNAs servent donc de "guide" ou "d'adaptatepour recruter un ou méme plusieurs
complexes protéiques (Khalil et al., 200OTAIR peut recruter PRC2 grace a un domaine
spécifiqgue en 5' mais aussi le complexe LSD1 (letSpecific Histone Demethylase)-CoREST avec
un autre domaine en 3'. Cette combinaison augmkntegpression des genes cibles avec la
triméthylation H3K27 réalisée par PCR2, et la déwylétion de H3K4m2 catalysée par LSD1-
COREST (Tsai et al., 2010b) (Figure 40K)CNQ1OT1peut recruter a la fois PRC2 et G9a pour
promouvoir deux marques de répression H3K27me33&9%he3 (Pandey et al., 2008), ANRIL
interagit avec PRC1 mais également avec PRC2 pouédulation ddNK4 (Kotake et al., 2011)
(Figure 40B). On peut ainsi concevoir que certdimsRNAS pourraient recruter et assembler

différents facteurs de modifications de la chrom&four permettre un ciblage génomique spécifique.

| HOTAIR |
¥ ’-. i%:ﬁ.::m.u"-.-{:rl el
Y
HOIO VAV
HOXD
B ANRIL

/

HZAK119ub1 K27
OO0, Eramm

INK4

Figure 40 : Représentation schématique du recrutenm¢ de complexes épigénétiques par les
INcRNAs. A. Le IncRNA HOTAIR peut recruter a la fois PRC2L&8D1-CoREST pour permettre la
triméthylation H3K27 et la déméthylation de H3K4n®2.Le INcRNA ANRIL peut recruter a la fois
PRC2 et PRC2 pour promouvoir les marques répressidk27me3 et la mono-ubiquitination de
H2AK119 (Adapté d&aikkonen et al., 2011).

En plus de cette capacité a lier plusieurs pamesaies cibles des INcCRNAs peuvent étre
également nombreuses. Afin de pouvoir documentesites dans le génome, la technique de ChIRP

a été développée. Ce type d'expérience fait imérees sondes biotinylées spécifiques du INCRNA,
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permettant I'immunoprécipitation du IncRNA impligdéns un complexe avec des protéines et I'ADN
(Figure 41). Le séquencage de 'ADN immunoprécipéémet ainsi de mettre en évidence toutes les
cibles des IncRNAs. De cette maniére, on a pu wbsdioccupation d&ERC (Telomerase RNA
component) au niveau des télomeéres, etHQd&AIRpouvait recruter PRC2 sur des centaines de sites
dans le génome humain (Chu et al., 2011)(Chu 2@12).

C-. '::‘ C"REP'R/\C C C‘

L

—r

cross-ink e —
Sonication //" o Sondes hiotinylées
Hybridation

—
P 8
' ﬁﬂg&@
T i, i ’
P o LR P 4T C C1

oy

() Billes streptavidine
_ 9
- - g

IncRNAj/\ womome. (R8P ) RNA-binding Protéines

ADN

Figure 41 : Représentation schématique du protocolde ChIRP pour déterminer les régions
génomiques avec lesquelles interagit un INcCRNAAprés cross-linking par glutaraldéhyde et
sonication, des sondes biotinylées sont hybridéas lacRNA ciblé. Le complexe
IncRNA/ADN/protéines est immunoprécipité avec liséition de billes magnétiques streptavidine et
les sites cibles du IncRNA sont déterminés par exégage. Les protéines partenaires peuvent étre

déterminées par western blot ou spectrométrie dsengdapté d€hu et al., 2012).

Comment ces INncRNAs recrutent-ils des complexe®delation épigénétique sur des régions
spécifiques du génome? Cette question demeurerépoase précise a I'heure actuelle, méme s'il
existe quelques pistes intéressantes. Une partia dé&ponse réside dans I'homologie de séquence
entre un IncCRNA et sa cible, comme dans le caspp&¢$As, mais cela n'explique pas les multiples
cibles génomiques pour certains de ces IncRNAs. dllors été suggéré d'autres mécanismes. Par

exemple, la capacité ddSTa se localiser sur le chromosome Xi dépend erepdetla capacité de sa
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région RepC (Repeat C) a interagir avec le faadeuranscription séquence-spécifique YY1. En effet,
l'insertion ectopique dans le génome de motif demeaissance pour YY1 permet de mobilXE3Ta
partir du Xi vers ces sites ectopiques (Jeon arel P811). Les IncRNAs peuvent également agir
comme un échafaudage rapprochant un complexe @ului#i pour potentiellement déterminer la
spécificitt commeHOTAIR qui fait interagir PRC2 et LSD1 (Tsai et al., 2BDL0Un autre modéle
d'interaction fait intervenir des boucles chromiatines, comme dans le casH®TTIP régulant en
cis I'expression du locudOXA (Figure 42). LorsquelOTTIP est transcrit de maniére ectopique dans
le génome, il n'est pas capable de réguler I'egmesdu locusHOXA, suggérant un meécanisme
indépendant de la séquence cible mais dépenddat mteximité spatiale. Ainsi, il a été montré que
I'ARN endogene naissabtOTTIP est ramené & ses génes cibles proximales viart@afmn d'une
boucle chromatinienne, permettant ainsi le recratdrde complexe de régulation épigénétique (Wang
et al., 2011b).

Al

HOXA

Figure 42 : Représentation schématique de la régulan du locus HOXA par le IncRNA
HOTTIP. HOTTIP active la transcription génique, en recrutdé® complexe de régulation
épigénétigue WDR5/MLL responsable de la méthylaki@K4me3, et en modulant la formation d'une
boucle de chromatine a l'extrémité du lodd®XA Hexagone violet=H3K27me3 (répression) ;
Hexagone vert=H3K4me3 (Activation) (Adapté de Amgtat al., 2015).
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e. En tant que réservoirs a petits ARNs non codants

Bien que n'étant pas une fonction a propremenépatldépendante des 4 archétypes de mode
d'action décrits précédemment, plusieurs travauxsoggéré et démontré qu'une partie des INCRNAs
pouvait étre également processée en petits ARNsowents et ainsi étre des réservoirs a petits ARNs
tels que les microARNs ou les snoARNs (Jalali et 2012). Il est important de noter que cette
biogenése de petits ARNs peut étre la résultantdiftirents mécanismes: expression colinéaire du
petit ARN et du IncRNA héte a partir d'un promotezommun, ou expression dépendante du
mécanisme d'épissage. De plus, I'expression da ARIN peut étre également dépendante d'un

promoteur interne et donc indépendante de l'exjoresisi INCRNA.
i. Réservoirs a microARNs

Les plus décrits dans la littérature sont les InBRMontenant des microARNs. En effet,
comme le clivage du microARN primaire induit pantzyme RNAse IlIl Drosha conduit a au moins
trois fragments d'ARNSs, les microARNs sont raremecdlisés dans des genes codants. Au contraire,
ils sont plus généralement localisés dans lesriatet exons de géenes non codants (Cullen, 2004).
Dans ce contexte, le INCRNA est un géne dit hotexiste différents exemples et différents modéles
de biogenése de microARNs a partir de gene hogei(&i43). Le IncCRNA peut étre considéré comme
le pri-miRNA qui sera ensuite classiquement clieé prosha. Dans un autre modeéle, c'est l'intron
contenant le microARN qui est épissé par le spfioate, et reconnu comme substrat directement par
I'enzyme Dicer. On appelle ce type de microARN nhdrons. De maniére un peu plus particuliere, la
biogenese de certains microARNSs introniques nenkémi de I'épissage, ni de la voie canonique de
biogenese des microARNs, mais reste dépendantivdgecréalisé par Drosha. On appelle ce type de

microARN, les simtrons (Havens et al., 2012).
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Figure 43 : Modeles de biogénése des microARNs. ¥aimtron : |'excision des microARNS issus
de l'intron du gene héte est dépendante de Drasdaie potentiel partenaire encore inconnu. Les
simtrons sont ensuite processés et exportés pdaateur inconnu et introduits dans le complexe
RISC.Voie mirtron : Les mirtrons sont excisés du géne héte parlieegsome, débranchés, exportés
par I'exportin 5, clivés par Dicer et entrent faxakent dans le complexe RIS@oie canonique: Les
microARNSs sont processés par Drosha et DGCRS8, &ppar I'exportin 5, clivés par Dicer et entrent

dans le complexe RISC. Les 3 voies produisent deARNSs fonctionnels (Adapté de Havens et al.,
2012).

DLEUZ2 est un bon exemple de IncRNA en tant que génedetaicroARNs. Ce INcCRNA est
reconnu comme le pri-miRNA par Drosha pour I'exmisdes microARNs miR15a/miR16-1. Par
ailleurs Lerneret al. ont montré que l'expression de ces microARNs etiérement dépendante de
I'expression d®OLEU2 (Lerner et al., 2009). Le IncRNA19 est quant a lui reconnu comme le pri-
mMiRNA du miR-675. En effet, ce dernier est générépartir du premier exon deH19
vraisemblablement suite au clivage par Drosha &adi Cullen, 2007). Le microARN et la structure
de I'exon deH19 sont conservés dans I'évolution et tous les demx sotamment impliqués dans
l'ostéoarthrite (Steck et al.,, 2012). Comme citécpdemmentH19 a également un réle dans le

maintien de I'empreinte parentale en tant que goide des complexes protéiques. Ceci suggére donc
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gu'un IncRNA peut avoir une fonction moléculairejépendamment de son réle en tant que géne héte

a petits ARNs non codants.
ii. Réservoirs a snoARNs

La majorité des snoARNs sont exprimés a partirtrdits de genes hotes, I'expression des
snoARNSs est donc dépendante de l'expression dulgiireet de I'épissage consécutif. Il a ainsi été
mis en évidence que ce géne hote pouvait étre mm igén codant tel queHG (U22 Host Gene), un
SnHG (Small Nucleolar RNA Host Gene) générant 8Astids a partir de ses introns (U22 et U25 a
U31) (Figure 44). Ce IncRNA d'environ 1kb ne prdeaqu'une conservation trés limitée de ces exons,
a l'inverse de ces introns, suggerant son imptinatiologique qu'en tant que INcRNA producteur de
snoARNs (Tycowski et al., 1996). Plusieurs autrebl@s sont décrits dans la littérature comme des
IncRNAs contenant des snoARNs comuit/HG et U19HG. GAS5est un autre INcCRNA de la classe
des SnHGs qui a été initialement mis en évidencd 388 comme un géne tumeur suppresseur
surexprimé lors de l'arrét de la croissance cethilgSchneider et al., 1988). Ce IncRNA contient 10
snoARNSs chez 'hnomme et I'équivalent murinGleS5contient 9 snoARNS, et sa fonction suppresseur

de tumeur étant indépendante de sa fonction deiptear de snoRNAs (Sun et al., 2014b).
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Figure 44 : Exemple de IncRNA producteur de snoARNd.e gene UHG conduit & la production de

8 snoARNSs apres épissage de ses introns.
iii. Autres petits ARNs non codants

Un exemple tout a fait particulier d'autres peiBNs non codants produits par des INCRNAs
est produit par le IN\cRNMALAT1 En effet MALAT1peut étre clivé en deux ARNs non codants, un

IncRNA qui est principalement nucléaire et un p&RN non codant de 61nt, cytoplasmique, arborant
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une structure semblable a un ARNt appabscRNAMALAT1-associated Small Cytoplasmic RNA)
(Figure 45). La fonction de ce petit ARN n'est pasore clairement définie mais il est suggéré qu'il

pourrait servir de censeur a la productiolMleLAT1ou de mimic & ARNt (Wilusz et al., 2008).
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Figure 45 : Biogenése de MALAT1 mature et mascRNALe transcrit initial MALAT1 de 7kb est
clivé par la RNase P en deux transcrits : MALAT ltuna de 6,7kb et un autre transcrit plus petit. Ce

dernier est clivé par la Rnase Z en mascRNA mgfdapté de Wilusz et al., 2008).

f. Dans l'assemblage de structures nucléaires

Mis & part toutes ces régulations moléculairesiaean transcriptionnel, post-transcriptionnel,
traductionnel et épigénétique, les IncRNAs sontefgant impliqués dans des fonctions un peu plus
particulieres. Par exemple, certains INncRNAs oatiétpliqués dans la formation et le maintien de
structures ou compartiments nucléaires spécifigliascité préecédemment les INCRNAST, NEAT1
et MALATL1 Chez la femelle placentaire, le "recouvrementXt&T sur Xi conduit a la compaction de
ce chromosome, qui est reconnu comme le corpuseuBarr au niveau de I'enveloppe nucléaire. J'ai
également mentionné la formation de structuresicpdieires appelées paraspeckles par le IncRNA
NEAT1 organisé sous forme de fibre. Le rble de ces deanniest pas clairement défini, mais ils
pourraient jouer un réle dans la rétention de oestARNm (Bond and Fox, 2009YIALAT 1est quant
a lui impliqué dans la formation des speckles raighs, des granules de taille variable considérées

comme des sites de stockage et de modificatioadeurs d'épissage des ARNm.
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En résumé, nos connaissances sur les INCRNAs siimtuae actuelle encore insuffisantes,
conduisant a la description d'une classe d'ARN hétrogénes a la fois sur le plan de leur
séquence/structure mais surtout concernant leucamsmes d'action. La figure 46 est une synthese

des différentes fonctions des INcRNAs décritesgmémment.
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Figure 46 : Représentation schématique des mécanisside régulation impliquant les IncRNAs
(Adapté de Villegas and Zaphiropoulos, 2015)

Bien que la caractérisation fonctionnelle de digade IncCRNAs ait permis de mettre en
évidence l'implication de ces molécules dans umghtes large de régulations moléculaires (de la
régulation épigénétique a la régulation traductedle), une vaste majorité de ces transcrits reste
encore méconnue. Il est également intéressang Yadcinant, de spéculer que la vaste diversité de
meécanismes de régulations épigénétiques, transcmgtles et post-transcriptionnelles, ne soit lgue
sommet de l'iceberg et que d'autres voies de muoluld'expression puissent étre découvertes dans le
futur. De plus, des INcRNAs tels qHd9 ou GAS50nt montré que les INcRNAs ne sont pas restreints
a une seule fonction mais peuvent étre bi- voirtirfiohctionnels.H19 par exemple, est a la fois un
producteur de microARN, un séquestreur de microARN,un guide pour des complexes de

modification de la chromatinélOTAIR intervient dans la régulation épigénétique, etergant dans
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la régulation de la stabilité protéique, en faailit 'ubiquitinylation de certaines protéines Idesla

sénescence (Yoon et al., 2013).
V1) Implications des IncRNAs dans les pathologies huntas

Au vue des multiples processus moléculaires daugids sont impliqués les INcRNAs, il peut
paraitre logique de les voir impliqués et dérégulgéss les pathologies humaines, que ce soit dans le

maladies génétiques, les infections ou les cancers.

De par leur importance dans le développement,deissbumis a I'empreinte parentale sont
impligués dans un certain nombre de maladies syddromes chez I'homme. L'extinctiohGF2 ou
I'expression biallélique du INcCRNAI19 conduisent au syndrome de Silver-Russell. Lesopees
touchées présentent un retard de croissance itéria-et post-natal. De plus, la méthylation ab@ea
de H19 est impliquée dans l'augmentation du risque deeraia présence d'anomalies a la naissance
et dans le développement du syndrome de Beckwigtd@&mann (DeBaun et al., 2002). Ce méme
défaut de méthylation du promoteur du IncRKENQ1OT lintervient également dans le syndrome
Beckwith-Wiedemann (Higashimoto et al., 2006). pasients atteints de cette pathologie présentent
une macroglossie, un exces de croissance pré- gqifmi-natal, et des prédispositions au

développement de tumeurs embryonnaires.

Des analyses comparatives de transcriptome ontrénane expression différentielle de plus
de 500 IncRNAs durant la réponse immunitaire ainfestions virales, suggérant un réle important de
la part des IncRNAs dans la régulation de l'imn#i@Reng et al., 2010kas5a par exemple été lié a
la susceptibilité de développer un lupus érythémateisséminé dans des modéles murins,
probablement a travers son effet immunosuppresseda réponse aux glucorticoides en tant que
leurre (Haywood et al., 2006). Le INcRNACRNA-CD244a quant a lui été impliqué dans la réponse
immunitaire a l'infection par la tuberculose. CeRNA, surexprimé chez les patients infectés par la
tuberculose, inhibe l'expression d’'IRNFNF-o. par le recrutement de PRC2 au niveau de leurs
promoteurs dans les cellules T CD®e plus, le transfert de cellules T CD#létées du IncRNA
dans des souris infectées par Mycobacterium Tulmisua montré une plus grande résistance a
I'infection de ces animaux, démontrant ainsi l'iocipde I'expression d®cRNA-CD244 dans la

réponse immunitaire a la tuberculose (Wang efallsb).

Le IncRNA HI-LNC25 a été identifié comme spécifiqguement exprimé dessilots du
pancréas et significativement sous exprimé dartialeete de Type 2. De plus, il semblerait que ce
IncRNA régule I'expression du ge@.IS3 un facteur de transcription essentiel a la famctiormale
des cellules béta chez I'adulte (Moran et al., ROH29 semblerait étre dérégulé également dans la
régulation du métabolisme du glucose des musclex lels patients atteints de diabéte de type 2 (Gao

et al.,, 2014). D'un point de vue génétique, le MBRANRIL a été décrit comme un hot spot a
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mutation par GWAS (Genome-Wide Association Studaem)s le diabete de type 2, suggérant son

implication dans cette pathologie (Pasmant e2all1).

Un certain nombre de IncRNAs ont été impliqués dhasspathologies neurodégénératives. Le
INcRNA BACE1-ASest surexprimé dans la maladie d'Alzheimer etlecgustabilité de 'ARNmM de
BACEL (Liu et al., 2014). L'anti-sens du gebkCHL1 est également impligué dans la maladie de
Parkinson et d'Alzheimer (Carrieri et al., 2012k IncRNA Gomafu est sous-exprimé dans les
neurones corticaux chez la souris apres dépolarsatduite par le chlorure de potassium. Il a été
montré par Barret al. en 2014 que ce transcrit régulait I'épissage radtérdes ARNm deDISC1
(Disrupted in schizophrenia 1) ERBB4(Erb-b2 receptor tyrosine kinase 4) (Barry et2014). Il est
intéressant de noter que ces changements d'épissaigenment ddISC1, ont été associés a des

troubles neurologiques comme la schizophrénie @éfaessio(iThomson et al., 2013).
VII) Implications des IncRNAs dans les cancers

Le cancer est une maladie complexe, impliqguant asteg changements de l'expression
génique pouvant participer a différents pans dueld@pement cancéreux tels que la prolifération
cellulaire, I'apoptose, la formation de métastaseméme |'angiogenése. Les INcCRNAs ont fourni une
nouvelle vision de la biologie du cancer. C'estateement dans les cancers que I'impact des INCRNAs
est le plus décrit. Par ailleurs, une grande pal@ieceux décrits dans la littérature ont été mis en
évidence par des études transcriptomiques compesatintre tissus sains et cancéreux. Bien que les
mécanismes d'action de la plupart des IncRNAs dé&ségdans les cancers n'aient pas été
complétement élucidés, la communauté scientifiqueramencé récemment a poser des questions de
plus en plus complexes telles que : est-ce quéntd#RNASs peuvent étre la cause sous-jacente des
cancers? Est-ce qu'ils sont la conséquence deldaimalle-méme? Est-ce que la dérégulation de leur
expression affecte la différenciation cellulair@ ckoissance ou le potentiel métastatique? De meanie
intéressante, la majorité des IncRNAs fonctionrsgimblent étre impliqués dans la modulation de
I'épigénome. Or les cancers sont clairement assdcides profils épigénétiques tres perturbés par
rapport aux tissus contrdles sains. Il existe desnples de IncRNAs impliqués dans tous types de
cancers, comme tumeurs suppresseurs ou oncogéresns étant méme de bons biomarqueurs
associés a différentes caractéristiques clinigDesplus, on peut citer des exemples de IncCRNAs
impliqués dans tous les processus reliés aux cardiEgrits par Hanahan et Weinberg en 2000,
renforcant l'importance de I'étude de ces molécdiess ces pathologies (Hanahan and Weinberg,
2000).

a. Prolifération

e

En 2011, Prensnet al. ont identifié plus d'une centaine de IncRNAs dalé&g dans le cancer
de la prostate appel&CATs(Prostate Cancer-Associated ncRNA Transcriptdg BicRNAPCAT-1
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a été caractérisé plus fonctionnellement. En dffstauteurs ont montré qu'il était surexprimé dass
cancers de la prostate de haut grade et métastpsisétait régulé par PRC2, et qu'il modulait
I'expression de plus de 370 genes inclBBRCA2 (Breast cancer 2). De plus, les expériences de
surexpression et d'inhibition de ce IncRNA ont emsévidence son effet pro-prolifératif drastiqone
vitro (Prensner et al., 2011)(Prensner et al., 20449 est également dérégulé dans les cancers avec
des surexpressions reportées dans plusieurs tgpeenders comme le cancer de la vessie, du c6lon ou
du sein. Il a par ailleurs été montré que l'expoesde H19 avait un effet positif sur la croissance
tumorale et Lucet al. ont démontré qu'il augmentait la prolifération @eflules cancéreuses de la
vessie en inhibant I'expressiofD® (Inhibitor of DNA binding/Differentiation 2) (Luet al., 2013).

b. Maintien de la croissance

Un des mécanismes pour maintenir le taux de croigsélevé des cellules cancéreuses, est
d'inhiber des suppresseurs de tumeur. Les IncRN8E khibiting RNAs qui permettent la
transcription du prot-oncoger@AG6 ont été observés comme surexprimés dans 9 lignées atewor
humaines, suggérant ainsi que I'expression denc&NAs contribuent a la tumorigénicité (Song et
al., 2004). ANRIL utilise un tout autre mécanisme pour inhiber lggpsesseurs de tumeurs. En effet,
ce IncRNA réprime l'expression @&5 (INK4B), un suppresseur de tumeur bien connug eéplétion
de ANRIL in vitro permet l'expression d&l5 et l'inhibition de la prolifération (Kotake et ,a2011).
Une autre étude a mis en évidence AMNRIL était surexprimé dans le cancer de la prostatpi'dt
pouvait également recruter le complexe PRC1 pquimerpl6etpls (Yap et al., 2010). Ce IncRNA
est par ailleurs associé a un mauvais pronostis dautres cancers comme le carcinome hépatique
(Huang et al., 2015), le cancer du poumon (Linlet2815) et dans le cancer ovarien séreux (Qiu et
al., 2015).

A l'inverse,GAS5est un INcCRNA se comportant comme un suppres&etumdeur, notamment
via l'inhibition de la réponse aux glucocorticoidesdant les cellules plus sensibles a l'apoptosm® (
et al., 2010). En effet, I'expression @AS5induit I'arrét de croissance et l'apoptose dassligaées
tumorales de la prostate et du sein, et une squession dé€sAS5a été notée dans des cancers du

sein (Mourtada-Maarabouni et al., 2009).
c. Apoptose et sénescence

Associées a la prolifération excessive, les calglncéreuses présentent également un défaut
dans la régulation de la mort cellulaire, et plastipulierement dans les mécanismes d'échappement
au processus d'apoptose. En 2000, Srikagttah ont découvert un INcCRNA surexprimé dans le cancer
de la prostatePCGEM1 (Prostate-specific transcript 1) (Srikantan et 2000). Les études suivantes
ont mis en évidence son effet anti-apoptotiqueettat, la surexpression dRCGEM1dans une lignée

de cancer prostatique a montré une diminutionag®tose induite par la doxorubicine associée a un
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retard de l'induction de p53 et p21, et une rédactlu clivage de caspase 7 et PARP (Poly(ADP-
ribose) polymerase). De plus, il semblerait quen@anisme soit androgéno-dépendant puisque
inexistant dans les lignées cancéreuses prostatigaps récepteurs aux androgénes (Fu et al.,
2006)(Petrovics et al., 2004). Dans une autre étiedeauteurs ont comparé les transcriptomes de
lignées de mélanomes avec des mélanocytes et rdagies normaux, et mis en évidence la
surexpression dans le mélanome du IncRSIRARY4-IT1 Ce IncRNA, dérivé de lintron du gene
SPRY4(Sprouty RTK signaling antagonist 4), est print#paent nucléaire, et les expériences
d'inhibition de ce IncRNA ont montré une augmentatie I'apoptose et une diminution de l'invasion
(Khaitan et al., 2011). Cependant, les mécanismgéiqués dans son effet anti-apoptotique ne sont
pas encore connu&NRIL est également impliqué dans la sénescence cetlulan effet, il a été
montré dans des modeles de cancer gastrique églilait I'expression de miR-99a et miR-449a par
répression épigénétique (Zhang et al., 2014a). iRe98a est un inhibiteur de la prolifération daes |
carcinome hépatocellulaire (Li et al.,, 2011), etRmi99a induit l'arrét du cycle cellulaire et la

sénescence dans les cellules cancéreuses det@@idsoonan et al., 2010).

A l'inverse, le INcRNAPINT (p53 induced transcript), régulé par p53 et sogwhmé dans les
cancers colorectaux, est responsable de Iarrétcytle cellulaire et promeut I'apoptose
indépendamment des dommages a I'ADN via des régugaépigénétiques dans lesquelles intervient
PRC2 (Marin-Béjar et al., 2013).

d. Angiogenése

Ce processus est nécessaire a la croissancegméatation de la masse et de la taille des
tumeurs. L'angiogenése est généralement réguléée gacteur clé HIEk (Hypoxia Induced Factor
Alpha) qui est nécessaire a l'activation de gemagits par I'hypoxie et la stabilisation de p53aurs
de I'nypoxie. Il a été mis en évidence un IncRNAi-aens de HIk et complémentaire de sa région
3'UTR, aHIF (Thrash-Bingham and Tartof, 1999). Plusieurs &umte montré que I'hypoxie, et plus
précisément I'hypoxie prolongée (>12h), induisaixdression daHIF (par les protéines HIF) pour
diminuerHIFa en augmentant la dégradation de 'ARNm (Rossighal., 2002)(Uchida et al., 2004).
Cette régulation forme donc une boucle de rétrabmmodulant la réponse a I'hypoxie. Le INCRNA
aHIF est exprimé dans plusieurs tissus sains et dérétans plusieurs types de cancers (Thrash-
Bingham and Tartof, 1999)(Rossignol et al., 2002¢. plus, ce IncRNA peut étre associé a un

mauvais pronostic dans le cancer du sein (Cayak, &003).

Le INcRNA-LET('low expression in tumor’) est sous-exprimé disscarcinomes hépatiques
et pulmonaires et dans le cancer colorectal. iéangontré que l'expression de HDACS, induite par
I'hypoxie, réprimait l'expression dacRNA-LETdans ces différents cancers. De plus, I'expression

ectopique déncRNA-LETa démontré qu'il inhibait la formation de métassaalors que sa déplétion
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augmentait l'invasion dans des modéles de xénegré¥fang et al., 2013). La diminution d'expression
de ce IncRNA a également été associée a la stalmliisde NF90 (Nuclear Factor 90), qui est
nécessaire a l'induction de I'nypoxie des cellabscéreuses, suggérant fortement le rolencl@NA-

LET en tant que régulateur dans la signalisatiorhgedxie (Tominaga-Yamanaka et al., 2012).
e. Invasion et Métastases

MALAT1 (Metastasis associated lung adenocarcinoma tiphsty est surexprimé dans
plusieurs cancers comme le cancer du poumon &)i,2003) ou le sarcome endométrial (Yamada et
al., 2006). Tanet al. ont mis en évidence l'implication d#ALAT1dans la formation de métastases
dans les cancers. En effet, la surexpression decBNA augmente la motilité cellulaire de lignées
cancéreuses pulmonaires par la régulation trarigsrigelle et post-transcriptionnelle de génes comme
CCT4 (Chaperonin containing TCP1, subunit BY,BP3(polypyrimidine tract binding protein 3), et
de génes impliqués dans la régulation du cytostjaed¢ de la matrice extracellulaire (Tano et al.,
2010). De plus, I'extinction ddALAT1dans une lignée de cancer cervical réprime laf@ration et
la capacité de migration de ces cellules avec umexpression de Caspase 8 et 3, BAX (BCL2-
associated X protein), et une sous-expression ¢i¢ @8-cell CLL/lymphoma 2) et Bcl-xL (Guo et
al., 2010).

HOTAIR est également impliqué dans ce processus. Antéete de son importance dans la
régulation transcriptionnelle et épigénétique, 'ésh pas étonnant de le voir dérégulé dans divers
cancers comme le carcinome hépatique (Yang €2Gil), le cancer colorectal (Kogo et al., 2011) ou
le cancer du sein (Gupta et al., 2010). Dans learatiu sein, I'expression HHOTAIRest associée a la
progression tumorale ainsi qu'au stade métastatifuéinverse, I'extinction deHOTAIR inhibe
l'invasion cellulaire des cellules cancéreusedéfiitles. Les expériences de ChIRP ont montré yu'il
avait parmi les nombreuses cibles HOTAIR des genes impliqués dans le processus métagtatiqu
(Chu et al., 2012).

f. Immortalité réplicative

Le potentiel de division presque illimité des cldiicancéreuses est associé au maintien des
télomeres afin d'empécher la sénescence cellul@geprocessus est dépendant en grande partie de

l'activité de la télomérase, exprimée et activesdammajorité des cancers (Bryan et al., 1997).

La télomérase est constituée de deux unités :Jarse transcriptase TERT (Telomerase
Reverse Transcriptase) et un ARN non codalERC (Telomerase RNA Component).
L'immortalisation des cellules par la synthese w#gmeéres est dépendante TERC qui sert de
matrice & TERT pour la transcription reverse. Umpldication de I'expression de TERC en plus de

I'expression de TERT ont été reportées dans pissieancers, dont la leucémie et le carcinome
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cervical (Nowak et al., 2006)(Andersson et al.,@0@e maniére intéressante, il a été montré que le
régions subtélomériques et télomériques peuvemt teanscrites en ARNs non codants appelés
TERRAs (Telomeric repeat-containing RNA). Ces IncRNAsemgissent, d'une part avec la
composante ARN de la télomerase, et avec la sadtés newverse transcriptase de la télomerase TERT
d'autre part. Ainsi, ces IncRNAERRAsgissent par compétition avec I'ADN télomériquakibent

la fonction de la télomérase (Figure 47)(Redorl.e2@10). De plus, I'inhibition de I'expression ks
INcRNAs est nécessaire a l'activité de la télongezur le maintien des téloméres et l'immortalité

réplicative (Ng et al., 2009).

TERRA

telomerase

Figure 47 : Représentation schématique de l'inhibibn de l'activité Télomérase induite par les
IncRNAs TERRA.

Pour I'heure, il n'y a pas de preuve pertinentengada dérégulation potentielle, I'extinction
ou la mutation des INcRNABERRAdans le cancer. Nous savons en revanche quecfeSIAs sont
fortement exprimés dans les tissus adultes saies p&u ou pas d'activité télomeérase, et faiblement
exprimés dans les lignées cancéreuses comme keligela (Azzalin et al., 2007)(Schoeftner and
Blasco, 2008).
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VIIl) Mécanismes de dérégulations des INcRNAs dans lesicars

Il n'y a que peu de données décrivant des mécasigmervenant dans la dérégulation de
I'expression des INCRNAs dans les cancers. La itéajbes dérégulations des INcCRNAs, associées aux
cancers et qui ont été caractérisées, sont la goesée de dérégulations transcriptionnelles et
épigénétiques. Il existe également quelques tragainont mis en avant les événements génétiques
pouvant directement affecter I'expression des In&®HNans le cancer. Un de ces rares exemples est
I'amplification du INncRNAPVT-1 Ce IncRNA est situé sur le chromosome 824 efrélguentes
amplifications de cette région ont été rapportéeassociées a une survie diminuée (Popescu and
Zimonijic, 2002). Le génVT-1est donc frequemment amplifié et surexprimé darshcer du sein
et de I'ovaire (Guan et al., 2007), ainsi que damsincer colorectal ou cette surexpression estiEss
a une inhibition de I'apoptose et a un mauvais gstin (Takahashi et al., 2014). Des altérations du
nombre de copies d'une région du chromosome 3gl&@itenant les INCRNA8C040587 et
LOC2851940nt également été rapportées dans des cas d'ostgusa. |l est intéressant de noter que
le INCRNALOC?285194a été décrit comme un suppresseur de tumeur drairtHa prolifération, et sa
délétion est associée a un mauvais pronostic depdtients atteints d'ostéosarcomes (Pasic et al.,
2010). De maniére intéressante, il existe deslbeations chromosomiques impliquant les INcCRNAs.
Nakamuraet al. ont ainsi mis en évidence la translocation t(§3%g27) générant la fusion du gene
BCL6 (B-cell CLL/Lymphoma 6) avec GAS5 chez un patiatteint de lymphome diffus a grandes

cellules B (Nakamura et al., 2008).
IX) Biomarqueurs et potentiel clinique

Le fait que les INcRNAs puissent présenter une esgion plus tissu-spécifique avec des
variations d'expressions trés larges entre legstipar rapport aux génes codants, suggére quits so
potentiellement de bons candidats en tant que bguears ou de cibles. Un certain nombre d'entre
eux sont associés a des parametres cliniques, cdenréponse aux traitements, la survie, la rechute,
etc... A titre d'exemples(ISTest fortement associé a la DFS (Disease Freev@ljrehez les patients
avec un cancer ovarien traité au Taxol (Huang gt28102), etMALAT1 est un bon marqueur
pronostique indépendant de la survie dans les premstades de I'adénocarcinome du poumon (Ji et
al., 2003b). Certains IncRNAs sont particulieremspécifiques du tissu néoplasique con@AT],
uniquement exprimé par les cellules cancéreusedldn, suggérant que les INCRNAs pourraient étre
de bons marqueurs diagnostiques. Une méthode é&édarmétectiom vitro, ex vivoet surtouin situ
a été développée par Kaghal. En effet, les auteurs ont mis au point une sdre@eon spécifique de
CCATL1lié a un PNA (Peptid Nucleic Acid) pour mettre @ridence le tissu tumoral par rapport au
tissu sain a partir d'échantillons sur lame (Kamalet 2013) (Figure 48)HULC (Hepatocellular
carcinoma up-regulated long non-coding RNA) estinaRNA compétiteur du miR-372, fortement

exprimé dans les tumeurs primaires du foie et desmsnétastases hépatiques du cancer colorectal,
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mais n'est pas exprimé dans le cancer colorectalappe ni dans les métastases non hépatiques
(Matouk et al., 2009)(Panzitt et al., 2007). Undrayparticularit¢ deHULC est qu'il peut étre
facilement détecté dans le sang des patients paégam carcinome hépatocellulaire par RT-qPCR.
Mais l'exemple le plus pertinent a I'neure actuediele IncRNAPCA3.Ce IncRNA est exclusivement
exprimé et associé au cancer de la prostate. RaurajPCA3est sécrété dans les urines des patients
(de Kok et al., 2002). Ces caractéristiques pdibiement intéressantes ont mené au développement
d'un test urinaire quantifiant le niveau d'expresslePCA3pour une utilisation clinique : Progensa™
PCA3 urine Test (Durand et al., 2011). C'est umtage non négligeable au diagnostic du cancer de

la prostate, et qui permet d'éviter la répétities Hiopsies.

Tissu sain Tissu tumoral

Figure 48 : Détection deCCAT1 dans les tissus sains et tumoraux en paraffine &ide d'une
sonde beacon.CCAT1 n'est détecté que dans l'adénocarcinome color§utato de droite) dans
pratiguement toutes les cellules tumorales aloms lgpn n'observe qu'un faible bruit de fond de

fluorescence dans le tissu sain (photo de gauéluz)pfé de Kam et al., 2013).

Il est bien évidemment trés prématuré de parleilllage des IncRNAs dans le cancer, méme
si des stratégies d'inhibition via l'utilisation d®lécules inhibitrices d'interactions avec cedain
protéines sont envisagées. Mais I'utilisation ebepfession tissu-spécifique des INCRNA a été mise a
profit dans des traitements génétiques plus cillaseffet, I'expression du INcCRNIA19 est fortement
augmentée dans une grande variété de cancersdavgandes différences d'expressions par rapport
au tissu sain adjacent. Le plasmide BC-819 (DTAX4 @%lors été développé avec un gene codant
pour la sous-unité A de la toxine diphtérique stauségulation du promoteur dd19 (Amit and
Hochberg, 2010). Le plasmide peut étre utilisé ipgctions intra-tumoral ou méme en aérosol,
induisant lI'expression de la toxine diphtériquecgmgiement dans la tumeur. Il y a déja eu quelques
essais chez 'hnomme avec des résultats encouragkars différents types de cancer comme le cancer

du poumon ou de la vessie (Hasenpusch et al., gidliLgt al., 2008).

Nos connaissances concernant la fonction et l'itng@da dérégulation des IncRNAs se sont

considérablement étendues ces dernieres annéesndagp, comme l'a montré cet état de la
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littérature, le nombre de INCRNAs caractériségerdses faible par rapport au nombre total de
transcrits annotés. De plus, un grand nombre deamoes d'actions restent incomplets mais leur
intérét en tant qu'acteur, biomarqueur, diagnastipronostic est certain. Toutes les études d'sesaly

de profils d'expression de IncRNAs ont mis en éweaedes INcRNAs dérégulés dans de nombreuses
pathologies, notamment dans les cancers. Maig & pour I'heure que trés peu de données dans les
cancers hématologiques, et plus spécialement chezphtients atteints de leucémies aigués

myéloblastiques.
X) LncRNAs et hématopoiese normale

L'hématopoiese est le processus par lequel soduipgoet renouvelés tous les éléments
figurés du sang. Ce processus s'effectue au sdardeelle osseuse par étapes successives admartir
la cellule souche hématopoiétique. En réponse &idesux exogenes, ces cellules multi-potentes
peuvent se différencier en érythrocytes (globulesges), en cellules myéloides ou lymphoides
(globules blancs) ou en thrombocytes (plaquet@n)distingue quatre compartiments le long de la
différenciation hématopoiétique : les cellules $mschématopoiétiques, les progéniteurs s'engageant
dans l'une ou l'autre lignée, les précurseurs quiigisent et maturent, et les cellules matures
différenciées et fonctionnelles. Ce processus B#&eesn microenvironnement médullaire particulier
avec l'intervention de facteurs de croissance p@mgager dans les différents lignages comme ['lL-7
(Interleukine 7), 'EPO (Erythropoiétine), le TPTh(omboPoiétine) et le GM-CSF. De plus, cette
différenciation est sous la dépendance de factdeirsanscription spécifiques et nécessaire comme
PAX5, PU-1 ou GATA-1.
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Figure 49 : Représentation schématique de I'hémataojiese.
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A cejour, il y a tres peu d'exemples de IncRNAsrvenant dans I'hématopoiese (Tableau). Je

vais donc détailler les exemples les plus pertsdans les différents lignages hématopoiétiques.

Lignages IncRNASs impliqués
Cellules souches H19 (Venkatraman et | IncHSC-1et2 (Luo et
hématopoiétiques al., 2013) al., 2015)
Granulocytaire EGO(Wagner et al.,, | HOXA-AS(Zhao et al.,| HOTAIRM1(Zhang et
2007) 2013) al., 2009)
Dendritique Inc-DC (Wang et al.,
2014)
Erythrocyte EPS(Hu et al., 2011) | EC7(Alvarez-
Dominguez et al.,
2014)
Lymphoide linc-MAF-4 (Ranzani | GATA3-ASITH2) NEST(TH1) (Collier et
et al., 2015) (Zhang et al., 2013) | al., 2014)

Tableau 5 : Liste des IncRNAs impliqués dans lesftitrents lignages hématopoiétiques.

Dans les LT-HSCs (Long Term Hematopoietic Stem)CEIL9 est fortement exprimé puis
son expression diminue des le stade ST-HSCs (Stwrh Hematopoietic Stem Cell). La perte de
I'expression maternelle d¢19 in vivoconduit a une diminution des LT-HSCs et une audatim
des ST-HSCs suggérant un impact de ce IncRNA danzwintien de ces cellules hématopoiétiques.
Les cellules souches hématopoiétiques déficiemtel 8 entrent plus facilement en cycle, provoguant
une augmentation de la prolifération et une peetdadito-renouvélement (Venkatraman et al., 2013).
Ainsi H19 semble nécessaire a la quiescence des cellulebesbhématopoiétiques. Plus récemment,
Luo et al. ont mis en évidence que les INCRNkseHSC-1 et 2 étaient impliqués dans l'auto-
renouvelement et I'engagement dans les différ@gmades hématopoiétiques par des mécanismes de
régulation épigénétique, impliquant des facteués ale I'hématopoiése tel que E2A (Luo et al.,
2015Db).

Il existe plusieurs exemples de IncRNA impliqguéagii différenciation érythroide. En 2011,
Hu et al. ont identifié chez la souris le INCRNEPS (Erythroid ProSurvival IncRNA) régulant
positivement la différenciation terminale érythmidCe INCRNA n'est pas exprimé dans les autres
lignages hématopoiétiques et sa surexpression ptofae survie des érythrocytes en inhibant
I'expression de génes pro-apoptotigBesrd et Cidebchez la souris (Hu et al., 2011). D'autres études
ont identifié des INCRNAs spécifiques et potergigént régulateurs du lignage érythroide chez la

souris. Certains sont par ailleurs régulés pafdeteurs de transcription érythroides comme GATAL,
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TAL1 (T-cell acute lymphocytic leukemia 1) et KLRKruppel-like factor 1). On peut citer le
IncRNA ECY transcrit a partir de la région enhancer du gebh€4A1 un transporteur membranaire
des anions dans les globules rouges impliqués|@erésnie hémolytique. La déplétion BE7 inhibe
I'expression deSLC4Al la maturation des érythrocytes, la diminution ldetaille cellulaire et
I'énucléationex vivo(Alvarez-Dominguez et al., 2014). Une deuxiémelétsimilaire a identifié des
INcRNAs spécifiques des érythroblastes humainst(doen communs avec I'étude précédente), des
megacaryocytes, et des précurseurs mégacaryogytedddes murins. Quelques-uns de ces INCRNAs
sont également régulés par les facteurs de tratiscri GATAL et TAL1, et nécessaires a la
différenciation terminale des érythrocytes. Cepetdseulement 15% des IncRNAs identifiés dans les

érythrocytes murins sont conserveés et exprimés ldtmmme (Paralkar et al., 2014).

Les seuls exemples de IncRNAs impliqués dans kérdificiation myéloide granulocytaire
sontEGO, HOXA-AS2et HOTAIRM1 EGO (Granule Ontogeny IncRNA) est un IncRNA anti-sens
intronique du géen€rPR1(Inositol 1,4,5-TrisPhosphate Receptor type 1),e3ti exprimé a partir des
progéniteurs hématopoiétiques CD3dsqu'aux cellules éosinophiles matures. Ce IncRi¢Amet
I'expression de MBP (Major Basic Protein) et d'E@dsinophil Derived Neurotoxin), des protéines
nécessaires au bon fonctionnement des celluleaaisies (Wagner et al., 200HOXA-AS2est un
IncRNA surexprimé lors de la différenciation myékeide la lignée promyélocytaire NB4 induite par
l'acide rétinoique. Au cours de ce processus,nibde que ce INcCRNA joue un rble d'inhibiteur de
I'apoptose (Zhao et al., 201BHOTAIRM1(HOXA transcript antisens RNA, Myeloid specific &3t
également un IncRNA anti-sens du clug#€dXA. Ce IncRNA a été identifié comme étant surexprimé
lors de la différenciation granulocytaire induiter pacide rétinoique de lignées cellulaires LARIet
progéniteurs myéloides. La délétion HEOTAIRM1 dans la lignée LAP NB4 conduit a la sous
expression de genéfOX tels queHOXAlet HOXA4 et de genes intervenant dans la différenciation
granulocytaire tels qué&D11b et CD18 (Zhang et al., 2009). De plus, la sous expressien
HOTAIRM1 provoque un retard de la différenciation induite pacide rétinoiquén vitro, et une
diminution des génes associés a l'activation goaytdire, la défense immunitaire et la maturation
(Zhang et al., 2014).

Des IncRNAs ont également été identifiés dans fi@rdinciation des monocytes en cellules
dendritiques (DC). Lénc-DC est un InNcRNA cytoplasmique régulé par PU.1, gtiva le facteur de
transcription nécessaire a la différenciation ditiqgtie STAT3 (Signal transducer and activator of
transcription 3). Dans ce processlis;-DC interagit directement avec STAT3 et empéche son
inactivation par déphosphorylation médiée par SHIST Homology region 2 domain-containing
phosphatase-1). De plus, son inactivation conduitina défaut de différenciation des cellules
dendritiquesn vitro, associé a la perte d'expression de facteurs seoes a leur fonction d'activateur
des lymphocytes T comme les facteurs CD40, CD8086C[2t HLA-DR pour la présentation de
l'antigéne (Wang et al., 2014b).
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L'exemple le plus pertinent de IncRNA intervenaming la lignée lymphocytaire est le
IncRNA linc-MAF-4 impliqué dans la balance entre différenciation pgywocytaire THL1/TH2 (T
Helper). Ce IncRNA est spécifiguement exprimé dasdymphocytes TH1 dans lesquelles il semble
réguler négativement les facteurs de transcripyarmphocyte TH1-spéciques MAF par le biais du
recrutement de LSD1 et PRC2. En effet, l'inhibitdalinc-MAF-4 au cours de la différenciation

lymphocytaire conduit & une différenciation biaisées un phénotype TH2 (Ranzani et al., 2015).

De maniére intéressante, trés peu de ces INCRN&gsléomme intervenant dans le processus

normal d'hématopoiése ont été associés aux hénegpath
Xl) LncRNAs et hémopathies malignes

Comme dans I'hématopoiése normale, il y a peu migles de INcRNAs impliqués dans les

hémopathies malignes, je m'attacherai donc a édesrexemples les plus pertinents.

Hémopathies

IncRNASs impliqués

Leucémie lymphoide
chronique

DLEUZ2 (Garding et al.
2013)

Leucémie lymphoide
aigué T

LUNAR (Trimarchi et
al., 2014)

T-ALL-R-LncR1
(Zhang et al., 2014)

Leucémie lymphoide
aigué B

BARL2 (Fernando et
al., 2015)

Lymphome

FAS-ASL1 (Sehgal et
al., 2014)

PEG10 (Peng et al.,
2015)

GAS5 (Mourtada-
Maarabouni and
Williams, 2014)

Leucémie myéloide

chronique

H19 (Guo et al., 2014)

BGL3(Guo et al.,
2015)

Myélodysplasie

XIST (Yildirim et al.,
2013)

Tableau 6 : Liste des IncRNAs impliqués dans lesffitirentes hémopathies malignes.

Dans la leucémie aigué lymphoblastique T (LAL-B) plupart des événements oncogéniques
conduisent a une sur-activation de la voie Notah.IhRcRNA LUNAR1 (Leukemia-induced Non-
coding Activator RNA) est un IncRNA oncogénique guomeut la croissance cellulaire dans cette
pathologie, en augmentant I'expressioGELR et de la voie de signalisation d'IGHilvitro. Dans ce
contexte, LUNARL1 est activé par la voie Notch, et agit comme unaaobr ARN recrutant le

complexe Mediator au promoteut@F~1R De plus, les cellules LAL-T avec une faible exgsien de
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LUNAR1 présentent une capacité de prolifération dimineieexénogreffes (Trimarchi et al., 2014).
Récemment, l'analyse d'expression des IncRNAslddascémie aigué lymphoblastique B (LAL-B) a
mis en évidence l'impact de I'expression du IncCRBERL-2 (B-ALL-associated long RNAs-2) qui
était corrélée a un mauvais pronostic. Ce IncRNA&ogénique augmente la croissance cellulaire,
diminue l'apoptose et la réponse aux traitemerilisagt dans ce type d’hémopathie (Fernando et al.,
2015).

H19 impliqué dans I'hématopoiése normale est ausdigugpdans les hémopathies et plus
particulierement dans la leucémie myéloide chrani@MC) avec translocatioBCR-ABL Dans des
lignées de LMCH19 est régulé positivement par MYC et la sous exmasde H19 diminue la
prolifération et la formation de tumeurs en xénéfgrell a été suggéré que cette caractéristique
oncogénique deH19 était la conséquence de sa fonction en tant qu'AdKhpétiteur de
l'oncosuppresseur microARN let-7 (Guo et al., 20 )'inverse, le INcRNABGL3 (Beta Globin
Locus 3) est un INcRNA suppresseur de tumeur gabhMC avec translocatioBCR-ABL En effet, il
a été montré qu'il régulait positivement I'expressdu suppresseur de tumeRFEN en agissant
comme un ARN compétiteur des microARNs cibIBMEN miR-13 et miR-20a. De plus, I'expression
de ce IncRNA dans une lignée celluld3€R-ABLpositive conduit & une diminution de la capacéé d
survie et & une augmentation de l'apoptose inghdtel'Imatimib, un inhibiteur de tyrosine kinase

utilisé dans cette pathologie (Guo et al., 2015).

En 2013, Yildirimet al. ont montré I'impact d&ist dans le cancer a l'aide de modeéles murins
de délétion conditionnelle déist dans les cellules hématopoiétiques. Les autetigguoobserver chez
ces animaux le développement d'organomégalies lgidph massives, d'infiltrats lymphoides et de
leucémies myéloides létales. De plus, la moellewsss de ces animaux présente des défauts comme
une myélofibrose et une dysplasie multi-lignagecapétulant la progression de syndromes
myéloprolifératifs humains. Les cellules souchesm@dpoiétiques présentent également des
marqueurs aberrants de maturation et d'auto-refemedt, et leurs transplantations dans un
environnement sauvage conduit au transfert de lldiga D'un point de vue mécanistique, la
déficience deXist dans les cellules souches hématopoiétiques corduine réactivation du
chromosome X inactif et a la dérégulation de fastémpliqués dans les leucémies myéloides comme
GATAL, FLT3, MYB et CSF1 (Colony stimulating factdy (Yildirim et al., 2013).

XI) LncRNAs dans la leucémie aigué myéloblastique

Les £*IncRNAs qui ont été associés aux LAMs sBii® et MEG3 Une étude sur 32 cas de
LAMs a rapporté une sous expressionHi et une autre étude a montré une hyperméthylation d
promoteur deMEG3 associées a un mauvais pronostic. Mais aucune étadt réellement allée plus

loin quant a leurs implications dans cette pathel§gessema et al., 2005)(Benetatos et al., 20%0).
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ailleurs, il n'existe que trés peu d'études étsdntisle lien entre INCRNAs et LAMs et celles-ci tson

généralement centrées sur des entités trés spesfig

Récemment, une nouvelle technique de R3C (RNA-guiZieromatin Conformation Capture)
a été deéveloppée pour permettre d'identifier lesRMNAs interagissant avec une région
chromosomique donnée. L'ARN est rétro-transcrifBMNc biotinylé (en présence de dCTP-biotine)
et ligué a I'ADN génomique adjacent apres digesdamymatique. Le complexe ADNC/ADN est
purifié par l'utilisation de billes streptaviding analysé par PCR (Zhang et al.,, 2014b). Par cette
technique, deux INcRNAs ont été identifies dansldeisimpliqués dans les leucémid®lJNXORet
IRAIN.

Le IncRNA RUNXOR(RUNX1 overlapping RNA) a été identifi€ comme étamanscrit a
proximité du gendRUNXJ recouvrant le gene codant et pouvant interagicde promoteur de ce
dernier. Ce IncRNA intervient dans la mise en pldedoucles intrachromatiniennes entre I'enhancer
et le promoteur dRUNX1 Les auteurs de ce travail ont observé BUBNXORétait surexprimé dans
les lignées cellulaires LAM et chez les patients. Baniére surprenante, il ne semble pas qu'il y ait
une corrélation d'expression enREINX1et RUNXOR Afin d'identifier les régions génomiques avec
lesquelles le IncRNA pouvait interagir, Waerg al. ont développé la RAT (Reverse Transcription-
associated Trap). Cette méthode permet d'identd®régions génomiques cibles des IncRNAs par

immunoprécipitation de I'ADNc biotinylé en compéeavec 'ADN génomique (Figure 50).

DU DO DX DK
IncRNA RT brin spécifique
Y (dCTP-biotine)

BEiotm

Précipitation ADNc-biotine/ADN

Y

Identification interaction ARN/ADN

Figure 50 : Représentation schématique du protocolde RAT pour déterminer les interactions
ARN/ADN. Le IncRNA ciblé est rétro-transcrit de fagon spécié en présence de dCTP biotinylés.
Le complexe ADNc-biotine/ADN génomique est digéré iemmunoprécipité a l'aide billes
magnétiques streptavidine. La région génomique &aauaelle interagit le INCRNA est identifiée par
PCR ou séquencage (AdaptéSim et al., 2014a).
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Par cette méthode, il a été mis en évidence RUBIXOR interagissait avec des régions
fréquemment associées aux translocations RiEX1 C'est un travail particulierement intéressant,
puisque cela suggéere qRIJINXORintervient dans la formation de boucles interchatniennes
potentiellement impliquées dans la génération aestocations d®RUNX1retrouvées dans les LAMs
(Wang et al., 2014a) (Figure 51). Le IncRNRAIN a également été identifié par cette méthode de
R3C.IRAIN est un IncRNA anti-sens exprimé a partir d'un prtaur intronique du locuksFR1, un
locus impliqué dans l'augmentation de la croissamtieilaire. Ce INCRNA est surexprimé dans des
lignées cellulaires LAMs et chez les patients LAM®c caryotypes complexes associés a un mauvais
pronostic. Tout comme polUNXOR IRAIN permet la formation de boucles chromatinienneseent
le promoteur déGFR1 et un enhancer distant. Cependant, il n'y a pakodeée quant a la corrélation
d'expression entdiRAIN etIGFR1 (Sun et al., 2014a).

-
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[ RUNXOR/RUNX1 ]

[ Interactions faibles ]

Figure 51 : Représentation schématique des interdaons entre le IncCRNA RUNXOR et
différentes régions du génome fréquemment impliguéedans des translocations avec le gene
RUNX1 (Adapté deVang et al., 2014a)

Emmrichet al. ont étudié les deux INCRNAs hotes des microARNR-88a~ 125b-2 et miR-
100~125b-1,miR100HGet MONC (ou MIR99AHG (Emmrich et al., 2014). Ces microARNs ont
clairement été associés a la promotion de la leigcémigué mégacaryoblastique. Dans cette
hémopathie maligne, ces INcCRNAs sont surexprimdsues expressions sont corrélées a I'expression
de leurs microARNSs introniques respectifs. De pM&NC participe au blocage de la différenciation
myéloide indépendamment de sa fonction de productesi microARNs. En effet, il a été montré

gu'indépendamment de l'expression des microARMN3SNC perturbait I'hématopoiese et augmentait

107



la prolifération des progéniteurs érythroides, dali$ était surexprimé dans les cellules souches et

progénitrices de sang de cordon (Emmrich et al420

Trés récemment, un INCRNA a été associé aux LAMs awtation du gen€EBRu. En effet,
Hugheset al. ont montré que la forme sauvage de C&Bfe fixait au promoteur du IncCRNA
oncogéniquadJCAL (Urothelial Carcinoma Associated 1) et réprimaib £xpression. A linverse, la
forme mutée de CERPpermet l'expression du IncRNA. Dans les LAMs aleemutation de ce géne,
on observe effectivement une surexpressiolJ@&1 et il semblerait que ce dernier augmente la
prolifération des blastes myéloides en réprimamplession du régulateur du cycle cellulaire p2¥kip
(Hughes et al., 2015).

Les INcRNAs peuvent également étre dérégulés pgaaie de translocations chromosomiques.
Récemment, des fusions du gene cotBMCE2(Non-SMC element 2) ont été identifiees avec deux
IncRNAs,PVT1-NSMCEZhez un patient atteint de LAM BE104016-NSMCE®ans la lignée LAM
HL-60 (Chinen et al., 2014PVT1est un INcCRNA oncogénique, producteur de microARBgulé par
MYC et p53 et inhibant I'apoptose (Carramusa et28l07).BF104016est un IncRNA composé de
'exon 4 deCCDC26 un IncRNA impliqué dans l'inhibition de I'apoptost 'augmentation de la
survie. Le géne codamiISMCE2 est quant a lui impliqué dans linstabilit¢é chremmique et
laugmentation de la fréquence des cassures deNl'dbez la levure (Rai et al.,, 2011). Il n'y a

cependant pas plus de données quant a l'implicdéares translocations dans la LAM.

Dans le paragraphe consacré a NPM1 dans les LAMgié des travaux ayant montré un
profil d'expression de IncCRNAs particulier dans l&sMs présentant la mutation NPM1. En effet,
dans ce travail publié fin 2014, Garzenal. ont étudié le profil d'expression des INCRNAs diss
LAMs a caryotype normal a l'aide de microarrayss beteurs ont pu mettre en évidence différentes
signatures associées aux mutations dans les ¢&Peld, CEBRx (dont le INcRNA UCA1),IDH2,
ASXL1 RUNX1etFLT3-ITD. De plus, cette étude a pu corréler I'expresse@mdRNA & la survie et
a la réponse aux traitements (Garzon et al., 2@dpendant, I'analyse a été réalisée microarrhys, i
n'y a donc pas d'identification de nouveaux tratsscDe plus, il n'y a pas de caractérisation

fonctionnelle de INcCRNAs dans ces LAMs particulgre

Comme on peut I'observer dans cet état de laditige, les différents travaux impliquant les
IncRNAs dans la LAM représentent des exemples petgtassociés a des LAMs spécifiques (LAPs,
leucémie aigués mégacaryoblastiques, LAKEBR:x muté), ou associés a des translocations
chromosomiques. Il n'y a donc pas d'analyse a gréctelle de I'expression des IncRNAs dans les

LAMs, et plus spécifiquement dans les LAMs a caygetnormal.
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Les données de la littérature suggeéerent depuisiepitss années que les INCRNAs sont
impliqués dans le processus de cancérogenese pears dinécanismes moléculaires impliquant
pratiquement tous les niveaux de régulation mosémil Au début de ma thése, il n'y avait que trés
peu de données impliqguant les INCRNAs dans les pathizs malignes et moins encore dans la
leucémie aigué myéloblastique. La mise en évidatedncRNAs dérégulés dans ces pathologies
pourrait nous permettre de mieux comprendre leamstions d’'un point de vue fondamental, mais

également leurs roles dans les processus onco@éniges objectifs de ma thése ont été :

- Déterminer le profil d'expression des IncRNAs slé&s LAMs présentant un caryotype normal et
corréler les données transcriptomiques aux donok@so-biologiques de ces patients. Les LAMs
résultent de l'acquisition de mutations dans ledlules souches ou dans les progéniteurs
hématopoiétiques. Elles peuvent étre divisées sidsncritéres cytogénétiques. On y retrouve des
patients avec des anomalies chromosomiques rétesrerdes caryotypes complexes, des
translocations chromosomiques rares, mais la mdiig cas est représentée par des caryotypes
normaux pour lesquels il existe peu de facteursgstiques, car les événements oncogéniques sont
inconnus. Nous avons donc choisi de nous concestrerces patients a caryotypes normaux. La
cohorte de patients sélectionnés pour cette étohprend 21 cas de LAMs a caryotype normal avec
des mutations de la tyrosine kindsSeT3 et/ou de la nucléophosmiMdPM1 (mutations récurrentes
dans les LAMS), et 19 cas de LAMs a caryotype nbsaas mutatiodrLT3 et NPM1 L’'analyse du
profil d’expression des INcCRNAs a été réalisée RidA-sequencing (lllumina) en collaboration avec

le Beijing Genomics Institute (BGI, Hong Kong).

- Déterminer limpact fonctionnel de la dérégulatide IncRNAs d'intérét dans la LAM et les
mécanismes moléculaires dans lesquels ceux-ciimpiijués. Leur dérégulation pourrait alors avoir
un impact dans la transformation tumorale, c’estrgooi nous avons testé les conséquences de leur
inactivation et/ou surexpression dans nos diff@gidignées cellulaires. Afin de pouvoir étudier la
fonction de ces IncRNAs, nous les avons caractdsépréalable pour mettre en place des modeles
d'étude. En effet, des approches de biologie mddéeu (RACE), cellulaire (fractionnement
cellulaire) et bioinformatique, nous ont permisdigerminer la séquence exacte des transcrits, s'ils
sont cappés, polyadénylés, leur localisation (raiidéou cytoplasmique) et leur conservation entre
espéces. Nous avons utilisé difféerentes lignéekilaieges myéloides humaines : la lignée NB4
promyélocytaire eNPM1 non muté, la lignée OCI AML3 avec la mutatiblPM1 et une lignée
HL60ER NPM1 non muté, présentant un récepteur écotropiquennutitisable pour la transduction

par des rétrovirus murins.

Ce projet s'inscrit dans I'idée récente que ces ARNt une véritable fonction physiologique
et que leurs dérégulations ont des conséquencesipgiues. Cette étude, ciblant les INCRNAs

présentant une expression inadaptée dans le centiexicémique, pourrait nous permettre
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d’approfondir nos connaissances fondamentalesasianiction des INncRNAs, et aussi d’étudier leurs
réles dans les processus oncogéniques. A tradslé des INcRNAs dans les hémopathies malignes,
nous visons une plus grande connaissance du moécienmu des ARNs non codants et une meilleure
compréhension de ce nouveau niveau de complexité e régulations géniques. Ces IncRNAs
pourraient rapidement constituer des outils mokices de choix pour de futures thérapies, pour de

nouveaux tests diagnostiques, et ainsi aider anogtiz.
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Résumeé :

Au cours de ce travail, nous avons évalué les Iprdfexpression des INncRNAs par RNA-
sequencing sur 40 patients atteints de leucémggsimyéloblastiques avec un caryotype normal
(LAM-CN). Cette approche a mené a la découvertplde de 8000 IncRNAs non identifiés a ce jour.
Par analyse non supervisée, nous avons observeigmaure spécifique de INcRNAs dépendante du
statut mutationnel dBIPM1 L'utilisation de la méthode mathématique Spameid? Least Squares
Discriminant Analysis (Sparse PLS-DA) nous a perdiidentifier un set minimal de 19 IncRNAs
capable de discriminer les patieMBM1 muté des patientdPM1non muté. Ces INCRNAs pourraient
étre de bons candidats d'études fonctionnelle8scpourraient étre impliqués dans le développement

de la leucémie et plus particulierement dans lesSIEAIPM1 muté.

En parallele, l'analyse de l'association entreplession des INncRNAs précédemment
sélectionnés et les parametres clinico-biologiqdes patients, nous a permis d'identifier une
combinaison de deux IncRNAs, XLOC 010909 et XLO@BWA qui présentent des profils

d'expression associés au pronostic clinique désmsai AM-CN.

Ces résultats ont permis d'une part, didentifies dhcRNAs candidats potentiellement
impligués dans le processus de leucémogénese ddsAMNPM1 muté, et d'autre part, cette étude
suggére que les IncRNAs pourraient étre égalemerttaths biomarqueurs pronostiqgues dans cette

pathologie.

11t



11¢



Long non-coding RNA expression in cytogeneticalbymal AML identifies a distinct

signature associated with NPM1 mutations

Etienne De Clara Ma Hanjing, Francois VergéZ, Cathy Queleh Sébastien Deje&dnCécile Demu®, Eric
DelabessE®, Christian Rechér’, Christian Touridl, Maria Paola Marteflj Brunangelo Falifij Pierre Broussét

and Marina Bousquét

!Centre de Recherches en Cancérologie de Toulo®ETE UMR1037 Inserm/Université Toulouse IIl Paul
Sabatier, ERL5294 CNRS, Oncopole de Toulouse, Bueélubert Curien
CS 53717, 31037 TOULOUSE CEDEX 1, France

BGlI, 11F, Main Building, Beishan Industrial Zoneantian District, Shenzhen, 518083, China

3_aboratoire et service d’Hématologie, Centre Hagigit Universitaire de Toulouse, Institut Univeasie du

Cancer, 31059 Toulouse, France.

“Institut de Mathématiques de Toulouse, UMR 5219v&rité de Toulouse / CNRS Université Paul Sahatier
118 route de Narbonne 31062 Toulouse Cedex 9

®Institute of Hematology, University of Perugia, @dple S. Maria della Misericordia, Perugia, Italy
® Corresponding AuthoMarina Bousquet

Centre de Recherches en Cancérologie de Toulol®eTL
UMR1037 Inserm/Université Toulouse Il Paul Salratie
ERL5294 CNRS

Oncopole de Toulouse

2 avenue Hubert Curien

CS 53717

31037 TOULOUSE CEDEX 1 — France

Phone: +33582741671
Fax: +33582741685
E-mail: bousquetmarina@gmail.com

Conflict-of-interest disclosure: The authors deglao competing financial interests.



The analysis of 200 acute myeloid leukemia (AMLh@®es in the context of the Atlas
Genome Project highlighted the genetic and epigeaethitecture of cytogenetically normal
AML (CN-AML)(1), provided new important informatioon genetic alterations involved in
AML development and also identified potential tofis risk stratification of AML and new

diagnostic and therapeutic targets. However, th&tselies mainly focused on genetic
alterations that either impact on protein codingnege or microRNAs. The discovery of
INcRNAs provides a unique opportunity to identifewn biomarkers and key players in
leukemogenesis. Accumulating evidence points tosvand important role for INCRNAs in

cancer initiation, development, and progression AZjecent publication showed by a custom
microarray strategy that IncRNAs expression is @ssed with common mutations in AML

and that some IncRNAs correlate with survival @gspite this, our overall knowledge of

IncRNAs in cancer, including leukemia, remains Vianyted (4-6).

In this study we sought to determine IncCRNA expmssprofiles in CN-AML. RNA
sequencing of forty CN-AML patients (Table S1, Cdhb) allowed us to identify 11036
expressed IncRNAs. Among them, we identified 85@& IMcRNAS, not previously reported

in the RefSeq, UCSC and ENCODE databases.

We performed an unsupervised analysis with the @ TII8-AML IncRNAs using hierarchical
clustering. As shown in Figure 1A (and Figure S1&ystering segregated the samples into
two main groups. Different criteria were evaluateddefine the two groups, namely FAB
status, age and mutational status (presence/absén¢EM1 and/or FLT3-ITDmutations).
The main observation was that NPM1-mutated patierdse largely enriched in the first
group (75%) compared to the second group (8%) (p&8x This result suggests that there is

a IncRNA expression profile that is specific to NP&hutated patients.
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To identify the differentially-expressed IncRNAssasiated with NPM1 mutations in the 40
patients with CN-AML, we compared NPM1-mutated AMatients (n=14) with NPM1-wild

type AML samples (n=26) using the EdgeR package. fdéesed our study on highly-

expressed INncRNAs by selecting INcRNAs that haleagt 10 cpm (counts per million) in at
least 14 of the 40 patients. Among the 5333 IncRN&$ected, 236 IncRNAs were
significantly differentially-expressed (FDR<D between the two groups. Of the 236
differentially-expressed INcCRNAs, 107 IncRNAs hafbla change higher than 4, 26 of which

were up-regulated in NPM1-mutated patients and &k wown-regulated.

To validate our strategy we applied the same apgprda mRNAs and compared NPM1-
mutated with NPM1-wild type AML patients. Among thd most differentially-expressed
MRNAs, the HOX genes were up-regulated and the CB24.CC and MN1 genes were
down-regulated. These have already been desarbgeveral previous studies and validate

our IncRNA findings (Table S2) (7, 8).

Among the 107 IncRNAs that were found to be diffieiadly-expressed in NPM1-mutated
patients, 74 are located within introns or exongrotein-coding genes and 33 are intergenic
or anti-sense IncCRNAs. To avoid quantification oémMRNA by RT-gPCR, we focused our
attention on the 33 intergenic and anti-sense IP&RKTlable S3). Hierarchical clustering
using these 33 INcCRNAs clearly separated NPM1-radtdtom NPM1-wild type AML
patients, as shown in Figure S1B (p=1.Z1(RNAseq data were validated by RT-qPCR
(Fluidigm). Quantification was done only on 32 bé&t33 IncRNAs previously selected due to
technical reasons. We observed a large positiveledion between the two techniques (Table
S4). Hierarchical clustering with Fluidigm data iomed the separation of the NPM1-
mutated and NPM1-wild type groups (p=1.6X1qFigure S1C). In order to validate this
IncRNA signature, a validation set (h=50) composk83 new NPM1-mutated AML patients

and 17 NPM1-wild type was used (Table S1, CohorAg)ong the 50 patients, we included 8
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patients with no recurrent cytogenetic abnormalitteat had been classified within the
intermediate risk group to increase the cohort [@aB5). As shown in Figure S1D,
hierarchical clustering allowed us again to disanexe between NPM1-mutated and -wild

type patients (p=0.002).

In order to reduce the number of discriminatingRNAs we used the Sparse partial least
squares discriminant analysis (Sparse PLS-DA) ambron the 33 IncRNAs identified from
the RNA sequencing data, which allowed us to idg@timinimal set of 19 IncRNAs that are
able to discriminate NPM1-mutated patients from NPMId type patients in the first
(p=5.2x10°) and validation cohort (p=8.0xEJleave one out error rate 5% and 10%
respectively) (Figures 1B, 1C, S2 and S3). Of nittis, IncRNA signature was also observed

in the validation set using only CN-AML patients-42, p=1.9x1d; Figure S4).

To determine the potential function of the 33 In&&Nassociated with the NPM1-mutated
genotype we analyzed for each IncRNA its corretatiath mMRNA expression using the
Pearson Correlation (Table S6). We selected mRNAB positive (r>0.5; p<0.001) and
negative correlation (r<-0.5; p<0.001) and perfailn@ene Ontology (GO) analysis. Among
the 33 IncRNAs, 14 (42%) were not significantly asated with any GO Terms. Four
INcRNAs (12%), XLOC_010909, XLOC_034440, XLOC_0334and XLOC_087120, were
positively correlated with mRNAs belonging to theOM family (despite their different
localization) (Table S6). This finding is considtemith previous gene expression studies
highlighting overexpression of HOX genes in NPM1tated patients (7, 8). When taken
together with other features of NPM1 mutations,hsas their mutual exclusivity with other
AML recurrent cytogenetic abnormalities, high sfieity for AML, stability at relapse and
association with unique gene expression and mickRMfiles (9), our finding that NPM1-
mutated AML displays a distinct IncCRNA signaturertfier supports the view that this

leukemia represents a distinct disease entity. filassobvious biological and clinical impact
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and also implications for the up-coming updatehef WHO classification. Moreover, 40% of
these INcRNAs were found to correlate with mRNAsiwed in pathways including those of
ribonucleoproteins, cell cycle, centrosome dupisgt genomic stability and DNA repair,

nuclear pore formation and export and protein ct@apeg (Figure S5 and Table S6). These

pathways are known to be highly associated with NIRhctions (10).

We noticed that some NPM1 mutated patients didchadtered with the majority of NPM1
mutated patients and we wondered to decipher ifesdmical parameters could explain this
phenomenornso we next asked whether these differentially-esped IncRNAs have any
impact on prognosis. To answer this question wegabthe first and second cohorts and
selected a homogeneous cohort of 58 patients uttlgears old that had achieved complete
remission (CR) after treatment. Hierarchical clastg using the 32 IncRNAs defined two
groups: group 1 (n=36) and group 2 (n=22) (Figue&\)S Kaplan Meier curves of overall
survival (OS) and disease free survival (DFS) whbse two groups showed significant
prognostic differences (Figure S6B) asatients in group 2 had significantly shorter O8 an
DFS compared to patients in group 1. From a muit@ analysis, the signature of these 32
IncRNAs (Group 1 vs Group 2) was the only indepengeognostic marker for OS and DFS
when considered alongsidevariates such as age, NPM1 and FLT3-ITD mutatisteus,
WBC count and karyotype (Table SThis result can be explain by the relative smaihbar

of patients in our cohort or by the differenceslméRNA expression among the NPM1

mutated patients.

The Sparse PLS-DA approach on the 32 IncRNAs alows to identify the two most
discriminative IncRNAs: XLOC 010909 and XLOC_02877%igure S6C and D).
Hierarchical clustering using these two IncCRNAsulesl in 6 patients (5/6 are NPM1
mutated patients) shifting from group 1 (n=30) toup 2 (n=28) (Figure 2A). Kaplan Meier
curves of these two new groups showed a highempi@ significance using only these two
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markers (Figure 2B and S7). Using a multivariatealysis, the XLOC_010909 and
XLOC 028779 IncRNA signature was again the onlyepehdent prognostic marker for OS
and DFS (Table S7). XLOC_010909 and XLOC_028779esgion signature therefore show
potential as good prognosis marker for post-CR (WLApatients as their combined
overexpression seems to be associated with a IpettgnosisFurther studies in larger cohort
will help to determine if INcCRNA signature could bsed to better sub-classify NPM1mutated

+/- FLT3-ITD AML.

A major finding of this study is the discovery tHdPM1-mutated AML patients show a
distinct IncRNA expression profile. This finding svaeinforced by the recent publication of
Garzon et al. identifying by microarray 180 known IncRNAs assded with NPM1
mutational status (3). Our study enhanced our dvkr@mwledge of IncRNAs profiles in
AML as we used a RNA-seq approach, leading to dleatification of more than 8000 new
IncRNAs. Of note, among the 33 identified IncRNAss@ciated with NPM1, 31 are new
IncRNAs. Furthermore we also reduced this signatui@ minimal set of 19 IncRNAs able to
discriminate NPM1 mutated and NPM1 wild type pasenWe also provide evidence that
IncRNA signatures may play a role in risk stra@fion of patients with CN-AML in
accordance with Garzon et al. showing a 48 IncRBi§sature associated with older patients
outcome in CN-AML (3). Altogether, these data swgjghat INncRNAs should be considered
as key players in the pathogenesis of acute myddoikemias. The functional role of these

IncRNAs is of great interest and will have to béedeined in the future.
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Figure 1:Specific LncRNA expression profile inNPM1-mutated AML patients with
normal cytogenetics.A Unsupervised hierarchical clustering analysis 0fpatients with
CN-AML (Cohort 1) using 11 065 IncRNAs (RNA-seq @B Hierarchical clustering of 40
CN-AML (Cohort 1) and associated heatmap of thdnt®NAs identified by Sparse PLS-
DA comparingNPM1-mutated patients (n=14) witiPM1-wild type patients (n=26) (RNA-
seq data). Heatmap depicts high expression (ref,amd low expression (green, —-1.
Hierarchical clustering of 50 AML patients with émimediate risk (Cohort 2) and associated

heatmap of the 19 IncRNAs identified by Sparse-BIS¢Fluidigm data).

Figure 2: Combined expression of XLOC_010909 and XLOC_2877BcRNAs as a
prognosis marker. A Hierarchical clustering and associated heatmayL@C_ 010909 and
XLOC_28779 IncRNAs identified by Sparse PLS-CB\Overall Survival (OS) and Disease
Free Survival (DFS) Kaplan Meier curves comparingugs 1 and 2. LogRank test for OS:
p= 0.0332, hazard ratio (HR): 2.510, 95% CI: 1.0861856 and for DF$=0.0080, HR:

2.972, 95% CI: 1.329 to 6.646.
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Figure 2
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Supporting Information

SUPPLEMENTAL METHODS

AML samples

Forty AML samples were collected from patients segied at the HIMIP (Hémopathies
INSERM Midi-Pyrénées) collection for the RNA-seqaery experiment (5ug of RNA). For
the validation cohort, forty-two AML samples weratained from the HIMIP collection and 8
AML samples from the Hematology Institute of Peeuginiversity (1ug of RNA). According
to French law, the HIMIP collection has been desdato the Ministry of Higher Education
and Research (DC 2008-307 collection 1) and a fearsgreement has been obtained (AC
2008-129) after approbation by ethical committé€asn{ité de Protection des Personnes Sud-
Ouest et Outremer Il and APHP ethical committedipi€al and biological annotations have
been declared to the CNIL (Comité National Inforiopaé et Libertés). Fresh and thawed
samples were obtained after informed consent aadstindy was conducted in accordance
with the Declaration of Helsinki and approved bgdbethic committee. The patients received
intensive Cytarabine/Daunorubicin-based therapy.

For prognosis analysis, we pooled the two cohart®Q) and we discarded patients that did
not receive intensive chemotherapy, older thane&isyold, with no OS (overall survival) and
DFS (Disease free survival) information and pasemtho died within 1 month after

treatment.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNAs were extracted with TRIzol reagent (Aorhi Austin, TX, USA). RNA integrity

was evaluated using the RNA 6000 Nano Chip kit [&di Technologies, Massy, France).
Only RNA extracts with RNA integrity number values underwent further reverse
transcription. All samples were reverse transcringging the Superscript 1l reverse

transcription kit (Invitrogen, Beijing, China) agding to the manufacturer's protocol.

RNA-Sequencing Library Preparation, Read GeneraimhMapping

RNA-sequencing was performed at the BGI (Hong KomBNA depletion was performed
from total RNA with Ribo-Zero™ rRNA Removal Kits gicentre, Madison, WI, USA).
Paired-end, strand-specific reads of 91 nt wereegged on an lllumina HiSeqTM2000.

Alignment and mapping were performed using Tophatagainst the hgl9 genome and the
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mapped reads were assembled by Cufflinks 2.0.2T¢®).Cuffcompare program was used to
merge the RefSeq, ENCODE and UCSC human known geteesne gene annotation set for
comparison with the assembled transcripts (3).rféeel INncRNA prediction, transcripts with
a long exonic length (>200 nt) were extracted, etiog to the definition of INcCRNA. Multi-
exon £2 exons) transcripts and single-exon transcript&hviecurred in multiple samples
(>3 samples) were then extracted. Assemblies thatdreygd 300 nt) putative open reading
frames (ORFs) were excluded. In order to filter thet known IncCRNAs, the filtered assembly
transcripts were BLASTed to find known IncRNAs frahie ENCODE, Refseq and UCSC
databases, according to the threshold: identit9 add coverage >0.8. Transcripts which did
not match known IncRNAs were then used for thegioannotation. The transcripts were
aligned to four protein databases: kegg, nr, cad) @missprot, according to the threshold:
identity >0.9 and coverage >0.8. The coding poatmti extracted transcripts which did not
align with protein databases was assessed usingl@B€&d on six biologically meaningful
sequence features such as ORF score, coveraggjtyytaumber of hits, hit score and frame
score (4). Known IncRNAs and predicted novel IncRN#ere then combined as the
reference, and reads were aligned to this referep@&OAP2 (5). Among the 35046 putative
IncRNA transcripts expressed in our samples, wecsadl only INcCRNAs that were at least
90% identical to the reference transcript in atléavo samples. Gene expression levels were
calculated using the RPKM (Reads per Kb per Milliamethod (6). The raw and processed
RNA-sequencing data have been deposited at theorN#tiCenter for Biotechnology

Information Gene Expression Omnibus (repository bensSE62852.

Fluidigm 96.96 Dynamic ArraylFCs (Integrated Flaidiircuits)

LncRNA expression analysis was performed using Bi@Mark 96x96 gene expression
platform (Fluidigm) according to the manufacturaristructions. Primer pairs were designed
using the Primer3 - PCR primer design tool (StewvazdR, Helen J. Skaletsky (1998)
Primer3), using an amplicon length of 80-120 bbl&@&1 shows the list of primers used in
the experiment. RNAseP, 5s rRNA and MLN51 geneswesed as reference genes for RT-
gPCR data normalization. The Biomark System wagsl userun the chips and data were
collected with Fluidigm Real-Time PCR Analysis Sadte. Primers having more than one
peak were eliminated from further analysis. Lingarvative and automatic detector methods
were set for baseline correction and Ct calculatidme -ACt (threshold cycle) values were

used for the clustering analysis and heatmaps geoer
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Statistical analysis

All unsupervised clustering and heatmap generatias performed using the « hclust »
function in R and the Ward's agglomeration methDifferential expression analysis was
performed with the EdgeR package on R and cutoéi®established at a fold chargkeand
False Discovery Rate (FDR)<0.001 (7). The principainponent analysis (PCA) and the
sparse partial least squares discriminant ana{$parse PLS-DA) methods were used using
the R mixOmics package. Th@érf” method, from the “Mixomics” package, was uskd
estimate the error rate of the model using leawe@rt cross-validationBootstrapping
cluster analysisvas carried out using the R ClassDiscovery packi@@0-fold re-sampling).
Expression correlation between IncRNA and mRNA wvessessed using the Pearson
correlation. mRNAs with a Pearson correlation dogfht of r over 0.5 or under -0.5
(p<0.001) were selected and analyzed using thebBatafor Annotation, Visualization and
Integrated  Discovery (DAVID) (DAVID;http://www.dadiabcc.ncifcrf.gov). The

significance of related GO cellular components anadecular pathways were identified based

on FDR<0.05. The Fisher test and the unpaired tt wese used to assess the statistical
significance of the differences between groups.r@lveurvival (OS) time was calculated
from the date of diagnosis until death. Diseasef3ervival (DFS) was calculated from the
date of complete remission (CR) until relapse atldeSurviving patients were censored at
the date of last follow-up. For patients who hadengone allogeneic transplantation (n=17),
OS and DFS time were censored at the time of ttansgiion. The Kaplan-Meier method was
used to generate survival curves, and curves werepared using a log-rank test. A
multivariate Cox regression using Stata 13 softwaes performed to adjust for other
covariates. Even if covariates do not show statibBignificance on the univariate analysis in
our cohort, we included them in the multivariatalgsis since they have been shown to have
an impact on the prognosis in the literaturee multivariate model used is a backward Cox
Regression model with variable selection threshs#tl to p<0.1.For all analyses, a p-

value<0.05 was considered significant.
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SUPPLEMENTAL FIGURES AND TABLES

Figure S1:Specific LncRNA expression profile inNPM1-mutated AML patients with
normal cytogenetics. A PCA plot of CN-AML patients (Cohort 1; n=40) with1036
IncRNAs identified by RNA-sequencinB. Hierarchical clustering and associated heatmap of
RNA-seq data from the first cohort of CN-AML patien(n=40) with 33 IncRNAs
differentially-expressed (Fold change>4; FDR<0.00&jweenNPM1-mutated (n=14) and
NPMI-wild type patients (n=26)C Hierarchical clustering and associated heatmap of
Fluidigm data from the first cohort of CN-AML paties (n=40) with 32 IncRNAs
differentially-expressed betwe&PMI1-mutated (n=14) anlPM1-wild type patients (n=26).

D Hierarchical clustering and associated heatmdgwfligm data from the second cohort of
50 AML patients (42 CN-AML and 8 AML with no recemt cytogenetic abnormalities
classified in the intermediate risk group) with IBERNAs differentially-expressed between
NPMI-mutated (n=33) anNPM1-wild type patients (n=17).
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Figure S2:A minimal set of 19 IncRNAs is able to discriminateNPM1-mutated from
NPM1-wild type AML patients. A Sparse PLS-DA plot oNPMI-mutated versudiPM1-

wild type patients based on 19 discriminating Iné®N B Variable plot of the 19
discriminative INcRNAsC Hierarchical clustering of 40 CN-AML patients (Goh 1) and
associated heatmap of the 19 IncRNAs identifie@parse-PLS-DA (Fluidigm datd). PCA

plot of AML patients (Cohort 2; n=50) with 19 IncRRN identified by Sparse PLS-DA.
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Figure S3:Bootstrapping cluster analysis showing the stabilit of the groups based on
the 19 IncRNA signature Bootstrapping analysis results using the 19 In&Rinature with
the first (A) and second (B) cohorts (1000-foldseampling). Hierarchical clustering was
used, with Euclidean distance and Ward’'s methodafmiomeration. The purity of the color
corresponds to the stability of the sample to be specific group. Analysis was carried out in

R using the ClassDiscovery package.

FigureS3
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Figure S4:Validation of the 19 IncRNA signature in the secondcohort with only CN-
AML patients. Hierarchical clustering and associated heatmaplatiigm data from CN-
AML patients (Cohort 2; n=42) with 19 IncRNAs idéi®d by Sparse PLS-DA.
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Figure S5Gene ontology analysis results with correlated andnti-correlated mRNAs for
the 33 differentially expressed IncRNAsOf note, 39% of INcCRNAs are associated with
pathways related to NPM1 functions.
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Figure S6:LncRNA expression as a prognosis marker AHierarchical clustering and

associated heatmap of Fluidigm data from 58 AMLiguas under 70 years old that had

achieved complete remission after treatment, wizh p8eviously identified IncCRNAsB

Overall Survival (OS) and Disease Free Survival §PKaplan Meier curves comparing

groups 1 and 2.

. (0$=0.0419, hazard ratio (HR): 2.456, 95% confidenderval (CI):

1.033 to 5.838; DF=0.0205, HR: 2.687, 95% CI: 1.165 to 6.198)Sparse PLS-DA plot
of group 1 (n=36) versus group 2 (n=22) based om ftscriminating INCRNAS:
XLOC_010909 and XLOC_28779D Variable plot of the two discriminating INCRNAs:

XLOC_010909 and XLOC_28779.
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Figure S7Kaplan Meier curves comparing group 1 (n=27) and goup 2 (n=24) based on
XLOC_010909 and XLOC_28779 IncRNA signature with oly CN-AML patients. (OS:
p=0.0759, hazard ratio (HR): 2.239, 95% confidemterval (CI): 0.919 to 5.454; DFS:
p=0.0232, HR: 2.641, 95% CI: 1.142 to 6.105).
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Table S1 Patients Characteristics

Characteristics Cohort 1 (n=40) Cohort 2 (n=50)
Median age at diagnosis 67.5 53
Male:female; ratio 21:19;1.1 20:30; 0.67
White Blood Cells Count (x10° cells/L)

WBC<50 22 (55%) 25 (50%)
WBC>50 14 (35%) 25 (50%)
NC 4 (10%) 0 (0%)
French American British classification (FAB)

MO 0 (0%) 2 (4%)
M1 14 (35%) 17 (34%)
M2 9 (22.5%) 9 (18%)
M4 13 (32.5%) 12 (24%)
M5 3(7.5%) 9 (18%)
M6 1(2.5%) 0 (0%)

NC 0 1(2%)
Mutational Status

NPM1 mutation 14 (35%) 33 (66%)
FLT3-ITD mutation 13 (32.5%) 24 (48%)
Median Bone Marrow Blast Count (%) 79.5 85.5
Cytogenetics

Normal 40 (100%) 42 (84%)
No recurrent cytogenetic abnormalities

(intermediate risk) 0 (0%) 8 (16%)
Chemotherapy

Intensive 21 (52.5%) 50 (100%)
NC 8 (20%) 0 (0%)

NC: Not Communicated



Table S2ZmRNAs differentially-expressed betweemNPM1-mutated and NPM1-wild type
patients from RNA sequencing data (EdgeR analysisHighlighted genes are genes known
to be deregulated betwedPM1-mutated versus —wild type AML patients. logFC (Iegld
Change), log CPM (log Count per million), FDR (FaRiscovery Rate).

GenelD ‘ logFC ‘ logCPM ‘ PValue ‘ FDR
Over-expressed in NPM1-mutated patients

FOXC1 3.7992385 |6.617073 1.12E-07 2.49E-05
SERPINB2 3.7624086 | 7.241341 1.89E-07 3.66E-05
HOXA5 3.2648033 | 5.568959 8.13E-10 4.35E-07
HOXA6 3.0653511 | 4.56229 9.94E-08 2.38E-05
PTPN14 2.9203656 | 5.288403 8.63E-08 2.31E-05
PTX3 2.9068023 | 5.085375 8.41E-09 3.07E-06
HOXB3 2.8705499 | 5.989047 7.27E-10 4.14E-07
KRT18 2.8525907 4.451534 2.07E-06 2.35E-04
CD300E 2.6436774 | 6.685434 9.94E-05 3.71E-03
HOXB4 2.6059775 5.452031 9.03E-10 4.57E-07
IFIT2 2.4890158 |6.243663 2.03E-05 1.24E-03
NEU4 2.4444477 | 4.846467 4.57E-05 2.16E-03
TP53INP2 2.3964926 | 5.808486 7.70E-11 9.70E-08
PHLDA1 2.2744287 | 5.596325 7.67E-06 6.47E-04
HOXA7 2.2621114 3.595158 3.46E-05 1.81E-03
ETV5 2.2126576 | 3.909572 8.32E-09 3.07E-06
IRAK2 2.1879898 | 4.334432 1.27E-05 9.31E-04
PBX3 2.1392841 6.041945 2.35E-13 7.15E-10
MEIS1 2.1127907 |6.818388 7.39E-07 1.04E-04
HOXA9 2.0020864 |6.987189 4.75E-05 2.20E-03
Down-regulated in NPM1-mutated patients

HGF -2.0269719 | 5.906225 3.09E-07 5.21E-05
FZD6 -2.0329842 |3.641024 9.55E-05 3.64E-03
FAM105A -2.0421482 |5.466201 3.93E-06 3.73E-04
C18orfl -2.0764253 |5.281759 2.28E-06 2.54E-04
CEACAMA4 -2.1238841 |4.692292 1.54E-06 1.90E-04
MYEF2 -2.1815986 | 4.084038 1.59E-05 1.07E-03
STK32B -2.1820237 |3.221524 1.72E-05 1.15E-03
LY9 -2.1917438 |3.591488 1.79E-06 2.07E-04
GATM -2.2189544 |3.506641 1.86E-05 1.20E-03
SLAIN1 -2.2403403 | 4.0648 2.80E-06 2.93E-04
TRPS1 -2.2711756 | 6.504062 3.57E-08 1.08E-05
TNXB -2.2879998 | 5.496351 1.01E-04 3.72E-03
GNAI1 -2.3396894 | 4.894691 3.23E-04 8.04E-03
COBLL1 -2.3414112 | 4.747695 4.49E-07 7.05E-05
NRP1 -2.4106922 |3.987752 1.51E-04 4.78E-03
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SPRY1 -2.4227937 | 4.780269 2.53E-07 4.44E-05
PFKFB2 -2.4260788 |5.28147 5.28E-09 2.30E-06
1G) -2.524673 7.655813 2.65E-05 1.50E-03
PROM1 -2.5341643 |6.820754 5.94E-05 2.57E-03
LTF -2.5680995 |9.211821 1.05E-04 3.78E-03
HLA-DQA1 -2.5988382 | 5.944873 3.85E-04 9.13E-03
HIST1H3G -2.6152367 | 7.499084 4.40E-08 1.25E-05
C100rf10 -2.6196339 | 4.432897 2.90E-06 2.98E-04
MN1 -2.683685 4.580429 1.02E-05 7.83E-04
STARD9 -2.7103892 | 5.638785 5.71E-09 2.36E-06
SPARC -2.7172767 |6.100833 6.78E-12 1.54E-08
FAM111B -2.7939696 | 3.918043 1.13E-09 5.41E-07
AKT3 -2.8172513 | 5.861471 6.18E-10 3.75E-07
SETBP1 -2.820028 4.219782 2.62E-07 4.50E-05
NAV1 -2.8628071 | 4.082467 1.37E-08 4.46E-06
RASD1 -2.8813058 | 4.833077 5.73E-06 5.28E-04
PRR5L -2.9081594 | 4.977676 2.42E-06 2.66E-04
KLHL13 -2.9215933 | 4.252025 3.73E-08 1.10E-05
ADAMTS10 |-3.0293413 |4.612616 1.74E-07 3.44E-05
CD200 -3.0689633 |4.101284 2.20E-06 2.47E-04
APP -3.1129035 |6.956252 1.10E-07 2.49E-05
ACY3 -3.1149827 | 4.464958 4.57E-05 2.16E-03
IKZF2 -3.1627802 |5.301738 5.29E-09 2.30E-06
TMIGD2 -3.2453597 | 3.919937 3.44E-10 2.41E-07
SLCO5A1 -3.2615407 | 4.123672 2.48E-06 2.66E-04
HLA-DOA -3.3002241 |5.611109 1.80E-10 1.36E-07
MLLT3 -3.667135 5.52831 1.76E-20 1.61E-16
L3MBTL4 -3.6796474 | 3.832075 9.27E-08 2.38E-05
CRHBP -3.7111283 | 4.927968 9.51E-08 2.38E-05
CD34 -3.8018409 |5.23215 2.31E-07 4.28E-05
ATP10A -3.9279846 | 5.308236 4.23E-10 2.75E-07
BAALC -4.1531125 | 7.245319 5.02E-07 7.62E-05
BEND4 -4.6850487 | 4.415333 1.20E-10 9.93E-08
LRP6 -4.7783951 | 4.287007 4.10E-11 7.47E-08
SDK2 -5.290874 4.833749 8.71E-18 3.97E-14
TRH -6.0396973 |4.54351 8.84E-11 9.70E-08
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GenelD localisation strarjdength| exons
n346526 chr9:139,534,589-139,541,618 - 1856 3
n405918 chr9:124,217,319-124,262,306 - 1755 7
XLOC_00579§ chr1:25,188,258-25,189,524 - 82§ 2
XLOC 007987 chr1:151,915,378-151,918,279 - 2902 1
XLOC 010909 chr10:61,810,320-61,845,161  + 1745 5
XLOC_013842 chr10:54,246,152-54,246,835 - 684 1
XLOC 018747 chr11:58,756,982-58,767,51§ - 4013 3
chr13:110,303,472-
XLOC 028763 110,305,351 - 1880 1
chr13:110,324,428-
XLOC 02877( 110,325,930 - 1503 1
chr13:110,347,864-
XLOC 028776 110,349,260 - 1397 1
chr13:110,359,142-
XLOC 028777 110,360,361 - 1220 1
chr13:110,364,295-
XLOC 028779 110,365,134 - 840 | 1
chr13:110,377,963-
XLOC_028783 110,379,023 - 1061 1
XLOC_03444(Q chr15:50,078,505-50,080,055 - 1581 1
XLOC 034443 chr15:50,091,315-50,094,732 - 3418 1
XLOC 047319 chr19:42,119,856-42,121,317 - 1462 1
XLOC_050705 chr2:166,666,979-166,668,466 + 1488 1
XLOC_051554 chr2:201,659,264-201,659,916 + 653 1
XLOC 060742 chr21:21,616,713-21,631,054 - 2794 2
XLOC_063787 chr3:18,315,929-18,319,889 + 3961 1
XLOC_067985 chr3:46,475,919-46,477,217 - 1299 1
XLOC 074912 chr4:70,586,917-70,589,152 - 2236 1
XLOC 075298 chr4:89,336,836-89,376,492 - 866 6
XLOC_07873Q chr5:120,504,656-120,505,782 + 1127 1
XLOC 078731 chr5:120,513,301-120,514,526 + 1226 1
XLOC 080771 chr5:56,021,002-56,021,770 - 769 1
XLOC_08393f chr6:27,863,983-27,864,675 + 693 1
XLOC_085385 chr6:119,685,366-119,687,007 + 1642 1
XLOC 085994 chr6:147,235,025-147,238,497 + 3473 1
XLOC 08712Q chr6:26,112,403-26,114,712 - 2310 1
XLOC_091735 chr7:24,732,006-24,732,506 + 501 1
XLOC 091736 chr7:24,735,012-24,736,269 + 1258 1
XLOC 109948 chrX:45,688,377-45,689,937 - 1561 1

Table S3Sequences and localization of the 33 INncRNAs diffentially expressed between
NPM1-mutated and NPM1-wild type patients
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Table S4Validation of RNA-seq results by Fluidgm Pearson Correlation r values for each
of the 32 IncRNAs comparing RNA-seq and Fluidigntadasing the first CN-AML cohort

(n=40).

LncRNAs

r value (Pearson Correlation)

XLOC_010909

0.953424872033776

XLOC_007987

0.95329551883069

XLOC_063787

0.94221125910222

XLOC_034443

0.931598622694955

XLOC_067985

0.928830951055749

XLOC_078730

0.927306803540744

XLOC_ 028776

0.920909079582142

XLOC_028779

0.917401908886419

n405918

0.903424586826947

XLOC_028783

0.89542084109703

XLOC_087120

0.891354935775359

XLOC_ 080771

0.88818994847133

XLOC_005798

0.884350078636733

XLOC_ 078731

0.884107622032436

n346526

0.881161931600738

XLOC_028763

0.870957128610975

XLOC_ 109948

0.866576692659733

XLOC_028770

0.866199780415936

XLOC_ 075298

0.864919262191128

XLOC_091735

0.852034130723094

XLOC_034440

0.843624082630362

XLOC_ 050705

0.837092293447742

XLOC_074912

0.835569852789351

XLOC_083936

0.816751303888042

XLOC_018747

0.809607920913865

XLOC_ 028777

0.808276575737014

XLOC_013842

0.786279797612319

XLOC_047319

0.743913795686985

XLOC_060742

0.716237293782074

XLOC_091736

0.709462935977276

XLOC_085994

0.422500692928231

XLOC_085385

0.21123986212753
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Table S5Karyotype of patients with no recurrent cytogeneticabnormalities

Patients Karyotype

Patient 46 46,XX, add(6)(p25)[2]; 46,XX[18]
Patient 49 47 ,XX,+8[11]; 46,XX [2]

Patient 59 46,XX, del(14); (q22931)[4]; 46,XX[6]
Patient 67 46,X, del(X)(q21q24)<5>; 46,XX<15>
Patient 73 46, XX, der(7)t(4;7)(g21;q31)[11]; 46XM]
Patient 78 46,XY[18]; 45,X,-Y[2]

Patient 79 51,XY, +8,+8, +8, +10, +13[10]

Patient 80 46,XX, add(17)(q12)[19] - 46,XX[1]

Table S7Univariate and multivariate Analysis

Univariate analysis was performed using the LogR#est. The multivariate model is a
backward Cox Regression model with variable selacthreshold set to p<0.Ihe two
IncRNA signatures were tested with covariates aglage (<60 yeaxs>60 years)NPM1
and FLT3-ITD mutational status, WBC count (<50X16ells/L* vs >50 x10 cells/L) and

karyotype (normal or not recurrent cytogenetic abralities).

Multivariate analysis with 32 IncRNAs, age, NPMELT3 , WBC and karyotype variables

OS Variables LogRank test Cox regression Hazard rat 95%IC
32 IncRNAs 0.04 0.048 0.42 0.17-0.99
Age < 60y 0.19 0.31
NPM1 mut 0.09 0.79
FLT3-ITD mut  0.25 0.33
WBC >50G/L  0.99 0.86
karyotype 0.65 0.84
DFS Variables LogRank test Cox regression Hazard ratio95%IC
clust 33 0.02 0.025 0.40 0.17-0.89
Age < 60y 0.28 0.42
NPM1 mut 0.07 0.78
FLT3-ITD mut  0.33 0.55
WBC >50G/L  0.54 0.49
karyotype 0.88 0.83

Multivariate analysis with 2 IncRNAs, age, NPM1LTB , WBC and karyotype variables
OS Variables LogRank test Cox regression Hazaid rat 95%IC
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DFS

2 IncRNAs
Age < 60y
NPM1 mut
FLT3-ITD mut
WBC > 50G/L
karyotype

Variables

2 Inc

Age < 60y
NPM1 mut
FLT3-ITD mut
WBC > 50G/L
karyotype

0.03
0.19
0.09
0.25
0.99
0.65

LogRank test
0.008

0.28

0.07

0.33

0.54

0.88

0.04 0.39 0.15-0.96
0.25
0.84
0.33
0.99
0.74

Cox regression Hazard ratio95%IC
0.011 0.33 0.14-0.78
0.41
0.80
0.45
0.82
0.86

Multivariate analysis with age, NPM1 , FLT3 , WB@dakaryotype variables

(0N

DFS

Variables
Age < 60y
NPM1 mut
FLT3-ITD mut
WBC > 50G/L
karyotype

Variables
Age < 60y
NPM1 mut
FLT3-ITD mut
WBC > 50G/L
karyotype

LogRank test

0.19
0.09
0.25
0.99

0.65

LogRank test
0.28
0.07

0.33

0.54

0.88

Cox regression Hazaid rat 95%IC
0.22
0.09 2.04 0.87-4.78
0.32
0.97
0.86

Cox regression Hazard ratio95%IC
0.42
0.07 2.04 0.94-4.45
0.39
0.54

0.81
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Table S8Primer list

IncRNAs Forward Primer Reverse Primer

n346526 GGAGAGCTTGGGTGAGGACCAC AAGGGGGCTCAGCAGGTGAA
n405918 AGCTTCGGCTATGGGACTGGTT CGCATGATCTCTCAGTCCAGC
XLOC 005798 GGCAGTCAGGAAGGAAAACTGGA CGGTGGCTGTTTCTBACTGTC

XLOC_007987
XLOC_010909
XLOC_013842
XLOC_018747
XLOC_028763
XLOC_028770
XLOC_028776
XLOC_028777
XLOC_028779
XLOC_028783
XLOC_034440
XLOC_034443
XLOC_047319
XLOC_050705
XLOC_060742
XLOC_063787
XLOC_067985
XLOC_074912
XLOC_075298
XLOC_078730
XLOC_078731
XLOC_080771
XLOC_083936
XLOC_085385
XLOC_085994
XLOC_087120
XLOC_091735
XLOC_091736
XLOC_109948

MLN51
5S

AAACCCACCAACGTGACCAGAA

GACAAGGGGGAGACTACAAGAAGCA

GGTTTGGAGTGAAAGGCACATGA

GCCTGGACAGATTACCAGATCATCA

CAGGCACCAGGAGAGGAGACAC
TCCGGTCATTGGAAAAGTGCAT
CTTTTGGTGGCCAAATCCTGTG
TTTGCTGCTCACCTGCTGTGAC
TGAGCTTCCCCACTGCATGAAT
CCTGGGCCAATCACTGATGTTC

GCATCCTGGCAAATGGBGACAT
CTGCGCTCAAGOIGAAGAGTAA
CCAGGCAGCACTATGSGGAAA
AGCAAGCTGGAAGTGAGCTCTT
CACGGGGACCCCTGARATAAA
AGGGTTTCCTGGCCANTGAG
ACGGTTTCCACCCCTAGCAT
TCTAGGCTGGAGGCAGAGGA
AGGCCGAAATGATTGIATGTGA
GGGCAGGAAAGCTGRGTCAC

TGCTTAGTGAAAGATGCCAGACAAAA TCCCCAGGCAGTAACCAAACTG

TGCACCGACTGACAGAATGAGG
TCATCAGCCTCCTGCTCCACTC
TTCCCGGTGGGTGTCATATCAG

GGGAATGGAGAATTACCCTCTGGA

GCCAATGCCAACTTCACTCCAG
GCAAATGGCCTCCAAATCAAAA
CACAGGTGAATCTCCGCTGTCA
TTGGGACTACCACCCAAAGCAG
GCATGCTAAGAGCCCATGAAGC
GGCCAGGTGCAGTAGTTCATGC
TACATGTGCCATGGTGGTTTGC
GCAATCTCGGCTCACTGCAACT
TCCATTTTGGAGGCTGGGAAGT
GACCGAGATGAGGCAAAGAGCA
CCATGCACCAGGCACTGTAATG
GCTGGTGGAAGGTCTGTTCTGC
AAGAACCCGTGTCAGGCTTGTG
CCTGCCTTCTTGTCCTCCACCT

TAATCCCAGTTACCCTTATGCTCCA
ACGCGCCCGATCTCGTCTGAT

TCCAGGGTTCCAAGAGCGAAA
TGATTACCACGCAAGII GACA
CTAGCAGCCCCTCCCCTATC

AAACAGGCCATTGBAGGTAGACAA

ACGCAGCCTCATACATCATTG
AGCCACAGATCCATTGTGACC
ATCCTTTGCTGGGGTGGAAAA
GGTGTCAGCCATTCTTIGGAA
AGAAGCTGGCCCAAGETGTGT
AAACAAGGTTCCCAGECTGAT
TAGGGGGCTAGGGGABGATAG
TGTGGCAGGTGCCTGTGTAG
TAGGGAGTTGGCCATGCAAG
GAGCAATGGGGATAGGECCACA
TGGGTAGCACCTCT@ACTGAGC
TGGCAGCAAGGATTOGFAAGG
CCTCTGACAGCCAG@GL&GAAA
GGCCAGGAAACAAATGICAACA

GTTATAGTAGGTCACTCCCTCCATATACCTGT

GCCTACAGCACCCGGTATTCCC
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SUPPLEMENTAL LEGEND OF ADDITIONAL TABLE

Table S6: Correlation analysis between IncRNAs and mRNAs.Sheet 1, Pearson
Correlation (r values) for the 33 IncRNAs (columdsjerentially-expressed betwe®&PM1-
mutated (n=14) antiPM1-wild type patients (n=26) for each mRNA (rows, &328). Sheet
2, Gene ontology analysis results for each IncRNsa@ positively correlatedr¥$0.5;
p<0.001) and anti-correlated<(0.5; p<0.001) mRNAs.

SUPPLEMENTAL REFERENCES

1 Trapnell C, Pachter L, Salzberg SL. TopHat: aliseing splice junctions with RNA-SeBioinformatics
2009;25: 1105-11.

2 Trapnell C, Williams BA, Pertea G, Mortazaviyan G, van Baren Mét al. Transcript assembly and
quantification by RNA-Seq reveals unannotated tapts and isoform switching during cell
differentiation.Nat BiotechnoR010;28: 511-5.

3 Trapnell C, Roberts A, Goff L, Pertea G, KimKzlley DR et al. Differential gene and transcript
expression analysis of RNA-seq experiments withHatpand CufflinksNat Protoc2012;7: 562—78.

4 Kong L, Zhang Y, Ye Z-Q, Liu X-Q, Zhao S-Q, Weket al. CPC: assess the protein-coding potential of
transcripts using sequence features and suppddrveachineNucleic Acids Re2007;35: W345-9.

5 LiR, Yu C, LiY, Lam T-W, Yiu S-M, KristianseK et al. SOAP2: an improved ultrafast tool for short
read alignmentBioinformatics2009;25: 1966—7.

6 Mortazavi A, Williams BA, McCue K, Schaeffer Wold B. Mapping and quantifying mammalian
transcriptomes by RNA-Seblat Method2008;5: 621-8.

7 Robinson MD, McCarthy DJ, Smyth GK. edgeR: adBimductor package for differential expression
analysis of digital gene expression d&minformatics2010;26: 139—-40.
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Grace a la technique de RNA-seq, nous avons puifiéerB526 nouveaux INCRNAs et
observer des profils d'expressions particulierseelncRNAs au sein des LAMs a caryotype normal.
Par ailleurs, nous avons pu mettre en évidencel,gralyse biostatistique de données RNA-seq et la
validation par RT-qPCR, 33 IncRNAs associés aé&sgnce de la mutaticdPM1 dans ces LAM-CN.

Sur ces 33 IncCRNAs, 2 seulement ont été décrits mam caractérisés, laissant donc un grand champ

d'investigations dans l'analyse de l'impact ddreeRNAs dans cette pathologie.

Afin de déterminer quelles pourraient étre les fiams de ces IncRNAs, nous avons dans un
premier temps utilisé la méthode de Guilt By Asatioh. Cette technique consiste a identifier les
ARNmM dont I'expression est corrélée (positivemanhégativement) a celle des IncRNAs. L'analyse
GOTerm de ces génes permet alors de définir darequvoies moléculaires et cellulaires ces
IncRNAs pourraient intervenir. Nous avons pu obseryue 40% des IncRNAs identifiés dans cette
signature sont associés a des voies et des gépbgués dans les fonctions de NPM1, telles que la
biogenése des ribosomes, le cycle cellulaire, [dichtion des centrosomes, la stabilité génomique e
la réparation de I'ADN, les pores nucléaires epbet, ou des génes codants pour des chaperones de
protéines. De plus, 4 IncRNAs ont été associégxpriession de génes homeotiques, bien connus
comme étant associés a la mutatibiPM1 : les IncRNAs XLOC 010909, XLOC 034440,
XLOC 034443 et XLOC_087120. Ces résultats permetlenvalider la sélection de nos IncCRNAs,

mais ne démontrent en aucun cas leurs fonctions.

Les mécanismes de transformations cellulaires,diéa présence de NPM1 mutée, restent
encore obscurs. L'identification de nouveaux actedeins le processus oncogénique liee a NPM1
mutée est donc trés importante. Les données d&lature et nos résultats permettent d'envisqger

ces nouveaux acteurs pourraient étre des INncRNAs.

Dans cette étude nous avons utilisé différents iesdeellulaires, dont 3 lignées cellulaires
LAMs : la lignée OCI AML3 contenant la mutaticdéPM1 et deux lignées de LAM promyélocytaires
NB4 et HL60ER, non porteuses de la mutatdiPM1 Les techniques utilisées sont décrites dans la

partie "Matériels et méthodes".

) Quel est limpact de la mutation NPM1 sur l'expres®n des
IncRNAs

Au vue de l'association des InCRNAs avec la mutadieNPM1, la premiére question a été de
déterminer quel pouvait étre l'impact de la présetie la mutatioNPML1 sur I'expression de ces
IncRNAs. Pour cela, nous avons transduit la lignégeM HL60ER (exprimant le récepteur
écotropique permettant la transduction par desvietrs murins) avec le vecteur rétroviral XZ
contenanNPM1 muté ou le vecteur vide. Le vecteur rétroviral pa@ssede une séquence IRES-GFP,

ce qui permet de trier les cellules GRRinsduites. La mutation introduite daw8M1 est la mutation
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A présente dans la majorité des patients LAIRM1 muté (mutation consistant en une insertion
TCTG en position 956 du gene). A l'aide d'amorgaesciques de la mutation A, nous avons pu
confirmer par RT-gPCR l'expression de la forMe@M1 muté dans nos cellules transduites et triées
(Figure 1A). Ces résultats ont également été valp# western blotting avec un anticorps spécifique
de NPM1 mutée (fourni gracieusement par le Pr Brgal Falini, Pérouse, Italie) (Figure 1B). Il est
important de noter que le niveau d'expressionARNM NPM1 muté introduit est presque similaire &
celui deNPM1 sauvage, comme observé chez les patients M1 muté (données non montrées).
On remarque aussi une légere augmentation de d&sipn deNPM1 sauvage aprés introduction de

NPM1muté dans cette lignée (Figure 1A).
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Figure 1. Expression de NPM1 dans la lignée HL60ERransduite avec XZ-NPM1mut. A.
Représentation graphique du niveau d'expressiotralescritsNPM1 muté etNPM1 sauvage dans les
cellules HL60ER-XZ et HL60ER-NPM1mut (triées GIFRevalué par RT-gPCR a partir de trois
transductions indépendantes; *fFwvaleurs<0.001. B. Expression de la protéine NPMiiém évaluée
par western blot avec un anticorps spécifique ddMNPnutée. Trois transductions indépendantes,
suivies d'un tri GFP ont été réalisées pour HL60ER-XZ et HL6OER-NPMfLmiormalisation avec

la Tubuline.

A partir de ces lignées, nous avons pu comparemniieau d'expression de chacun des
IncRNAs de la signature entre les cellules HL60eXZHL60-NPM1mut (Figure 2). A noter que parmi
les 33 IncRNAs de la signature, seulement 22 IncRNAnt détectables par RT-gPCR dans cette
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lignée. La majorité des INcRNAs ne semble pasd&fextée par l'introduction de la mutatibiirM1
dans ce modéle. Seuls les INcRNAs XLOC 074912 €d®&L091736 sont significativement diminués
en présence de la mutatibiPM1 et ces derniers étaient également sous exprimgs lek patients
porteurs de la mutatioNPM1 (Figure S1 "Article"). On observe aussi une sompre&ssion des
INcRNAs XLOC_028763, XLOC_028770 et XLOC_028776s@&RNAs sont regroupés en cluster
au niveau du bras long du chromosome 13 que namsappelé cluster 028, et qui sont normalement

surexprimés chez les patients portant la mutatiBM1 (Figure S1 "Article").
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Figure 2: Impact de la mutation NPM1 sur I'expression des IncCRNAsExpression relative de 22
sur 33 des IncRNAs de la signature NPM1 évaluéeRgagPCR dans les HL60ER-XZ et HL60ER-
NPM1mut; n=3 ; ***=p valeurs<0.001 ; **p valeurs<0.01.

Afin de déterminer si la présence de la mutatidiAM1 avait un impact sur le niveau
d'expression des INcCRNAs sélectionnés, nous aviilisé wne autre stratégie consistant a diminuer
I'expression de la forme NPM1 mutée dans la ligp€-AML3 (NPM1 muté). Pour ce faire, nous
avons utilisé une approche par GapmeRs. Les GaprseRsdes petits oligonucléotides de 16nt
s'’hybridant spécifiguement avec un ARN cible. Ceattthode présente quelques avantages majeurs
par rapport aux méthodes se basant sur 'ARN @érmte. D'une part, cela fait intervenir une
dégradation par la RNAse H endogéne qui permetnugieure dégradation des ARNs nucléaires.
D'autre part, les GapmeRs peuvent entrer par sidifflesion passive sans agent de transfection dans
les cellules, augmentant ainsi l'efficacité de dfaction, et la durée de l'inhibition si le GapmeR

présent dans le milieu. Par ailleurs, I'utilisat®dane amorce plus petite qu'un siARN permet dans c
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cas de diminuer les hybridations partielles sURNANPM1 sauvage (4nt de différence ent@M1
muté et sauvage). Nous avons donc transfecté twaasient les cellules OCI AML3 avec le GapmeR
ciblantNPM1 muté ou le GapmeR contr6le, et analysé les résutd8h, 96h et jusqu'a 6 jours post-
transfection. En RT-qPCR, on observe une baissengte de 'ARNm dBIPM1 muté (environ 75%),
mais également une baisse significativeNiRM1 sauvage (environ 50%) (Figure 3A). On obtient la
méme efficacité d'inhibition entre 48h et 6 joulsr{nées non montrées). Ce résultat est confirmé au

niveau protéique par western blotting, avec unsdeaile NPM1 mutée (figure 3B).
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Figure 3: Expression de NPML1 apres inhibition par tansfection de GapmeR dans OCI AML3.

A. Niveaux d'expression dBlPM1muté etNPM1sauvage dans les OCI AML3 96h aprés transfection
des GapmeRs ciblabhPM1 muté ou contrble, évalués par RT-gPCR. n=3 ; pPimaleurs<0.001. B.
Niveau d'expression de la protéine NPM1 mutée deeOCI AML3 des 3 expériences 96h post-

transfection des GapmeRs cibl&fiPM1 muté ou contréle, par Western Blot. Normalisatiorcla

Tubuline.

Dans ce modele, seule I'expression de deux INcCR¥AOC 080771 et XLOC_007987)
varie en présence du GapmBRM1muté par rapport au GapmeR contrdle (Figure 4)otemque la
diminution de I'expression de XLOC 007987 est eroetavec les résultats obtenus chez les patients
(Figure S1 "Article™). A l'inverse, l'augmentatidle I'expression de XLOC_ 080771 est contradictoire
avec les résultats obtenus chez les patients @igar"Article™). Dans la lignée HL60ER, ces deux

INcRNAs ne sont pas exprimés, ce qui ne permetdpasonclure. De plus, nous n'observons pas de
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différence d'expression pour les IncRNAs dérégydas l'introduction deNPM1 muté dans les

HL60ER, suggérant une régulation spécifique déreBNAs dépendante du contexte cellulaire.
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Figure 4: Impact de l'inhibition de NPM1 mutée sur I'expression des IncRNAs.Expression
relative de 23 sur 33 des IncRNAs de la signatuP®Ill évaluée par RT-gPCR dans les OCI AML3
transfectées avec les GapmeR®M1 muté ou contrble, 96h post-transfection. n=3 ; **=

valeurs<0.001 ; **p valeurs<0.01.

Ainsi, il apparait que la mutation déPM1 pourrait influencer I'expression de certains des
INcRNAs que nous avons observés comme étant assacié mutatiolrNPM1 chez les patients.
Cependant, pour la majorité d'entre eux, il n'yaa ge dérégulation d'expression. L'introductiotede
mutationNPM1dans la lignée HL60ER ou la diminution N®M1 muté dans la lignée OCI AML3 ne

sont peut-étre pas suffisantes pour reproduir@émgtype obseni@ vivo.

1) Quelle est la localisation cellulaire des IncRNAs sgociés a la

mutation NPM17?

Comme cité dans le chapitre "localisation cell@aide la partie 1l de l'introduction, la
localisation cellulaire des INcCRNAs est une questimportante, permettant de nous guider vers
l'identification de leurs fonctions. Pour répondreette question, nous avons utilisé la technique d
fractionnement cellulaire permettant de séparendgau et le cytoplasme. Cette technique a été

utilisée sur la lignée NB4 (présentant globalemestplus fortes expressions de INcCRNAs et le plus
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grand nombre de IncRNAs détectables), et nous aapalkysé |'abondance de chaque transcrit de la
signature dans le noyau et le cytoplasme. La v#didau fractionnement a été évaluée avec 'ARNmM
de la GAPDH majoritairement cytoplasmique, et le snoARNord44 majoritairement nucléaire.

Cette expérience nous a permis d'observer quejtaithades INCRNAs est clairement enrichie dans la
fraction nucléaire, en accord avec la littératFgyre 5). Sur les 26 IncRNAs testés, le n405918,
XLOC_075298 et & moindre échelle les XLOC_08712B1e6DC_091735, sont plus abondants dans

le cytoplasme (Figure 5).
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Figure 5: Localisation cellulaire des INcRNAs danges cellules NB4Quantification relative de 26
sur 33 des IncRNAs de la signature NPM1 dans dgifms nucléaires et cytoplasmiques de la lignée
NB4, par RT-gPCRGAPDH est utilisé comme contréle positif de la fractioptoplasmique et

Snord44comme contrdle positif de la fraction nucléaireribalisation par rapport au noyau ; n=3.
Iy Quelles peuvent étre les fonctions de ces INCRNAs?

Sachant que la majorité des IncRNAs sont nucléairegpie, d'aprés la littérature, une grande
proportion des INncRNAs est impliguée dans des edigquils épigénétiques, nous avons voulu
déterminer lesquels de ces transcrits pouvaiergngietlement interagir avec des complexes de
régulation épigénétique. Pour cela, nous avoniséitiin algorithme de prédiction d'interaction agpel
"catRAPID". Ce programme permet d'établir un sabirteraction potentielle entre un ARN et toutes
les protéines d'une base de données. Cette amalysea permis d'observer que 19 IncRNAs sur les 33
IncRNAs de la signature (57%) présentaient des pitéentiels d'interaction avec une des sous-unités
du complexe PRC2 (SUZ12 ou EZH2). Parmi ces 19 NAR 5 IncRNAs contenaient méme des
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sites pour les deux sous unités SUZ12 et EZH2,1lesautres présentant uniqguement des sites
potentiels d'interaction avec SUZ12 (Figure 6A). camplexe PRC2 est un complexe répresseur
permettant la trimethylation en lysine 27 de ltm&t H3 (H3K27m3) entrainant une extinction
génique. Comme nous l'avons vu dans l'introductem|ncRNAs semblent étre des acteurs clés dans
ce mécanisme. En effet, plusieurs études ont @anute les INcCRNAs étaient capables de recruter le
complexe PRC2 pour réguler négativement l'exprassgogeénes ecis ou entrans. Nous avons donc
recherché parmi les 19 IncRNAs prédits comme igissant avec le PRC2, quels étaient ceux dont
I'expression était anti-corrélée avec celle de g@oelants. Pour chacun de ces IncRNAs, nous avons
réalisé une analyse GOTerm des ARNm anti-corrdéssi, nous avons observé que, parmi les 19
IncRNAs pouvant potentiellement interagir avec PRO2 IncRNAs étaient négativement corrélés a
I'expression de génes enrichis dans des GO Tesmtiel les complexes ribonucléoprotéiques, le cycle
cellulaire, I'organisation de la chromatine, I'6pige, la traduction ou la réponse immunitaire (fgu
6B). Chacune de ces voies a déja été décrite cdaisamt intervenir des IncRNAs. Ces résultats sont
a prendre avec précaution, puisqu'ils sont bas@siement sur de I'anti-corrélation d'expressionsma
cela permet d'ouvrir de nouvelles pistes dansdaerehe de la fonction des INCRNAs que nous avons

sélectionnés.
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Figure 6: Les IncRNAs associés a la mutatioNPM1 prédits pour interagir avec le complexe
PRC2. A. Diagramme en secteur représentant la distobuties 33 INcRNAs associés a la mutation
NPML1 présentant un site d'interaction potentiel aveZ BJet/ou EZH2 ou aucun site. B. Diagramme
en secteur représentant la distribution des GOTagsgciés aux genes anti-corrélés a l'expression de

IncRNAs présentant au moins un site d'interacti@cde complexe PRC2.
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Pour aller plus loin, et sachant que dans la éittée cette régulation semble majoritairement
en cis, nous avons analysé les corrélations d'expressidre les INcCRNAs et leurs genes codants
proximaux dans une fenétre de 200kb. De maniegrdssante, seulement 2 IncRNAs sur les 19
présentent des corrélations négatives significatixec les génes adjacents : le INcRNA n405918 anti
corrélé avec le gérirRAB14(r=-0.51;p<0.001) et le IncRNA XLOC_087120 anti-corrélé a@egenes
codants des histones dans le cluster 1 des histgred.3; p<0.05). Le IncRNA n405918 est
clairement majoritairement cytoplasmique dansdade NB4 et ce IncRNA n'est pas exprimé dans la
lignée OCI-AML3. Cela suggére que son associatitanchromatine et a des complexes épigénétiques
ne pourrait étre démontrée de maniere pertinerme das modéles. Nous ne sommes donc pas allés
plus loin dans sa caractérisation. En revancheXlU®C_ 087120 semble étre particulierement
intéressant si le fait qu'il régule l'expressions deistones s'avére exact. En effet, comme
XLOC_087120 est surexprimé chez les patiéid11l muté et que NPM1 est une histone chaperone,
nous pouvons supposer que ce INCRNA pourrait fj@etica I'organisation chromatinienne modulée
par NPM1.

IvV) Etude du IncRNA XLOC 087120

Ce IncRNA est localisé en 6p22.2 au sein du clysteicipal de génes codants des histones
(Figure 7).

chee: I YT O
ey Ul

[ IncRNA XLOC_087120

| Génesdes histones

| Génes des histones anti-corrélés

Figure 7 : Représentation schématique du géne XLO®87120 au sein du cluster 1 des histones.
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Chez les patients LAMs portant la mutatidBM1, le INcRNA XLOC_087120 est surexprimé (Figure
8A). Par corrélation de Pearson, nous avons purditer que son expression était anti-corrélée avec
celles de 9 genes proximaux codants des histonesz @s patients, on observe en effet une

diminution du niveau d'expression de ces histongzésence de la mutatidiPM1 (Figure 8B).
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Figure 8 : XLOC_087120 est anti-corrélé a l'expressn des génes proximaux codants les
histones.A. Niveau d'expression en RPKM (Reads per Kb péliad) du IncRNA XLOC_087120
entre les patientSPM1 muté (n=14) eNPM1 sauvage (n=26). B. Niveau d'expression en RPKM des
9 histones proximales et anti-corrélées a XLOC_@87Entre les patientdPM1 muté (n=14) et

NPM1sauvage (n=26). ***p valeurs<0.001 ; **p valeurs<0.01 ; *p valeurs<0.05.

Les génes des histones dérégulés dans ce clugiartiapnent a la famille des histones
canoniques H2B, H3.1 et H4. Sachant qu'il existesiplrs géenes codant chacun des histones
canoniques (17 H2B; 13 H3.1 et 14 H4), nous nousnses demandés si la diminution du niveau
d'expression des histones localisées pres de XLBOLAD avait un réel impact sur le niveau
d'expression globale des histones canoniques loexstait des mécanismes de compensation. Nous
avons additionné les expressions de chacun des gedant la méme histone et comme le montre la
figure 9, les histones H3.1 et H4 sont significatnent sous exprimées en présence de la mutation
NPM1 chez les patients. Pour les histones H2B, la rdiffée n'est pas statistiquement significative,
mais elle semble suivre cette tendance. En résaoés avons émis I'hypothése que le IncRNA
XLOC_087120 était capable de réguler négativermerpiession de genes codants des histones par
un mécanisme de régulation épigénétique impligleacdbmplexe PRC2. Cette régulation pourrait étre
encisavec une régulation des génes du cluster 1 dembistmais aussi ¢rans pour une répression

plus globale des histones H3.1, H4 et & moindreanivdes histones H2B.
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Figure 9 : Expression des histones H2B, H3.1 et Hdhez les patients LAMs.Différences
d'expression en RPKM des types d'histones cceurs H3B et H4 entre les patien#PM1 muté
(n=14) etNPM1sauvage (n=26). NS= Non Significatif. **pvaleurs<0.001 ; **p valeurs<0.01.

V) Quel est limpact de la dérégulation du XLOC_087120sur

I'expression des histones?

Afin de vérifier notre hypothése de régulation @xpression des histones par le IncRNA

XLOC_087120, nous avons inhibé ou surexprimé cBMN®& in vitro.

La 1°© étape a été de caractériser ce InNcRNA. En effatéié identifié et assemblé & partir de
données de séquencage haut débit, et ce typeydarmatiéja montré des faiblesses dans la fiad#isé
séquences en 5' et 3' d'un transcrit. Afin de déter la séquence exacte de ce IncRNA, nous avons
utilisé la technique de RACE PCR (Rapid Amplificatiof cDNA Ends). Cette approche nous a
permis de définir les extrémités 5' et 3' du XLOEB71R0 et ainsi de lui attribuer une taille de 1972n
Ce IncRNA est constitué d'un seul exon et est erérg partir du brin - du chromosome 6. La 3'RACE
a montré que ce IncRNA était polyadénylé, ce quété confirmé par une isolation ARN
poly(A)+/poly(A)- montrant un enrichissement sigadtif de XLOC_087120 dans la fraction
poly(A)+, suggérant donc une transcription par Mpol Il (Figure supplémentaire 1).

Pour réduire l'expression du XLOC 087120, nous avdans un premier temps utilisé
différents siARNs dirigés contre ce transcrit, gaisont avérés inefficaces. Nous avons alors choisi
d'utiliser la stratégie GapmeR, pour les avantagésle présente par rapport aux siARNs dans le cas

d'un ARN nucléaire. La lignée OCI AMLNPM1 muté) a été transfectée transitoirement avec un
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GapmeR dirigé contre XLOC 087120 ou un GapmeR o&mntrCette approche nous a permis
d'obtenir une réduction de I'expression du XLOC 12®7d'environ 40% par rapport au contrdle 48h
post-transfection (Figure 10A). Par rapport awtdmss, la transfection du GapmeR XLOC_087120
induit une augmentation statistiquement signifiGatpour 6 des 9 histones (Figure 10B). Pour les
histones H3F et H2BI, la différence n'est pas §icative d'un point de vue statistique (lice a la
variance entre les expériences), mais montre teun@me une augmentation de I'expression de ces
histones en présence du GapmeR XLOC_087120. Sexpedssion de 'histone H3G ne semble pas
étre affectée par l'inhibition du XLOC_087120. Afae déterminer l'impact de [linhibition du
XLOC_087120 sur I'expression globale des histongd et H4, nous avons utilisé des amorces de
RT-qPCR capables d'amplifier 'ensemble des trésstes variations de séquence entre les différent
géenes codant les histones H2B n'ont pas permidis#utun couple d'amorces spécifique unique.
Ainsi, nous avons pu observer une surexpressiamatg d'au moins 1,5 fois des histones canoniques
H3.1 et H4 aprés inhibition du XLOC 087120 (FiguteC). Ces résultats suggerent que le
XLOC 087120 pourrait intervenir dans des mécanismesrégulation ercis sur les histones
adjacentes, mais égalementteans sur les autres histones afin de réguler I'expovasgiobale des

histones H3.1 et H4.
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Figure 10 : Impact de l'inhibition de XLOC_ 087120 sir I'expression des histonesDifférences
d'expression de XLOC_087120 (A), des 9 histonesiprales (B) et des types H3.1 et H4 (C), 48h
post transfection des GapmeRs XLOC 087120 ou denti@ns les OCI AMLS3, par RT-gPCR. n=3 ;

***= pvaleurs<0.001 ; **p valeurs<0.01 ; *p valeurs<0.05.

En résumé, nous avons montré que le IncRNA XLOC1P87est capable de réprimer
I'expression d'histones proximales de la famillBHR3.1 et H4, et de fagon plus globale le niveau

d'expression des histones cceurs H3.1 et H4.
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vl) Est-ce que XLOC_ 087120 est capable de recruter PR€2

Les analyses de prédictions d'interaction ont néongue XLOC_087120 pouvait
potentiellement interagir avec le complexe PRC2aisous unité SUZ12, et pourrait ainsi recruter ce
complexe afin de réprimer les histones comme nawsris mis en évidence. Nous avons réalisé des
expériences d'immunoprécipitation d'/ARN (RIP) awuecanticorps anti- SUZ12 selon le protocole
décrit par Rinret al. (Rinn et al., 2007b). Le INcRNRINT a été utilisé comme contrdle positif et
I'ARNr 5Sen contréle négatifPINT est un IncRNA précédemment décrit comme interagisavec
SUZ12 (Marin-Béjar et al., 2013), et IARBE nous permet eégalement d'évaluer le bruit de f&wadl.
western blotting, nous observons bien la présercB8UWiZ12 dans la fraction immunoprécipitation de
SUZ12 (IP SUZ12), et aucune bande dans la fractantrdle (Figure 11A). La quantification des
transcrits dans ces fractions par RT-gPCR montiectéfement un enrichissement du transcrit de
PINT dans I'lP SUZ12 et aucun enrichissement de I'ARBjpar rapport au contréle (Figure 11B). De
maniere intéressante, on observe également unhisement de XLOC_ 087120 dans la fraction
immunoprécipitation de SUZ12. Le IncRNA XLOC_0871ia€eragit donc avec le complexe PRC2,

pour potentiellement réguler I'expression des gendant les histones.
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Figure 11 : Interaction entre XLOC_087120 et la sosl unité SUZ12 de PRC2A. Western Blot
apres RIP (RNA Immunoprecipitation) avec les ampeso anti-SUZ12 ou IgG contréle. B.
Enrichissement du transcrit XLOC 087120 dans latifta IP de SUZ12 par rapport a la fraction
contrble par RT-gPCR. Le INCRNRINT est utilisé comme contrdle positif et 'ARNS comme

contrdle négatif de la RIP. n=3 ; **f~valeurs<0.001 ; *p valeurs<0.05.
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vil) Quel pourrait étre I'impact de NPM1 mutée sur XLOC 0871207

Chez les patients, la surexpression de XLOC_08€&s2@ortement associée a la présence de
la mutationNPM1 Cependant, aucune variation du niveau d'expness#o XLOC_087120 n'a été
mise en évidence dans nos modéles cellulairesildtioim ou de surexpression déPM1 muté.
Sachant que le fractionnement cellulaire dansgiaéle NB4 a montré que XLOC_087120 était plus
abondant dans le cytoplasme, et que la forme nmig¢é&dPM1 conduit a des défauts de localisation,
nous avons supposé que la présence de NPM1 mutéaip@voir un impact sur la localisation de
XLOC_087120. La localisation du XLOC_087120 a déne comparée dans les différentes fractions
entre la lignée NBANPM1 non muté et la lignée OCI AMLBIPM1 muté. Nous observons une
localisation principalement cytoplasmique de XLOB7D20 dans les cellules NB4 (Figure 12) et &

l'inverse, XLOC_087120 est préférentiellement ghigicativement localisé dans le noyau des cellules

OCI AMLS.
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Figure 12 : Localisation cellulaire de XLOC_08712@ans la lignée NB4 et dans la lignée OCI-
AMLS3. A. Enrichissement de XLOC 087120 aprés fractiorsr@moyau/cytoplasme de la lignée
NPM1 non muté NB4, par RT-gPCRGAPDH est utilisé comme contrble positif de la fraction
cytoplasmique eSnord44comme contrdle positif de la fraction nucléaire. Birichissement de
XLOC_087120 apres fractionnement noyau/cytoplasenkadignéeNPM1 muté OCI AMLS3, par RT-
gPCR.GAPDH est utilisé comme contrble positif de la fractioytoplasmique eSnord44comme

contrle positif de la fraction nucléaire. Normatisn par rapport au noyau ; n=3 ; *{=

valeurs<0.001.
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Afin de déterminer si c'est la présence de NPM1émujui induit cette différence de
localisation et non un autre des nombreux événenggtétiques présents dans ces différentes lignées
LAMs, nous avons analysé la localisation du XLOC7I#) dans la lignée HL60ER transduite avec
NPM1 muté par rapport a la lignée HL60OER contrdle. Déss HL60OER controles, le IncRNA
XLOC_087120 est plus abondant dans le cytoplasngui@ 13A). En revanche dans les HL60ER
transduites avellPM1 muté, on observe une délocalisation du XLOC_08HiP@ytoplasme vers le
noyau (Figure 13B). Ces résultats sont en accoed egux obtenus dans les lignées N\B2M1 non
muté et OCI AML3NPM1 muté. Ainsi, il semble que la présence de NPM1lémyiermette une
relocalisation nucléaire de XLOC_087120, ce quirpat potentiellement augmenter sa fonction de

répresseur des histones.
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Figure 13 : Impact de la présence de la mutatiolNPM1 sur la localisation cellulaire de
XLOC_087120.A. Enrichissement de XLOC_087120 aprés fractionmemeyau/cytoplasme de la
lignée HLB0ER infectée avec le plasmide XZ vide, Ra-gPCR.GAPDH est utilisé comme contrble
positif de la fraction cytoplasmique 8nord44comme contréle positif de la fraction nucléaire. B
Enrichissement de XLOC_087120 apres fractionnenmaryau/cytoplasme de la lignée HL60ER
infectée avec le plasmide XZ-NPM1mut, par RT-qPGRPDH est utilisé comme contrdle positif de
la fraction cytoplasmique &inord44comme contréle positif de la fraction nucléairaridalisation
par rapport au noyau ; n=3 ; **pvaleurs<0.001 ; **p valeurs<0.01 ; *p valeurs<0.05.
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vill)  Quel est I'impact de la relocalisation de XLOC 08720 induite

par NPM1 sur I'expression des histones?

Les différences de localisation de XLOC 087120 densoyau ou dans le cytoplasme
peuvent potentiellement moduler sa fonction de ledgur de I'expression des histones. Nous avons
analysé si le modéle HL60OER exprimant NPM1 mutéésgmte une différence d'expression des
histones proximales & XLOC_087120 et des histooesrs. Dans ce modéle, seules 5 histones sur 9
sont détectables par RT-qPCR. La présence de NPMédenentraine une légere diminution du niveau
d'expression de ces histones (Figure 14). De plegression globale des histones H3.1 et H4

présente également une légere diminution, mémalsic n'est pas statistiquement significative.
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Figure 14 : Impact de la présence de la mutatioNlPM1 sur I'expression des histone€xpression
relative des histones localisées prés de XLOC_(B7ARet des histones cceurs H3.1 et H4 (B) entre
la lignée HL60ER transduite avec XZ-NPMl1mut et XZdey par RT-gPCR. n=3 ; ***pg

valeurs<0.001 ; *p valeurs<0.05.

En résumé, il semblerait que la mutatddAM1 ait un impact directement ou indirectement sur
I'expression de certains INCRNAs et plus particaligent sur la localisation du IncRNA
XLOC_087120. Ce IncRNA semble étre un répressamstriptionnel des génes codant les histones
encis et potentiellement etrans, pour une répression globale des histones cceufls ¢34 via le
recrutement de PRC2. L'hypothése qui se dégagesdeésultats est que NPM1 mutée dans les LAMs
conduirait a une délocalisation du XLOC_087120 densioyau, par un meécanisme qui reste a
déterminer. Ainsi, ce IncRNA pourrait alors recruie complexe PRC2 pour exercer une répression
transcriptionnelle sur les génes codant les histddenpact cellulaire de cette dérégulation résém

évidemment a déterminer, cependant ce travail auvrgrand nombre de perspectives, que je décrirali

dans la discussion.
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Notre travail nous a permis de mettre en évidemcraliveaux INcRNAs non décrits a ce jour
et des dérégulations de IncRNAs dans la leucérgiggainyeloblastique a caryotype normal associées
a la présence de la mutation du g&i®M1 De plus, nous avons identifié une signature d®MNAs
associée au pronostic des patients, confirmant tiotérét de I'étude des IncRNAs dans le cancer et

dans la leucémogeneése.
Sont-ils vraiment non codants?

La seconde partie de la définition d'un IncRNAREsh évidemment qu'il soit non codant. Le
potentiel codant de ces ARNs est évalué selonrdiifg criteres. La recherche d'ORF est le premier
élément pris en compte. Seuls les ARNs avec des iBieFeures a 100 acides aminés et avec un
contexte codant "pauvre" (déterminé informatiquetnesont sélectionnés. Ces ORF sont alors
comparées aux banques de données protéiques (BwjisBFAM,...) par analyse d'’homologie
(BLASTX). Enfin, la méthode de CSF (Codon SubsitutFrequency) permet d'évaluer si les codons
sont conserves a travers I'évolution, indiquansialia préservation du potentiel codant (Lin et al.,
2007). La validation expérimentale est un élémmpmartant pour définir si un INcCRNA est réellement
non codant. Plusieurs approches sont utilisédsaductionin vitro, I'analyse du profil de fixation des
ribosomes ou la comparaison avec des données dimpétries de masse. L'étude de Baafail. a
ainsi permis de déterminer qu'environ 92% des In&RlEnnotés dans le catalogue GENCODE v7
n'étaient pas traduits en protéines en comparamtdenées de RNA-seq et de spectrométrie de masse
sur deux lignées cellulaires (Banfai et al., 20X2¢tte approche reste cependant limitée pour les
petites protéines de moins de 50 acides aminésalyse de profil de fixation des ribosomes semble
étre la méthode la plus fiable a ce jour. Dans preeniére étude de profil de ribosome en 2011,
I'équipe de Weissman avait démontré que la majatéé IncCRNAs pouvait interagir avec les
ribosomes, suggérant ainsi une traduction de @&NAs (Ingolia et al., 2011). En 2013, cette équipe
a déterminé un score d'efficacité de traductioradirpdes mémes données de profil de fixation des
ribosomes et de RNA-seq. Les auteurs se sont apgugules régions 5'UTR et les différentes classes
d'ARNs réellement non codants tels que les microRMN#aient un score équivalent & ceux des
IncRNAs. lls ont alors analysé ces données diffénent, en quantifiant le détachement des ribosomes
(comparaison des données de ribosome profilingeetRNA-seq sur les putatives ORF). Cette
approche a permis de montrer que les INCRNAs gunsiles 3'UTR, 5'UTR et les ARNs non codants
classiques avaient un profil différent de celui A8Ns codants. La quantification du détachement des
ribosomes permettrait donc de distinguer les ARbdants des ARNs non codants (Guttman et al.,
2013). Pour finir, I'équipe de Weissman a mis eiénhce en 2014 l'existence de petits peptides
produits a partir de "séquences non codantes"ixatidn des ribosomes en dehors des cadres ouverts

de lecture classiques (Ingolia et al., 2014).



Ainsi, il convient de rester prudent sur le quadfif "non codant" attribué aux INncCRNAs
nouvellement identifiés. En effet, certains sosadit INcCRNAs ont finalement été décrits comme
codant de petits peptides fonctionnels. Par exenfglelersonet al. ont pu mettre en évidence un
ARN (reconnu comme ne possédant pas d'ORF) codgegdtide MLN (Motilin). Ce peptide de 46
acides aminés est traduit & partir d'un "IncRNA8afique aux muscles squelettiques et est impliqué
dans la performance de ces derniers (Anderson, &Cdl5). Il apparait donc nécessaire de suivre les
évolutions de la caractérisation du micro-protéo@ependant, méme si certains de ces "IncCRNAs"
sont capables de produire des petits peptidesn@&talut pas qu'ils puissent avoir un role fonutiel
en tant qu'ARN. Ces ARNSs sont alors qualifiés d'ARifonctionnels. A titre d'exemple, on peut citer
I'ARNm dep53qui promeut sa propre traduction via la régulatiégative de MDM2 (Candeias et al.,
2008). Le gene&sRAest également bifonctionnel mais de maniére unpbesi particuliére. En effet,
suivant l'épissage alternatif et l'isoforme qui Esulte, SRA peut étre transcrit en un IncRNA
fonctionnel ou en un ARN codant la protéine SRAPhd@hiedass-Kothari et al.,, 2004). Ce
mécanisme ajoute un degré de complexité suppléimerda transcriptome et laisse supposer la
présence de nombreux genes potentiellement bitomais par des mécanismes d'épissage alternatif
(Ulveling et al., 2011).

Identification de INcCRNAs fonctionnels : le challege

Le nombre important de nouveaux INCRNAs identi{i@s26 IncRNAS) dans cette étude peut
paraitre surprenant. Comme il s'agit de la preméoele a grande échelle dans les LAMs et qu'il
n'existe pas non plus d'étude a grande échelle ldalignée myéloide, on peut supposer que ces
IncRNAs sont spécifiques de ce lignage ou de geattkologie. Cette hypothése est en accord avec les
différentes études qui tendent & montrer que leRNs sont exprimés de fagon tissu spécifique
(Cabili et al., 2011). Une autre explication petreéette fois technique. En effet la majorité des
études par RNA-seq utilise uniquement les ARNs (@Ql. Or, comme mentionné dans
l'introduction, un certain nombre de IncRNAs ne sgafent pas de queue poly(A) tout en étant
fonctionnels, tels que les eRNAs. Afin d'analysemthniére plus générale et précise le transcriptome
des IncRNAs, il parait primordial d'établir la sg&len des ARNs pour le séquencage haut débit sur
une base de longueur et non pas sur la présenepatabde queue poly(A). Ainsi, dans ce travail, nous
avons choisi de réaliser le RNA-seq a partir dedNaRotaux (déplétés en ARNs ribosomiques)
comprenant les ARNs poly(A)+ et poly(A)-. On pelanc supposer qu'une grande partie des ARNs
mis en évidence dans notre étude sont poly(A)teQdstpothese est en accord avec les résultats que
nous avons obtenus apres isolation des ARNs polg@y(A)+ dans les cellules NB4. En effet,
parmi les 33 IncRNAs associésNPM1 muté, la majorité semble étre non polyadénylégucé

supplémentaire 1).

16¢



La structure des IncRNAs semble avoir un réle irgurpour les interactions avec d'autres
molécules, telles que des régulateurs de la chioepdtADN ou les ARNsSHOTAIR par exemple
posséde des motifs structuraux précis et nécesgaoreg son interaction avec les complexes LSD1 et
PRC2. Déterminer les séquences en lien avec letidos pourrait permettre de cibler plus facilement
les IncRNAs potentiellement fonctionnels a étudi@pendant, cela reste un challenge important dans
la caractérisation de ces molécules et de leurdtrfpactionnel. Ainsi, de nouvelles méthodes o8t ét
développées pour étudier la structure des ARNs aoanSHAPE (Selective 2'-Hydroxyl Acylation
analyzed by Primer Extension) (Low and Weeks, 20di0)la PARS (Parallel Analysis of RNA
Structure) (Kertesz et al., 2010). La techniqu&SHEAPE se fonde sur l'utilisation d'agents chimgjue
induisant préférentiellement I'acylation des acidesléiques simple brin ou des régions flexibles de
ARNSs. Les sites de ces modifications sont détguaéda reverse transcription qui est bloquée par ce
type de modifications. L'analyse de ces séquerumgplée a des algorithmes de prédiction, s'est
révélée étre d'une grande précision pour l'étudestieictures des ARNs. La PARS quant a elle,
combine les méthodes traditionnelles d'’ARNs "fdotprg" (a I'aide de la RNAse V1 ou la nucléase
S1) avec le séquencage haut débit pour identd&erdgions simple ou double brin de plusieurs ARNs
simultanément. Ainsi, cela permettrait d'analysestifucture des INcCRNAs a grande échelle, de mettre
en évidence des séquences consensus permettaetaction avec différents partenaires, et de

déterminer les séquences associées aux difféfemtettons potentielles des IncRNAs.
RNA-seq et transcriptomique haut débit : attentianx artéfacts

La technique de RNA-seq, bien qu'évidemment puiespour l'identification de nouveaux
transcrits et la quantification globale du transttnne, génére un certain nombre de biais. La
préparation des librairies en premier lieu peubittire des biais lors de la fragmentation des ABNs
de la transcription reverse, suivie des cycles plidication PCR des fragments. Cela peut conduire a
la génération d'artefacts et a des erreurs de ifjpatibn. De plus, la séquence apres l'assemldage
nouveaux transcrits peut étre imprécise lorsqueleerture (nombre de reads alignés sur le génome)
n'est pas suffisante. Cette identification de nauxe transcrits nécessite donc des études
complémentaires de type RACE et Northern Blot, afim déterminer les séquences exactes.
Corroborer ce type d'analyse avec des résultasegigencage haut débit se basant sur la partis5' de
transcrits comme la méthode CAGE, pourrait égalémemmettre d'avoir une idée plus précise des
TSS des nouveaux transcrits identifiés. Dans ngiyeature, un certain nombre de IncRNAs sont
situés dans un cluster que nous avons appelérczleCes genes sont trés proches d'un pointele vu
génomique et leurs expressions sont trés fortepusitivement corrélées. Il pourrait s'agir d'unl gtu
méme transcrit ou de portions de transcrits altésnanal assemblés bioinformatiquement. En eféet,
dérégulation induite par l'introduction de la migatNPM1 dans la lignée HL60OER montre une sous-

expression de 3 IncRNAs du cluster 028, alors gae8lautres ne semblent pas étre affectés. Dans ce
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contexte, on pourrait penser qu'il s'agisse entééde deux transcrits. Seules des expériences de

Northern ou de RACE nous permettront de réponaedta question.

Concernant la quantification des transcrits a pati donnée RNA-seq, la normalisation
actuelle utilise le RPKM ou FPKM (Fragments pergdy million), qui prend en compte a la fois la
taille de la librairie et la taille du transcrite@endant, utiliser cette unité pour réaliser ufédshtiel
d'expression entre deux conditions introduit unshi@mportant. La puissance du test statistiquegdas
sur un test de student, prend en considératioadedr taille du géne et conduit ainsi a pnealeur
plus petite pour un géne plus grand. C'est pourgiiféérentes méthodes de normalisation, plus
compliquées d'un point de vue mathématique et édgént moins précises que les RPKM ou FPKM,
ont été utilisées comme les méthodes développéedEBeq ou edgeR. Le choix de l'une ou l'autre
de ces méthodes dépend majoritairement du typpétiexce, de la taille des librairies, de la cahort
etc. Dans notre cas, les résultats du RNA-seq @nparticulierement reproductibles. En effet, nous
avons obtenu de trés fortes corrélations entreltemées de RNA-seq et de PCR quantitative par
Fluidigm sur les mémes échantillons. Sur les 3&NW sélectionnés, seul deux IncRNAs n'ont pas
pu étre validés par Fluidigm. L'un d'eux n'a pas e quantifié pour des raisons techniques
(amplifications aspécifiques malgré I'utilisatior différents couples d'amorces) et le deuxieme
INcRNA présentait une corrélation positive maisatigement faible entre les deux techniques. Ce
résultat peut étre lié aux différences techniquesméthodologiques entre le RNA-seq et la
guantification relative par PCR. En effet, l'ud@lion de genes supposés de référence pour la
normalisation des données de qPCR, ou encore lengaia détection comprise entre le bruit de fond
et la saturation du signal pour la mesure de fem®race, peuvent introduire des biais de quaniificat

et une limitation dans la quantification de traitdaiblement exprimé.
Association NPM1 et IncRNAs?

L'analyse d'expression globale non superviséeathsdriptome des INCRNAS sur notre cohorte
de patients LAM-CN nous a permis de mettre en awaniprofil particulier d'expression de ces
INcRNAs en présence de la mutatidPM1 Mais nous n'avons pas observé de profils d'esjmes
particuliers associés a d'autres caractéristigliegjues en analyses non supervisées, comme la
mutation du gén&LT3 ou le statut FAB par exemple. En revanche, la tiata&NPM1 présente un
profil transcriptomique bien distinct avec 236 INAS différentiellement exprimés selon nos criteres
stringents, confortant par ailleurs le statut déré part entiere des LAMIPM1 muté. La difficulté
technique d'étude, ainsi que le risque de n'éthenqartefact et non un transcrit réel, de certaines
classes de IncRNAs (les IncRNAs introniques et dasdJTRs de genes codants) nous a incité a ne
garder que les IncRNAs intergéniques et anti-sdlmais avons donc pu mettre en évidence une
signature de 33 IncRNAs permettant de distingugnicativement les patientslPM1 muté des

patientsNPM1 non muté au sein des LAM-CN. De plus, nous avané de fortes corrélations entre
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les IncRNAs et les mécanismes moléculaires imphigINPM1, et entre les INCRNAs et I'expression
de génes spécifiguement associés a cette muttglerque les gendsOX Evidemment, la signature
n'a pas d'intérét d'un point de vue clinique, ni@isiontre bien que les LAMs présentant la mutation
NPM1 sont des entités en soi avec des profils trartsenigues particuliers (ARNm, microARNSs,
IncRNAS), et que les IncRNAs pourraient participer phénotype de ce type de cancer impliquant
NPM1. La signature minimale permettant de regrolpepatientdNPM1 muté étant de 19 IncRNAs
et non de un ou deux INcRNAs suggeéere que I'expmesde ces INCRNAs n'est pas uniqguement
dépendante de la présence de la mutdtiBM1 En effet, pris indépendamment, aucun des IncRNA
de la signature n'est capable de discriminer I¢iemia NPM1 muté des patientssPM1 non muté.
Cette observation permet deux hypothéses: -sodlél@gulation du IncRNA est un événement
secondaire indépendant de NPM1; -soit la présehae alitre facteur (lié au stade de blocage de
différenciation ou la présence d'une autre mutatisMT3a IDH1/2...) perturbe I'expression du
IncRNA. Nous n'avons pas pu mettre en évidencadeefir responsable de cette hétérogénéité, car
malheureusement nous n'avons pas toutes les irtfomaaliniques concernant le statut mutationnel
pour tous les genes mutés de facon récurrente @dend AM-CN. Ces hypothéses pourraient
également expliquer les différences entre les tatsubbtenus dans les lignées (apres inhibition ou

surexpression de NPM1) et ce que l'on peut obsehex les patients.

Cette hétérogénéité d'expression des INncCRNAs ofsarvez les patientdPM1 muté nous a
permis de mettre en évidence une signature de ldeBNAs associée au pronostic des patients. De
maniere intéressante, cette signature est stastignt indépendante du statutNféM1 et des autres
facteurs pronostiques. Cela pourrait étre la cansgcp de I'nétérogénéité d'expression des INCRNAs
et du faible nombre de patients sélectionnés pmiahalyses statistiques. Cependant, l'indépendance
de cette signature par rappomBM1 pourrait permettre de stratifier un peu plus $gue dans cette
pathologie, et plus particulierement au sein ddagema NPM1 muté indépendamment du statut de
FLT3. A la différence d'événements génétiques commmigations ou translocations représentant un
état absolu, muté ou non, I'expression de genesoastise a la gradation de leurs expressionst Il es
donc important que la gamme d'expression des gisés signature soit la plus large possible pour
une classification des patients avec le moins deedpossible. La grande variabilité d'expressidn es
un des avantages des INcCRNAs qui pourrait faciitenise en évidence de signature pronostique.forte
En effet, différentes études ont montré que legatians d'expressions entre différentes conditions
(tissu sain/tissu malade, tissu indifférencié/tidgtérencié, etc...) sont généralement plus impaesin
pour les IncRNAs que pour les ARNm, ce qui en paitentiellement de bons marqueurs cliniques et
pronostiques. Pour notre signature, nous pouvosereer des différences d'expression de plus de 100
fois entre les groupes de patients. Notre cohegeerpetite, et une confirmation sur une cohouws pl
large et multicentrique permettrait de valider @vdluer plus précisément l'intérét clinique deecet

signature. Nous avons également remarqué par etitiés analyses que la valeur pronostique associée
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a l'expression des INcRNAs était régulierement gigsificative dans la rechute que sur la survie
globale. De plus, notre signature se base sur déenfs ayant atteint au moins une rémission
compléte, suggérant un impact prédictif principaatrdans la rechute. De maniére intéressants, il n'
a que tres peu de marqueurs de rechute dans la CAMUne étude plus poussée dans ce sens
pourrait permettre de mettre en avant des sigretl@éncRNAs avec un fort pouvoir de prédiction de

la rechute.

Pendant ma troisieme année de thése, une étudessimcRNAs dans les LAM-CN a été
publiée par Garzoat al, dans laquelle les auteurs ont identifié des sigea de INcRNAs associées a
différentes mutations récurrentes dans les LAMst 8i°M1 (Garzon et al., 2014)ls ont également
montré une corrélation entre I'expression de IncRIlk pronostic de patients LAM-CN en proposant
une signature de 48 IncRNAs, validée sur une cehde 71 patients. Cette étude confirme
l'importance des INcRNAs dans cette pathologiexiéte cependant de nombreuses différences entre
nos deux études. Tout d'abord, la technique detifjoation des IncRNAs utilisée est différente
puisqu'il s'agit de microarray dans l'étude de Garet al. Cette technique ne permettant pas
l'identification de nouveaux transcrits, les IncRNQuantifiés sont ainsi uniguement des IncRNAs
connus, répertoriés dans les banques de donnéas.&vons donc pas de génes en commun entre
nos deux signatureBlPM1 muté, puisque la ndtre est composée de 31 IncRNAs/allement
identifiés sur 33. Les cohortes de patients LAMst smalement différentes des nétres puisqu'ils ont
sélectionné uniquement des patients de plus dené5Une autre différence majeure entre nos deux
études est que nous avons voulu tester la robastEsghacune de nos signatures. En effet, notre
démarche a été de sélectionner dans un premiestlEmmenes différentiellement exprimés entre les
patientsNPM1 muté et non muté puis de réaliser un clusteringl{@e non supervisée) avec cette liste
réduite de genes. Cette approche nous a permialidena séparation des patieNBM1 muté et non
muté. Dans I'étude de Garzon, seul le différerdlekpression a été réalisé. De plus, nous avons
également utilisé une deuxieme cohorte de pat{eotsorte de validation, n=50) pour confirmer nos
résultats. Ces conditions tres stringentes sonaiflaurs une des raisons pour lesquelles nousméav

pas établi de signature de IncRNAs associée afation FLT3-ITD, au contraire de Garzehal.
Impact de NPM1 mutée sur les IncRNAs?

Expérimentalement, l'introduction de la mutatibiPM1 ou sa délétion ne perturbe pas
globalement I'expression des IncRNAs que nous asélectionnés. On a pu observer tout de méme
des dérégulations de l'expression des INCRNAs XLE28763, XLOC_028770, XLOC_028776,
XLOC 074912 et XLOC 091736 en introduisant la matatdans la lignée HL60ER et
XLOC_007987 et XLOC_080771 en délétdifM1 muté transitoirement dans la lignée OCI-AML3.
Les différences d'observations entre ces expémgeatdes patients peuvent étre dues a la nécessité

d'événements secondaires, au contexte celluldoe dés problemes techniques. En effet, il existe d
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différences inhérentes aux lignées cellulairesgmmt des caryotypes complexes et de hombreuses
mutations additionnelles, & la différence de ndgepts aux caryotypes normaux. Le stade de blocage
de différenciation, différent entre les cellules patients NPM1 muté et nos lignées, pourrait
également avoir un impact sur la régulation deRws. En effet, les blastes de patient LANWM1
muté sont plutdt différenciés (FAB M4), alors ges lignées LAMs que nous avons utilisées sont
plutét indifférenciées (FAB M2/M3). De plus, nossoliats se basent sur de I'étudevitro qui
s'affranchit de tout contexte physiologique tel ¢gienicroenvironnement tumoral. Enfin, d'un point
de vue technique, lintroduction de la mutationcoenpense peut étre pas suffisamment le niveau
endogéne de NPM1 sauvage. En effet, chez les matlarmutatioNPM1 est toujours hétérozygote,
ce qui conduit a une expression similaire desed|éinuté et sauvage. Or, lorsque nous introduisons
NPM1 muté dans nos lignées, nous observons égalementlagere augmentation du niveau
d'expression de NPM1 sauvage. A linverse, litiwibitransitoire d&NPM1 muté par GapmeR induit
également une diminution ddPM1 sauvage. Ce dernier effet est d0 a de trop faitedarités de
séquences entrdlPM1 muté et sauvage pour un ciblage entierement spéeif A la vue de
l'importance du niveau d'expression de NPM1 poardiérentes fonctions, parfois opposées, nous
pouvons supposer également que l'impact de la dlétémn de NPM1 sauvage peut étre a I'origine des
dérégulations de IncRNAs en contradiction aveadssiltats chez les patients. Balti al. ont montré

gue la délocalisation de NPM1 mutée et de sesnares peut étre reversée lorsdNigM1 sauvage

est transfecté et exprimé en exces, suggérant dingortance fonctionnelle de la balance
d'expressioNPM1 mutéNPM1 sauvage (Bolli et al., 2009). La surexpressiofiigibition de la
forme sauvage de NPM1 pourraient nous permettiald@r I'impact de NPM1 dans la régulation de

I'expression de ces INCRNAs.

Si I'on compare les résultats obtenus sur nosrdiftés lignées, nous pouvons constater qu'il
n'y a pas de correspondance entre les stratégibgodion et d'expression de NPM1 mutée. En effet,
les INncRNAs dérégulés dans ces deux types d'equ&s ne sont pas les mémes. On peut tout d'abord
noter des différences d'expression entre les Igyriéeignée HL60ER exprime seulement 22 des 33
INcRNAs sélectionnés, la lignée NB4 26 IncRNAsaglignée OCI-AML3 23 IncRNAs. D'un point de
vue technique, la surexpression de NPM1 mutée akighue a I'aide de rétrovirus permettant une
expression stable de la protéine, alors que pdmibition de NPM1 muté nous avons utilisé
l'approche par GapmeR induisant une inhibition ditaire. L'inconvénient de la transfection
transitoire est un temps d'observation court: 8sounaximum post-transfection. Or, les LAMs sont
des maladies avec une progression relativemerd &ries études de la mutatidRM1 chez la souris
montrent une apparition tardive du phénotype leugéen Nous devrions peut-étre envisager une
extinction stable d&NPM1 muté par sh-RNA ou par knock-out du géne permetiae observation
plus tardive. En effet, Wangt al. ont transduit un sh-RNA dirigé contPM1 muté dans la lignée

OCl AML3, et de facon particulierement surprenartette inhibition deNPM1 muté par cette
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méthode n'a présenté aucun effet sur la forme gaudaNPM1 (Wang et al., 2014c). Il en est de
méme pour nos expériences de surexpression de MRNHEe pour lesquelles nous avons analysé les
résultats seulement deux semaines apres le trceledes GFP positives. Il est intéressant de noter
toutefois que les résultats expérimentaux sontcenrd avec les observations chez les patients pour
les INcRNAs XLOC_074912, XLOC_091736 et XLOC_00798uggérant un impact nécessaire et
suffisant de la mutatioiNPM1 sur I'expression de ces IncCRNAs. Ces résultatesséent bien
évidemment une validation par d'autres stratédiessired'autres lignées. L'utilisation d'inhibite i
l'oligomérisation de NPM1 tel que NSC34888, dimmiudonc ses fonctions, et de la Degueline, une
drogue ciblant spécifiquement la forme mutée de WPPburraient nous permettre également de
mettre en avant l'impact de NPM1 mutée sur la edgui de I'expression des INcCRNAs (Balusu et al.,
2011)(Yi et al., 2015b). La Deguelin est une drogod-tumorale qui a été décrite comme réprimant
spécifiguement NPM1 mutée en augmentant sa dégradadr le protéasome, mais qui n'a aucun
effet sur NPM1 sauvage. Les raisons expliguant cdifférence d'impact entre NPM1 sauvage et
mutée ne sont pas encore connues. Cependant,iihgsttant de prendre en considération que la
Deguelin a des effets sur de nombreuses voiesgialisation impliquées dans les cancers comme
PISK/Akt, ce qui pourrait biaiser les résultats. derait également intéressant de transfecter
transitoirement le GapmeR alNMPM1 muté dans les HL60OER XZ-NPM1mut afin d'observelasi
restaure le niveau d'expression des IncRNAs. Dansut de s'affranchir des différences entre nos
modeéles d'études et les patients, peut-étre pogrrious également travailler directement sur les
cellules de patients LAMNPM1 muté. Toutefois, le maintien de ces cellules priesaen culture
s'avere particulierement difficile et limité damstemps. Enfin, ces différences d'expressions pguve
étre dues non pas a une régulation de I'expresgiaig plutdt a une différence de stabilité des
IncRNAs selon les conditions. D'aprés plusieursléty NPM1 n'aurait pas un role direct dans les
LAMSs sur la régulation de I'expression des ARNnpagss a la présence de NPM1 mutée comme les
génesHOX, mais plutdt un réle indirect via la régulation ltexpression de microARNs ciblant des

géneHOX par exemple (De Braekeleer et al., 2014).

D'aprés nos analyses préliminaires par alignemergédjuences des INncRNAs sélectionnés,
trées peu de ces INcCRNAs présentent des séquenoeddgues chez la souris. Cependant, plusieurs
chercheurs s'accordent a dire que les algorithrogs lfanalyse de conservation entre les espéces ne
sont pas totalement adaptés pour des séquencesvalissi rapidement que celles des INncRNAs. En
effet, la recherche de conservation ne doit pakesent s'attacher a la conservation de séquences su

I'ensemble du transcrit. Il existe d'autres nivedeixonservation a considérer:

- une conservation de petites portions du trangesiponsables de la formation de structures

secondaires ou tertiaires nécessaires a la fometiod du InNcRNA, comme dans le casXi8T
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- une conservation de la localisation génomigueiieRNAs dont la séquence est différente mais qui

sont localisés prés des mémes génes codants di@nsrdes espéeces

- une conservation de la fonction malgré une faitdenologie de séquence entre les différentes
espéces telle qUBAS5 (9% d'homologie entre I'homme et la souris mamdpcteur des mémes
SNOARNS)

Ainsi, il serait intéressant de comparer nos tasihvec des résultats RNA-seq sur des souris
knock-in NPM1 muté. Ceci pourrait nous permettre de mettre édeége des INCRNAs conservés
entre les deux espéces et dérégulés par la prédenbdPM1 mutée. Pour finir, il parait logique
d'évaluer également limpact de NPM1 sur les IncRNAtravers d'autres pathologies impliquant la
nucléophosmine, comme les LAMs avec la fudid®M-MLF1 (Myeloid Leukemia Factor 1), ou les
lymphomes anaplasiques a grandes cellules avdasian NPM-ALK (Anaplastic Lymphoma

Kinase).

La mutation deNPM1 semble également avoir un effet sur la localisatellulaire des
IncRNAs. Nous avons pu mettre en évidence une digation du cytoplasme au noyau du INCRNA
XLOC 087120 en présence de la mutation MEM1, mais également une délocalisation du
cytoplasme vers le noyau du IncRNA XLOC 091735 eésence de NPM1 mutée (Cf Figure 5
Résultats supplémentaires et Figure 2 lllustratisugplémentaires). Or, NPM1 est également une
RNA-binding protéine et il a récemment été monte& RIP que NPM1 était capable de lier le
INcRNA Lnc_bc060912 (Luo et al., 2015a). On peutidinaginer que NPM1 mutée intervienne dans
la délocalisation des INcCRNAs dans le contexte ldggls. Cependant, le sens de délocalisation des
INcRNAs (cytoplasme vers noyau) peut apparaitréradictoire, puisque la mutatiodPM1 induit
normalement une délocalisation de ses partenawesioyau vers le cytoplasme. On peut donc
supposer que NPM1 mutée délocalise, inhibe ou dienifexpression d'une protéine/d'un complexe
protéique impliqgué dans le transport des IncRNAstilisation de leptomycin B (un inhibiteur de
I'exportine Crm1 impliqué dans le transport de NPMltée dans le cytoplasme) pourrait nous
permettre d'évaluer l'impact de la délocalisatienlNiPM1 sur la localisation cellulaire des IncRNAs.
De plus, la recherche des partenaires protéiqueesiéncRNAs, par RNA biotin pull down ou par
ChIRP couplé a la spectrométrie de masse, poumoais permettre d'identifier les acteurs impliqués

dans cette délocalisation.
Quelle est la fonction de ces INCRNAs?

Que le génome soit transcrit en grande partie egaiti connu, mais que tous ces transcrits
aient une fonction reste a déterminer. Les préuistde fonctions par analyses bio-informatique$ son
encore balbutiantes notamment par manque d'infnsatiant la séquence et/ou la structure aux

fonctions. Une grande partie des fonctions des WAR repose sur des interactions avec des
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complexes protéiques. Cependant, la plupart deoritimes de prédictions d'interactions
ARN/protéines présentent de la cross-prédictioneeRNA et DNA-binding protein et sont limités
d'un point de vue de la taille des séquences ¥serafYan et al., 2015). Toutefois, nos prédictions
d'interactions entre les protéines et les IncRNA8 gous avons sélectionnés ont généré un grand

nombre de résultats intéressants, notamment aweriplexe PRC2 via SUZ12 et/ou EZH2.

Les IncRNAs peuvent également agir en tant qu'épengiicroARNSs. Il existe des bases de
données de prédictions d'interactions INcRNAs erodiRNs. Cependant, ces bases de données ne
répertorient que des INcRNAs déja décrits et nmptent pas I'utilisation de nouvelles séquences. D
maniére générale, méme si les INcCRNAs présentandités d'interactions avec des microARNS, il faut
étre prudent avant de les considérer comme des AsRddmpetiting RNA). Une étude publiée en
2014, traitant de I'effet compétiteur des IncRNAslse miR-122 et ses cibles, a conclu qu'il était p
probable que les IncRNAs présentant des sitesdfictions aux microARNs soient des compétiteurs
endogenes efficaces (Denzler et al., 2014). En,d#enajorité des INCRNAs n'atteint pas le niveau
d'expression nécessaire pour séquestrer les midieARI sont exprimés plus fortement. De plus, la
plupart des IncRNAs ne contiennent pas de multigiéss d'interactions aux microARNs, une

caractéristique nécessaire aux ceRNAs pour cilelenahiére efficace les microARNS.

La méthode Guilt By Association permet d'avoir wue d'ensemble des différentes voies
moléculaires et cellulaires dans lesquelles un M&Reut étre impliqué, mais ce type d'analyse
repose sur des corrélations d'expressions quimeescaucun cas synonyme de cause. Les expériences
de perte ou gain de fonction sont donc nécessaiats difficiles. D'une part parce que ces INncCRNAs
sont généralement peu conservés et peu expriméaigte part parce que les expériences d'ARN
interférents sont difficilement efficaces, surt@atur des molécules associées a la chromatine. Bien
gue cela ne diminue en rien la fonction du genenament dite, le fait qu'un INCRNA puisse auss étr
traduit en un petit peptide fonctionnel non préseitheure actuelle dans les banques de protéines,
rend d'autant plus difficile la caractérisationldefonction de ces ARNs "non codants" par ce type

d'expériences.

Bien que nous nous soyons focalisés sur le INCRM®& 087120, les études fonctionnelles
d'autres INcRNAs de la signature pourraient domlesr résultats intéressants. Par exemple, les deux
INcRNAs XLOC 010909 et XLOC_ 028779 associés au @stia des patients LAMs pourraient étre
impligués dans des processus cellulaires commerdifgoation, I'apoptose, ou la résistance aux
traitements. En effet, I'expression de XLOC 0108860 fortement corrélée a l'expression de génes
homéotiques dérégulés en présence de la mutifiil. Cependant, nous n'avons pas trouvé pour
I'heure de lignée LAMs exprimant XLOC_ 010909, naildigeant donc a caractériser et cloner ce
INcRNA a partir d'échantillons provenant de patent'étude des 3 IncRNAs XLOC 007987,
XLOC 074912 et XLOC_091736, qui semblent étre délégpar la présence de la mutathdAM1
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dans nos lignées, montre qu'ils pourraient égalegtes impliqgués dans le phénotype induit par cette
mutation, comme le blocage de la différenciationlaeréponse aux traitements dans les LAMSs.
L'inhibition ou la surexpression de ces IncRNAscaurs de la différenciation des lignées HL60ER et
NB4, induite par le DMSO et lacide rétinoique esdjvement et aprés traitement
chimiothérapeutique a la cytarabine et/ou daunomj pourraient répondre a ces questions. Le
INcRNA XLOC_080771 est surexprimé chez les patiedBM1 muté, et également fortement
dérégulé dans nos expériences d'inhibition de NRMtée, ce qui en fait également un bon candidat
d’étude. Ce IncRNA est situé a proximité du géndaod la MAP KinaséV/AP3K1et son expression
est positivement corrélée a l'expression de ce .g&e plus, XLOC_ 080771 est associé
significativement au GoTerm MAPK dans les cancersschos analyses ontologiques, il pourrait donc

avoir un impact notamment sur la prolifération.
Le INcRNA XLOC 087120 : régulateur négatif des loses?

Nos résultats sur le INcCcRNA XLOC_087120 sont praewgs. En effet, nous avons pu mettre
en évidence une répression induite par ce IncRNA'expression de différents génes d'histones a
proximité de ce géene, dans le cluster 1 des histaziasi que sur l'expression globale des histones
cceurs H3.1 et H4. Un certain nombre de questiastenteen suspens. Tout d'abord, cette répression
via le recrutement de PRC2 reste a confirmer. Noosis pu montrer que XLOC 087120 interagissait
avec la sous unité SUZ12 dans la lignée Hela par Ké résultat reste lui-aussi a valider, d'unear
partir d'au moins une lignée LAM, ce qui s'est avétre plus difficile techniguement que dans les
Hela: en effet, I'efficacité d'immunoprécipitatida SUZ12 est bien plus faible dans les lignées LAMs
associée par conséquent a une expression des IrcRNA difficilement détectable par RT-gPCR.
D'autre part, la validation de cette interactiotrede IncCRNA et PRC2 pourrait étre réalisée par
l'immunoprécipitation de I'ARN au lieu de la prot@ Typiqguement, cette interaction peut étre
montrée par Biotin RNA pull down. Cette techniquensiste a marquer I'ARN avec la biotine,
immunoprécipiter le complexe ARN/protéine avec ides de streptavidine, et analyser les protéines
du complexe par western blot pour les protéinea g@gpectées, ou par spectrométrie de masse pour
une identification globale. Cela nous permettraitvelider I'interaction de XLOC_087120 et PRC2 et
de déterminer si cette interaction est réalisée &eous unité SUZ12 ou EZH2. En effet, la RIP que
nous avons réalisée l'a été en conditions non deamdes, immunoprécipitant ainsi tout le complexe
PRC2. De plus, lidentification de nouveaux pari@sa pourrait indiquer d'autres fonctions
potentielles, et par exemple nous permettre derrdiéter pour quelles raisons XLOC 087120 est

délocalisé dans le noyau en présence de la mutdidml.

Cependant, méme si l'interaction avec PRC2 esiroodd, rien ne prouve que ce soit par ce
biais que s'effectue la régulation sur les génes histones. Comme cité dans l'introduction, les

IncRNAs peuvent recruter plusieurs complexes difiés, répresseurs ou activateurs de transcription.
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L'étude des marques des histones comme H3K27meéRifigne de PRC2, par ChIP sur les
promoteurs des génes des histones réprimés, paineattidentifier le type de régulation et
potentiellement le complexe de régulation épigéunétimpliqué. Mais il est tout a fait possible auss
que cette répression de XLOC_087120 puisse étieeatd, en régulant I'expression d'un régulateur
transcriptionnel des genes codant les histonegréave pourrait étre amenée par une expérience de
ChIRP (Chromatin Isolation by RNA Purification). t@etechnique permettrait d'identifier d'une part
les génes cibles, et d'autre part les partenaistéigues du IncRNA. L'hypothése d'une régulaties d
génes des histones par le complexe PRC2 a étéraéafeécemment par une étude de I'équipe
d'Estelle Duprez sur les marques épigénétiques snsEAMs. En effet, cette étude montre une
augmentation des marques épigénétiques répresgeesiques de PRC2 H3K27me3 dans le cluster
1 des histones chez les patieDBM1 muté. Ces marques sont associées a une dimindéon
I'expression de différents genes dbhhST1H2BH HIST1H3Fet HIST1HA4F(Tiberi et al., 2015). De
maniere intéressante, ces 3 genes font partie gesnés que nous avons pu montrer comme régulés
par XLOC_ 087120, supportant donc une régulatiorctlr ou indirecte a travers le recrutement de
PRC2.

Malgré une régulation qui semblerait proximale @s nous observons également une
perturbation de I'expression des histones cceurs et3H4 en cas de modulation de I'expression du
XLOC _087120. Ces résultats suggerent un effet ghabal du IncRNA sur la régulation de
I'expression des histones. On observe notammentcdaglations significatives (négatives ou
positives) avec la plupart des histones du cluktetuster le plus important chez 'homme, conétitu
de 55 genes d'histones. Mais nous avons égalerbertv@ des corrélations avec d'autres histones
cceurs comme H2B et méme des histones plus "exstigelkes que les histones CENPA et H2AFX,
ainsi que des histones des autres clusters 24 3ptis petits et sur d'autres chromosomes, suggéra
donc un effetrans de cette régulation. La difficulté & dessiner de®rces spécifiques pour tous ces
genes tres proches du point de vue de leurs séegierend difficile I'étude de leurs expressions par
RT-gPCR. Il serait donc pertinent d'évaluer l'intpade la dérégulation de XLOC_087120 par RNA-
seq aprés inhibition ou surexpression du IncRNAsdaos modeéles. Cette approche, couplée a la
ChIRP, nous permettrait également d'identifier develles cibles du XLOC_087120 autres que les
génes des histones. Il reste également a détermsinegtte régulation de XLOC_087120 sur les
histones est spécifique et n'est pas la seule goesée d'une proximité spatiale. Il apparait donc
comme nécessaire de valider d'une part la répressiol'expression des histones, et si cet effiet es
spécifique du IncRNA d'autre part, en sur-exprimé@n©C_087120. Typiquement, nous envisageons

une transduction du IncRNA dans des lignées LAMssplonage du géne.
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Impact physiologique de la dérégulation de XLOC 0207

Nous n‘avons pas encore évalué I'impact cellutirta dérégulation de XLOC_087120 et par
conséquent l'impact de la dérégulation des histalzes les LAMs. En effet, les histones étant
impliqguées dans la condensation et la décondensad¢ida chromatine, nous pouvons nous attendre a
des effets divers. D'un point de vue général, istoihes sont plutdt considérées comme oncogéniques
avec des surexpressions de certains types d'hsstbaes de nombreux cancers comme dans les
cancers du c6lon, du sein, de l'cesophage, ou edesrpoumons (Hua et al., 2008)(Tomonaga et al.,
2003)(Graber et al., 1996)(Wu et al., 2012b). Degations récurrentes dans des génes codants des
histones H3.1 et H3.3 ont également été retroudées des glioblastomes de I'enfant (Wu et al.,
2012a). Mais les régulations induites par les hissosont bien plus complexes qu'il n'y parait.<Elle
peuvent dépendre du contexte cellulaire, et caxtainistones se sont également avérées étre des

tumeurs suppresseurs par la régulation négativeatygnes (Kapoor et al., 2010).

Le plus évident des effets auxquels nous pournmns attendre pourrait étre au niveau de la
réplication de I'ADN et donc plus généralement dargolifération. Mais il pourrait aussi y avoin u
effet sur la stabilité et l'intégrité des télomemans la régulation transcriptionnelle et épigénét la
stabilité génomique et la ségrégation des chromesoifBrickner et al., 2007)(Shia et al.,
2006)(Goldberg et al., 2010). Certains genes dhist comme les histones H3.1 et H3.2 sont des
histones de réplication, synthétisés et nécessauwepassage de la phase S du cycle cellulaire.
L'établissement d'une lignée LAM exprimant stabletméLOC 087120 pourrait hous permettre de
faire des études de cycle cellulaire. Cela nousnetrait notamment de quantifier le nhombre de
cellules dans les différentes phases du cycle éaepce ou absence du IncRNA, par I'utilisation
diodure de propidium en cytométrie en flux. L'impasur la prolifération pourrait étre évalué
classiquement par l'introduction de CFSE dans édisles et nous analyserons la diffusion du signal
suite a la division cellulaire par cytométrie. Lépression des histones induite par XLOC_087120
pourrait ainsi conduire a une diminution de la féchtion, ce qui pourrait étre en accord avec le
phénotype moins agressif des LAMs présentant latiomtNPM1

Le deuxieéme effet pourrait étre la réponse auxema@nts, et plus généralement I'apoptose. La
raison pour laquelle cette mutation dans les LAMtassociée a un meilleur pronostic et est plus
sensible a la chimiothérapie n'est pas clairemelié : cet effet pourrait étre la conséquencéade
diminution du métabolisme des ribosomes, ou enld®r@ un défaut de réparation de 'ADN. NPM1 a
été impliquée dans la maintenance de l'intégritogique et notamment dans la réparation de I'ADN.
En effet, il a été montré que NPM1 a une influeege la TLS (Translesion DNA Synthesis), un
processus de réparation faisant intervenir la péhase pa|. Dans cette étude, les auteurs ont mis en
évidence que NPML1 régulait ce processus en diminaaégradation de cette polymérase. Dans le

cas des leucémies avec mutation et délocalisaBoNRM1, on observe une plus grande dégradation
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de poh et un défaut du mécanisme de TLS. Il pourrait éoodler une plus grande instabilité
génomique et donc une augmentation de la mortlagbBuapres traitement (Ziv et al., 2014). De
maniere intéressante, certaines histones commehigsnes de type H3.3 sont impliquées et
nécessaires au bon fonctionnement du processuEpdeation de I'ADN comme CENPA et H2AFX,
recrutées aux niveaux des sites de lésions. On gmeut imaginer que la répression induite par
XLOC_087120 rendrait le mécanisme de réparatiomseificace par son action sur les genes des
histones impliqués dans ce processus, augmentaotribre de cellules en apoptose. L'implication de
IncRNAs dans la réparation de 'ADN a déja été iticiiaoet al. ont montré que le IncRNAIRR1
(Long intergenic radiation-responsive ncRNASs) étmitrégulateur de la réparation de I'ADN, induite
par irradiations dans la lignée épithéliale brogaki humaine BEAS-2B (Jiao et al., 2015). Ce
IncRNA agit notamment en diminuant I'expressionpdaéines impliquées dans la réparation. Nous
testerons l'impact de la dérégulation du XLOC_087d@ns nos lignées sur l'apoptose par cytométrie

en flux (marquage Annexin V/7-AAD), apres traiterhara daunorubicine.

Enfin, les LAMs étant caractérisées par un blocdgela différenciation myéloide, nous
testerons l'effet de la dérégulation du XLOC_087d&0s ce processus. Pour cela, nous utiliserons les
lignées NB4 et HL60ER aprés surexpression ou wettn du XLOC_087120 et en présence ou non
de NPM1 muté. Le traitement avec l'acide rétinoique ddigaée NB4 induit une différenciation
granulocytaire. Le traitement avec le DMSO de tmdéie HL60ER conduit & une différenciation
monocytaire. L'état de différenciation des cellubesa évalué par cytométrie en flux a I'aide des
marqueurs de surfaces CD11b, CD15 et CD14, et psergation morphologique des cellules sur

lames apres coloration au May Grunwald Giemsa.

Il faut évidemment garder a I'esprit que les IncRNp&uvent étre bi- voir multi-fonctionnels.
XLOC_087120 pourrait donc avoir d'autres fonctiehsin impact cellulaire indépendamment de son

réle de régulateur d'histones.
Etudes in vivo de XLOC_0871207?

Tous ces processus et ces expériences restentudesig vitro. L'évaluation de l'impact de
XLOC _087120ex vivo et in vivo est donc indispensable, afin de confirmer limpace de la
dérégulation de ce IncCRNA observée chez les patieAM-CN. En premier lieu, des études de
lignées LAMs surexprimant ou inhibant XLOC_08712hagreffées chez la souris, pourraient nous
permettre d'évaluer I'impact de la dérégulatiolXd®C_087120in vivo. Des études sur des modéles
de knock-out ou knock-in murin de XLOC_087120 paient s'avérer plus compliquées a mettre en
place, étant donné la faible conservation des IfER¢li est généralement observée entre 'homme et

la souris.
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Bien que les clusters d'histones et les différgatses soient bien conservés dans I'évolution,
nos analyses préliminaires ne nous ont pas pernisaltre en évidence des séquences homologues a
XLOC_087120 chez la souris. Des expériences dekaotmurin paraissent donc compromises sans
analyses plus poussées de la conservation du Inagke2 la souris. Cependant, nous pourrions tout
de méme introduire la séquence de XLOC_087120gmmmbinaison homologue dans le cluster des
histones équivalent au cluster 1 des histones ltfmmme. En effet, nous savons que les mécanismes
de régulation épigénétiqgue sont conserves entredas especes, PRC2 étant notamment conservé
entre la souris et 'hnomme. Toutefois, il est néage de prendre en compte que les structures
permettant l'interaction entre le INcRNA et PRCZaet peut-étre pas les mémes chez la sourisget qu
la régulation des histones ne dépend peut étredpak triméthylation H3K27. Ainsi, il parait
judicieux de déterminer au préalable I'impact dgOXL 087120 humain sur I'expression des histones
murines en transduisant des lignées cellulairesnesiravec le INcRNA. Nous pourrions également
envisager des études a partir de souris humanigge®ffet, nous souhaiterions transplanter des
cellules humaines CD34ransduites avec XLOC_087120 ou un sh-RNA dirigétie le IncRNA
dans des souris NSG (NOD/SCID/Gamma). Cela pouraits permettre d'observer l'impact du
IncRNA sur I'hématopoiese normale d'une part, sotiora potentielle sur le blocage de la
différenciation et/ou l'augmentation de la probfiion intervenant dans le processus leucémique

d'autre part.
Le lien entre NPM1 mutée et XLOC 0871207

Pour le moment, nous n'‘avons pas pu mettre enrégde vitro un effet de la présence de
NPM1 mutée sur le niveau d'expression du XLOC_08712emblerait que la mutatioPM1 agisse
uniquement sur la localisation cellulaire du XLO@7020. Or, chez les patient"M1 muté on
observe une surexpression du XLOC_087120. On pmut dupposer que cette surexpression est un
événement secondaire qui, associé a la présenieendetationNPM1, entraine une forte répression
des histones. Il n'y a pour l'instant pas d'exerdples la littérature de la régulation de I'expassies
histones par NPM1, bien que NPM1 soit directemapliguée dans la régulation de I'assemblage des
histones. Nous pouvons cependant faire un parafleéx la régulation qu'exerce NPM1 sur la
biogenése des ribosomes. En effet, NPM1 est némesséa maturation et & l'export des ribosomes,
mais également a l'expression des ARNr. NPM1 passacier aux promoteurs des ARNr, via des
structures G-quadruplexes, et il a été montré gukplétion de NPM1 ou l'expression d'un dominant
négatif comme NPM3, conduit a l'inhibition de lartscription des ARNr (Gadad et al., 2010). Nous
pouvons donc supposer que NPM1 présente ces deemxuxi de régulation sur les histones, a la fois
en tant que chaperone, mais aussi en tant queatégulde leur expression via le InNCRNA
XLOC _087120. Nous pourrions ainsi envisager lagpdantation de cellules CD34umaines co-
transduites avec le XLOC_087120N2M1 muté dans les NSG (NOD/SCID/Gamma). Ce modeéle de
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souris humanisées nous permettrait de déterminda glérégulation du XLOC_087120 est un

événement secondaire capable d’interférer dan®tepsus leucémique impliquant NPML1.

Conclusion

Au cours de ce travail de thése, j'ai pu démonpar des techniques de transcriptomique
guantitative a grande échelle (RNA-seq et Fluidigiog I'expression des IncRNAs était dérégulée
dans la leucémie aigué myéloblastique a caryotgpmal, et plus particulierement dans les LAM-CN
présentant la mutation du geN@ML1 J'ai pu également démontrer que le XLOC_08712MnecRNA
nouvellement identifié et surexprimé chez les pasi&NPM1 muté, intervenait dans la répression
transcriptionnelle des génes des histones probablewia le recrutement du complexe PRC2. Ainsi,
ce travail s’inscrit dans l'idée récente que ceRINAS ont une véritable fonction physiologique e¢ q
leurs dérégulations ont des conséquences pathaokmig-a caractérisation fonctionnelle de ces
IncRNASs nous permettra d’approfondir nos connaissaifiondamentales sur la fonction des IncRNAs,
et aussi de mieux comprendre leurs roles dansrteegsus oncogéniques. Ces INcCRNAs pourraient
rapidement constituer de nouvelles cibles théragees, et ainsi permettre d'affiner la classifizatet
la stratification du risque dans les cancers. Dgs,pla suite de ce travail pourrait générer des
perspectives intéressantes quant a la compréhedgsmmécanismes aussi fondamentaux que la
régulation de l'expression des histones par dd3NAs. Cela crée un champ d'investigations qui
s'ouvre dans différents domaines, de la biologiedémentale au développement et & toutes les
pathologies impliguant des dérégulations d'expoesdia réparation et le maintien de la stabilité

génomique.
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Figure supplémentaire 1: Polyadénylation des InNCRN# associés a la mutatioNPM1 dans les
LAMs. Différences d'enrichissement des 22 IncRNAs détéeda dans la lignée NB4 aprés

fractionnement poly(A)+/poly(A)-. Le transcriti2BK est utilisé comme contréle négatif de la
polyadénylation et le transcrltiOXA10 comme contrdle positif. Normalisation par rappartia

fraction poly(A)- ; n=3.
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Figure supp 2: Enrichissement des INncCRNAs dans leogau et cytoplasme dans les OCI-AMLS3.
Différences d'abondance de 27 IncRNAs associédPdM1 dans les LAMs détectables apres
fractionnement noyau/cytoplasme de la lignée OCItBpar RT-gPCRGAPDH est utilisé comme
contrble positif de la fraction cytoplasmique etsi@oARN Snord44comme contrble positif de la

fraction nucléaire. Normalisation par rapport ayano; n=3.
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Prédictions d'interactions protéines/IncRNAs etyswmde GOTerm:

L'algorithme de prédiction catRAPID a été utilisgup prédire les interactions potentielles entre les
INcRNAs sélectionnés et des protéines. Cet algodttest basé sur la contribution de structures
secondaires predites, les liaisons hydrogenesnetl@aWaals pour calculer un score d'interactida et
force d'interaction. Nous avons établi des seuitg@seurs a 75% pour la force d'interaction, 70%rpo
la puissance discriminative, et les partenairedéoes potentiels ont été sélectionnés selon la
propension d'interaction attribuée au Z score {fggrvice.tartaglialab.com) (Agostini et al., 2D13
Les corrélations d'expression entre différents gé@me été déterminées par le calcul du coeffiaient
Pearson sur Excel. Les genes présentant un ceefficide corrélation inférieur a -0,5 ou supéri@ur
0,5 ont été sélectionnés et analysés en utilis&uID (Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery). La significativité des corsants cellulaires et des voies moléculaires G@ a ét

identifiée en se basant sur une FDR (False DisgdRate) inférieure a 0,05.

Culture cellulaire:

Les lignées cellulaires Hela et HEK 293T ont étéiviees respectivement en DMEM et IMDM
(Sigma) et les lignées cellulaires LAMs HL60 ER @¢Eopic Receptor), NB4 et OCI AML3 ont été
cultivées respectivement en IMDM et RPMI, dans éneve & 37°C et 5% de EQChaque milieu a

été additionné de 10% de SVF (Life TechnologieSQW/mI de pénicilline (Life Technologies) et
100pg/ml de streptomycine (Life Technologies).

Extraction ARN et synthése d'ADNCc:

Les ARNSs totaux ont été extraits par Trizol (AmBi@elon les recommandations du fournisseur. La
pureté et la concentration des ARNs ont été déterasi sur le Nanodrop 1000 (Thermo Fisher
Scientific). L'intégrité des ARNs extraits de patgea été évaluée par un 2100 Bioanalyzer aveit le k
RNA 6000 Nanon Chip (Agilent Technologies). Sews échantillons avec un RIN (RNA Integrity
Number) > 7 ont été utilisés. De 100gn a 1ug d'ARNE été rétrotranscrits en ADNc avec le kit
QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen), avetraitement DNAse selon les conditions indiquées

par le fournisseur.

Quantification par PCR quantitative (QPCR):

L'expression de chaque géne a été quantifiée p@Roivec des amorces spécifiques déterminées
grace au logiciel en lignerimer3-PCR primer design taola réaction de PCR a été réalisée avec le
kit SYBR Premix Ex Taq (Takara) sur un thermocycl8tepOnePlus (Applied Biosystems) selon le
protocole Fast standard recommandé par le foutmistes génes TBP (TATA Binding Protein) et

Actine ont été utilisés pour la normalisation desrEes et I'expression a été calculée selon laoakéth
ZACt
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Fractionnement Cytoplasme/Noyau:

Entre 7.1 et 8.10 cellules ont été fractionnées avec le kit Cytapias& Nuclear RNA Purification

Kit (Norgen Biotek) selon les recommandations du Krievement, les cellules sont lysées une
premiére fois et aprés centrifugation, le surnaggeantenant la fraction cytoplasmique est récupéré.
Le culot de noyaux est ensuite lysé vigoureusenuemtrifugé et le surnageant contenant la fraction
cytoplasmiqgue nucléaire est récupéré. Les ARNs sositiite directement extraits a partir de chaque
fraction selon le protocole du kit avec un rappaiume Cytoplasme/Noyau de 1:1. Les différences
d'abondance entre les deux fractions ont ensuéedéterminées par RT-gPCR. L'ARNm de la

GAPDH a été utilisé pour évaluer la contaminatigtoplasmique dans le noyau et le snoARN

SNORDA44 a été utilisé pour évaluer la contaminatiociéaire dans le cytoplasme.

Fractionnement poly(A)+/poly(A)- :

Les fractions poly(A)+ et poly(A)- ont été isoléedaide du kit polyA Spin mRNA Isolation (NEB).
Les ARNSs totaux extraits de cellules NB4 ont étubés avec des billes de cellulose oligo(dT), pour
isoler les ARNs poly(A)+ accrochés aux billes et BBRNs poly(A)- présents dans I'élution aprés
incubation. Cette sélection a été réalisée dewsdeisuite pour assurer la pureté des populatians d
chaque fraction. Les différences entre les frastiom ensuite été évaluées par RT-gPCR. L'ARNm de
H2BK a servi de contrble positif de la fraction y@)- et 'TARNm de HOXA10 a servi de contrble

positif pour la fraction poly(A)+.

RNA Immunoprécipitation (RIP):

La RIP a été réalisée selon les modalités précédemhécrites par Rinet al. avec quelques
modifications (Rinn et al., 2007b). Les celluleddent été lysées dans un tampon RIPA (Tris-HCI 20
mM, pH 7.4, NaCl 150mM, EDTA 4mM, Triton X-100 1%yditionné d'inhibiteurs de phosphatase
(Na3v0O4 1mM, NaF 1mM), de phénylméthylsulfonylflide (PMSF) et d'un cocktail d'inhibiteurs de
protéase (Roche). Environ 5mg d'extrait protéiquée &é ensuite incubés avec chaque anticorps
(I'anticorps de la protéine a immunoprécipiter SR4ab12073 Abcam) et I'anticorps controle 1gG
(sc-2027 Santa Cruz)) durant 2h a 4°C. L'extrait@que plus I'anticorps ont été ensuite incubés av
des billes A pendant 1h a 4°C. Aprés 4 lavageshiltss ont été centrifugées et suspendues dans le

Trizol pour I'extraction ARN et une partie a étélgaée par Western Blot.
Western Blot:

30ug d'extrait protéique ou 10% de billes A (Ri&)tdractionnés sur gel polyacrylamide SDS-PAGE
(10% ou 15%) et transférés sur membrane de nitubose (Whatman). Les western-blots ont été
réalisés en utilisant les anticorps anti, SUZ12128°'3 Abcam), NPM1 mutant (fourni par le Pr
Brunangelo Falini, Italie), NPM1 totale (ab52644 cain), Tubulinep (). Les protéines ont été
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visualisées en utilisant des anticorps secondaivaplés a la péroxidase (Jackson ImmunoResearch)

et le kit ECL Prime Western Blotting Detection Reag(Amersham Biosciences).

5'/3' RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends):

Les séquences terminales en 5' et en 3' du INcRNACX 087120 ont été déterminées par I'utilisation
du kit 573" RACE 2 Generation (Roche) selon les instructions du fisseur. Briévement, 1pg
d'ARNs a été rétrotranscrit en ADNc a l'aide d'wareorce oligod(T) présentant une séquence
particuliere en queue flottante (fournie par leri@ant) pour la 3' RACE, et a l'aide d'une amorce
spécifiqgue du IncRNA pour la 5’RACE. Le fragmente8t amplifié par PCR a l'aide d'une amorce
spécifiqgue du INcCRNA et d'une amorce spécifiquéadin 3' fournie par le fabriquant. Le produit est
ensuite visualisé sur gel d'agarose 1% par UVaiesicé (GATC-Biotech). Pour la 5’RACE, I'ADNc
est traité par une Terminal Transferase rajoutaatqueue poly(A) en 3' (5' du transcrit). Cetteugue
va pouvoir servir de matrice pour une successiolP@R pseudo-nichées entre la queue poly(A)
nouvellement ajoutée et des amorces spécifiquemaRNAs. Le produit final sera par la suite

séquencé pour déterminer la séquence exacte aémigs du INcRNA XLOC_087120.

Clonages:

La séquence compléte du IncRNA XLOC_087120 (détsEmipar 3/5'RACE) a été amplifiée par
PCR a partir d'ADNc. Aprés purification, le fragnen été directement sous cloné dans le vecteur
pCR™-Blunt II-TOPO® (Life) et amplifié dans les Wékges DHD (NEB). Les sites de restrictions
EcoRlI entourant le fragment dans le vecteur ontligiérés et le fragment a été inséré par ligataomsd

le vecteur rétroviral pMSCV PIG (Puro IRES GFP).

L'ADNc de NPM1 muté (la forme majoritaire A) nous a été fourni lgaPr Brunangelo Falini (Italie).
NPM1 muté a ensuite été amplifié avec des amorces ramtdées sites de restrictions pour Xhol et

Ecorl, digéré et directement inséré par ligatiamsda vecteur rétroviral XZ-IRES-GFP.

Les vecteurs produits ont tous été vérifiés pausegage et amplifiés pour transfection transitoire

infection.

Production virale et infection:

Les cellules HEK 293T ont été transfectées avecgl®u vecteur pCL-Eco et 25ug du vecteur
pPMSCV PIG-XLOC_087120 ou XZ-NPM1muté, par nuclédfat avec le kit TransIT-X2 (Mirus).
Le milieu a ensuite été récupéré a 48h, 72h et P6dt-transfection. Apres centrifugation, le

surnageant contenant les virus a été filtré et eléng -20°C en attendant l'infection.

Les cellules HL60OER présentent un récepteur écionepmurin pour l'infection par le virus produit

précédemment. Trois millions de cellules HL60OERt suspendues dans 3ml de surnageant, contenant
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le rétrovirus d'intérét ou contréle supplémentél8pg de polybréne, et centrifugées a 2400rpm, a
37°C pendant 2h. Puis les cellules sont cultivéassdeur milieu toute la nuit et réinfectées le
lendemain selon le méme protocole. Enfin, les E"IGFP positives sont triées par cytométrie ex flu

3 jours post-infection.

Transfection Transitoire:

Deux millions de cellules de la lignée OCI AML3 BilB4 ont été transfectées avec 2ug de plasmide
ou avec des LNA-GapmeRs dirigés contre XLOC_087(0qon), NPM1 muté (Eurogentec), ou
LNA-GapmeRs contrdles (concentration finale: 0,5uM) GapmeR contréle ddPM1 muté est un
GapmeR ayant la méme composition et n‘ayant autibiee Le GapmeR contrbéle du XLOC_087120
est un GapmeR "Negative control A" fourni par Exiguet n'ayant aucune cible. La transfection est
réalisée par électroporation avec le systéeme Nfegeaw Il (Lonza) selon les recommandations du
fournisseur, et a I'aide du programme X-001 etstbbistions de nucléofection T et V, pour OCI AML3

et NB4, respectivement.

Analyses statistiques:

Les niveaux d'expression entre deux groupes ortostparés par un test de Student non apparié. La
correction de Welch a été appliquée en cas denggsignificativement inégales entre les deux
groupes d'aprés un test de Fisher (GraphPad PrigmJinep valeur inférieure a 0,05 a été considérée
comme significative et toutes les expériences tntéalisées en triplica. Tous les graphiques tint €

réalisés grace au logiciel GraphPad Prism v.5.
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Génes Forward Primer 5'->3' Reverse Primer 5'->3'

5S ACGCGCCCGATCTCGTCTGAT GCCTACAGCACCCGGTATTCCC
Actine TCCCTGGAGAAGAGCTACGA AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG
GAPDH CGGGAAGCTTGTCATCAATGG GGCAGTGATGGCATGGACTG
NPM1WT GAAGAATTGCTTCCGGATGACT CTTCCTCCACTGCCAGAGATCT
NPM1A GAAGAATTGCTTCCGGATGACT CTTCCTCCACTGCCAGACAGA
PINT GCTGGAACTTGCCCTGTCTCCT TCGCTCTGTGCCACCTTCTTCT
Snord44 CCTGGATGATGATAAGCAAATGC GTCAGTTAGAGCTAATTAAGAC
TBP GCCTCCCCCACCCCCTTCTTT GCCACACCCTGCAACTCAACATCC
H3.1 Total CTACCTGGTGGGGCTGTTTGAG GCGAGCAAGCTGGATGTCCTT

H4 Total ACAACATCCAGGGCATCACCAA CCGCGAGTCTCCTCGTAGATCA
HIST1H2BE GTGACCAAGGCGCAGAAGAAGGAC TTTAGAGGAGATGCCGGTGTCGGG
HIST1H2BH GCGTAAACGCAGCCGCAAGG GCCAGTTCCCCAGGCAGCAG
HIST1H2BI GGGAGATCCAAACGGCTGTGCG GAGCCTTTGGGTCGTTAGCGCTTT
HIST1H3E GGACACCAACCTGTGCGCTATT CAAAACAATTCACGCCCTCTCC
HIST1H3F CTATCCACGCCAAGCGAGTGAC GGCGCACACCCTCAGTACAACT
HIST1H3G GTGCCATCCATGCTAAGCGAGT TACTGCCCGGAAACCTCTACGC
HIST1H4D GACGTGGTGTACGCGCTCAAG CTGAAAAGGGCCGTTGGTTTTG
HIST1H4F TGGATGTTGTCTACGCGCTCAA GGGCCTTTTATGGGTGAGCTGT
HIST1H4H AACGCAAGACCGTGACAGCAAT AGTGCAGCAAGCAGGAGCCTTA

XLOC_087120

CCATGCACCAGGCACTGTAATG

TGGGTAGCACCTCTCCATGAGC

Geénes

GapmeR spécifique 5'->3'

GapmeR contréle 5'->3'

XLOC_087120

NPM1A

GAGGTTAATGAGTCA
CTGCCAGACAGAGATC

AACACGTCTATACGC
ATTAGACTGCCACAGT

Genes Clonage

Forward Primer 5'->3'

Reverse Primer 5'->3'

XLOC_087120

NPM1A

CCGCTCGAGCGGTTAGTGAGGGTCAT

TCTTCCCAT

CCGCTCGAGCGGATGGAAGATTCGAT

GGACATGG

CCGGAATTCCGGTTTACCCACATCATGTTGTT
TTTTAT
GAATTCCAGAAATGAAATAAGACG
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RESUME:

Les longs ARN non codants (InNcRNAs) sont définisnoee des transcrits de plus de 200nt et nayantdeas
potentiel codant. Des études récentes ont démquérdes INcCRNAs pouvaient étre impliqués dansdaledion de

la transcription, de la traduction, de la différation cellulaire, de I'expression génique, du eyctllulaire et des
modifications de la chromatine. De plus, il a éténimé un impact fonctionnel de certains INcCRNAs sdé
processus de cancérogenése mais nos connaissartoeies sur ces molécules dans le cancer, et plus
particulierement dans la leucémie, restent extréem¢rfimitées. Au cours de cette étude, nous avoradysé
I'expression des IncRNAs par RNA-sequencing supdfients atteints de leucémie aigué myéloblastfhadl) a
caryotype normal. Parmi les 11065 IncRNAs expriass nos échantillons, nous avons identifié uneasige de
INcRNAs associée a la mutation de NPM1. Afin detraeén évidence les fonctions putatives des INnCRNAs
sélectionnés, nous avons utilisé un algorithmerddigtion d’interaction protéine/ARN. De maniéreéiressante,
plus de la moitié des INcRNAs présentent des ditateractions potentiels a SUZ12, une sous unit&€amplexe
PRC2 (Polycomb repressive complex 2), connu paerrécruté par des IncRNAs pour la régulation aptjgue

de génes cibles. Par RNA immunoprécipitation (R#le) SUZ12, nous avons pu démontrer que le IncRNA
XLOC_087120 interagissait avec SUZ12. De plus, expression est anti-corrélée avec celle des gémissy
codants des histones, suggérant un réle dansdalatidn négative des histones par ce IncRNA. Lactpde la
dérégulation de XLOC_087120 sur les histones aa@téirmé par des expériences de surexpressiorirgtiloition

de ce IncRNA dans des lignées de LAM. De plus, ménhe mutation NPM1 ne semble pas affecter diraete
I'expression de ce INCRNA, des expériences d'imbecte la forme mutée de NPM1 dans une lignée LAN o
montré que NPM21 pourrait réguler la localisatiorclgaire/cytoplasmique de XLOC 087120 et moduler sa
fonction de répresseur. En conclusion, ces doneaggérent que les INcCRNAs sont des facteurs clés ta
pathogenése des LAMs.

MOTS-CLES : Leucémie aigué myéloblastique ; long ARN non codafiRNA-sequencing; Régulation
Epigénétique.

TITLE: Study of long non coding RNAs in acute myeloid lentka with normal karyotype

ABSTRACT:

Long noncoding RNAs (IncRNAs) are defined as RN&ngcripts that are larger than 200 nt but do npeapto
have protein-coding potential. Recent studies fdamonstrated that INcCRNAs regulate many proceasds as
transcription, translation, cellular differentiatiogene expression regulation, cell cycle regufataond chromatin
modification. Cumulative evidence points towarddraportant role of IncRNAs in cancer initiation,vé&opment,
and progression. However, our overall knowledgénoRNAs in cancer, including leukemia, remains extely
limited. In this study, we investigated INcRNA eapsion by RNA-sequencing in 40 acute myeloid letikem
(AML) patients with normal karyotype. Among 1106%RNA expressed in our samples, we identified $jgeci
IncRNA signature associated with the presence dfiNRwtation. To go further into the putative fuioctiof these
IncRNAs, we used catRAPID Omics algorithm to pregictential protein partners. Interestingly, thejority of
the selected IncCRNAs contains putative SUZ12 bigdsites, a PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2)
component known to be linked to INcRNAs and to epdically regulates target genes. By using SUZNAR
Immunoprecipitation, we identify one INcRNA namedOC_087120 linked to SUZ12. XLOC_087120 is located
in a region enriched in histone genes. Pearsonelation showed a significative anti-correlation vibegn
XLOC_087120 and histone neighboring coding geneesgion suggesting a role of this IncRNA in theutation

of histone genes. The impact on histone genes ssipre was confirmed by overexpression and inhibiid
XLOC_087120 in AML cell lines. Overexpression of MP mutant in an AML cell line showed that NPM1
modulates the nuclear/cytoplasmic localization dfQC_ 087120 and consequently its repressive function
Altogether, these data suggest that INcRNAs shbeladtonsidered as key players in the pathogenesiude
myeloid leukemias.
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