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LISTES DES ABREVIATIONS

ADN: Acide
désoxyribonucléique

ANP32A/pp32: protéine
multifonctionnelle régulant
la transcription, I'apoptose,
la phosphorylation et |a
progression dans le cycle
cellulaire. Action anti-
oncogéniqye par association
avec la protéine RB.

AP-2y: facteur de
transcription impliqué dans
la différenciation et Ia
prolifération lors du
développement
embryonnaire.

ARNm: Acide ribonucléique
messager

ARNnc: ARN non-codants
ARNSsn: Petit ARN nucléaire

ARNsno: Petit ARN
nucléolaire

ARNsi: petit ARN interférent

ATP: adénosine
triphosphate

ATRX: Hélicase ATP-
dépendante. Protéine
modifiant la chromatine,
lors de l'interphase et lors
de la mitose.

Bclx/Bcl-211: protéine 1 de
la famille bcl-2 (Bcl-xL: anti-
apoptotique/ Bcl-xS: pro-
apoptotique).

Bim (Bcl-2): protéine pro-
apoptotique de la famille
Bcl-2.

CD133: Cluster de
différenciation 133,
glycoprotéine membranaire
exprimée dans diverses

cellules souches dont les
CSC.

CDK®6: Kinase 6 cycline-
dépendante, régule la
progression dans le cycle
cellulaire.

ChIP: Immunoprécipitation
de la chromatine. Permet
I’étude des protéines
interagissant avec I’ADN.

circARN: ARN circulaires
(font parti des IncARNSs).

CLIP: Immunoprécipitation
réticulée. Permet I'étude
des protéines interagissant
avec I’ARN.

CRNDE: Gene
différentiellement exprimé
dans les néoplasies
colorectales.

CSC: cellule souche
cancéreuse

CSG: Cellule souche de
glioblastome

CSM: cellule souche
mésenchymateuse

CSN: cellule souche neurale

CTGF: facteur de croissance
du tissus conjonctif.

Cx43: Connexine 43,
constituant des jonctions
communicantes.

EA: épissage alternatif

EGFR: Récepteur au facteur
de croissance épidermique

ESE/ESS: Exonic splicing
enhancer/silencer:
activateur/inhibiteur
d’épissage exonique

FAS: récepteur
transmembranaire de mort
CD95, APO-1 ou TNFRSF6.

FOXO: Facteur de
transcription de la famille
“Fork-head”, suppresseur
de tumeur par régulation de
génes impliqués dans la
résistance au stress, le
métabolisme, I'apoptose.

FT: facteur de transcription

GAS5: Growth arrest
specific 5/ ARN non-codant
bloquant la régulation
positive de |'expression des
génes médiée par les
récepteurs aux
glucocorticoides.

GBM: Glioblastome
multiforme

HDAC: Histone Désacétylase,
enzyme catalysant la perte
du groupement acétyl sur la
queue N-terminale d'un
histone. R6le dans le
contréle épigénétique de
I’expression des génes.

HOTAIR: Transcrit antisens
d’ARN intergénique HOX

HTS: High Throughput
sequencing/ Séquencage
haut-débit.

IDH1: Isocitrate
déshydrogénase 1,
fréquemment mutée dans
les GBM secondaires.

IG20: (“death domain
adaptor Insuloma-
Glucagonoma Protein 20”

IGF-1R: Récepteur analogue
au facteur de croissance a
I'insuline 1.
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iPSC: Cellules souches
pluripotentes induites

ISE/ISS: Intronic splicing
enhancer, silencer/
activateur, inhibiteur
d’épissage intronique.

IRS2: substrat du récepteur
a l'insuline 2, molécule
médiant les effets de
I'insuline.

LCR: Liquide céphalo-
rachidien

lincARN: ARN long non-
codant intergénique

IncARN: ARN long non-
codant

LRRFIP1: protéine de
détection des acides
nucléiques cytosoliques.
Active la B-caténine.

LSD1/CoREST/REST:
Déméthylase spécifique des
lysines modifiant les
histones H3K4/
Corépresseur/ répresseur.
Participe au maintien de la
pluripotence des CSE par
modification épigénétique.

OS: Survie Globale

PART1: Transcrit
prostatique régulé par les
androgénes. ARN long non-
codant exercant un réle
dans la carcinogenése
prostatique.

PFS: Survie sans progression

PHF5A: Plant-
Homeodomain finger
protein 5A

POLD2: sous-unité 2 de la
polymérase delta.

MAPK(K): Kinase (kinase)
activée par les mitogénes.,
promeut la prolifération et
la survie cellulaire.

MDM2: E3- Ubiquitine
ligase “Mouse double
minute homolog”
responsable de la
dégradation de p53.

MEC: Matrice extracellulaire

MEG3: gene 3 d’expression
maternellle

MEK1: Protéine kinase a
double spécificité (famille
des kinase STE7) activant les
MAPKK.

MGMT: O-6-méthylguanine-
ADN méthyltransférase.

MIAT: ARN long non-codant
dont le polymorphisme d’un
simple nucléotide favorise
I'infarctus du myocarde.
Exprimé dans les neurones,
joue un réle dans le destin
cellulaire.

microARN/miARN/miR:
courts ARN simple-brins
(environ 22 nucléotides).

Msil: protéine de liaison a
I’ARN impliquée dans la
tumorigenese via sa
capacité a réguler la
traduction, son role dans le
destin des cellules souches
et le développement du
SNC

MVIH: Microvascular
Invasion in Hepatocellular
carcinoma

MxI1: Protéine interagissant
avec Max. Régule
négativement I'oncogéne
Myc, fonctionne comme un
oncosuppresseur.

NAT: IncARN Transcrits anti-
sens naturels

NF1: neurofibromine 1,
suppresseur de I'oncogene
Ras.

NGS: Séquencage derniere
génération.

OMS: Organisation
mondiale de la santé

p16™*: Inhibiteur de
kinases cycline-dépendante
2A (codé par CDKN2A).
Suppresseur de tumeur
bloquant la progression
dans le cycle cellulaire
(transition G1/S).

PDGF/PDGFRA: Récepteur
au facteur de croissance
dérivé des plaquettes A.

PEI: Polyéthyléne-imine

Pg: pseudogenes (font
partis des IncARNSs)

PI3K/AKT/mTOR:
Phosphatidyl-Inositol-3-
kinase/AKT/mammalian
target of rapamycin.
Responsable de
I’'homéostasie cellulaire
(apoptose, prolifération,
croissance, cycle cellulaire,
angiogenése).

polyA: polyadénosine,
succession de
ribonucéotides de type
adénosine, protége les ARN
contre la dégradation et
favorise le transport nucléo-
cytoplasmique.

PTEN: homologue de la
phosphatase et de la
tensine. Gene suppresseur
de tumeur antagonisant la
PI3K et contrdlant ainsi la
division cellulaire.
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PTM: Molécule de pré-
trans-épissage.

PTPu: Protéine tyrosine
Phosphatase pu. Molécule de
signalisation régulant
différents processus:
croissance, prolifération,
cycle cellulaire,
transformation
oncogénique.

PRC2: Polycomb repressive
complex 2, posséde une
activité histone-méthyl-
transférase permettant de
réprimer la transcription de
génes cibles.

PUMA: “p53-upregulated
modulator of apoptosis”,
géne pro-apoptotique induit
par p53.

Raplb: Protéine 1b
apparentée a I'oncogéne
Ras. Régule de nombreuses
fonctions comme:
I'adhérence, la croissance,
la différenciation cellulaires.

RAS/RAF/MAPK: voie de
signalisation oncogénique
impliguée dans la régulation
de la survie, de la
prolifération, de la
différenciation et de la
migration cellulaire ainsi
que de 'angiogeneése.

RECK: Protéine
extracellulaire riche en
cystéine, possédant des
domaines inhibiteurs de
protéases, supposée

réprimer la formation de
métastases.

RISC: RNA induced silencing
complex/ Complexe
inhibant I’ARN.

RNU6B/48: petits ARNs
nucléolaire

RON: Récepteur a activité
tyrosine kinase d’Origine
Nantais (ou Récepteur
stimulant les macrophages
MST1R), stimule les
macrophages et active la
formation de métastases.

Smad4: ou “Mothers
against decapentaplegic
homolog 4” est une
protéine interagissant avec
le TGF-B et inhibant la
croissance cellulaire.

SMARCAA4: activateur de
transcription BRG1/hélicase
ATP-dépendente modifiant
la structure de la
chromatine. Régule
I’expression de CD44.

SMART: Spliceosome
mediated RNA trans-
splicing/ Trans-épissage de
I’ARN médié par le
splicéosome.

SMIR: small microRNA
inhibitor/ petit inhibiteur de
microARN

SMRT/NCOR2: Corépresseur
nucléaire transcriptionnel
recrutant des HDACs

SNC: Systeme nerveux
central

SNP: Polymorphisme d’un
simple nucléotide.

snRNP: petite sous-unité
nucléaire
ribonucléoprotéique

SRSF3/SRp20: facteur
d’épissage/protéine riche
en sérine et en arginine 3

SS: Splicing site/ site
d’épissage.

SSA: Splicéostatine A

TEM: Transition épithélio-
mésenchymateuse.

TGFBR2: Récepteur 2 au
facteur de croissance
transformant. Régule la
transcription de protéines
impliqués dans la
prolifération cellulaire.

TIMP3: Gene codant
I'inhibiteur de la
métalloprotéinase 3,
protéase impliquée dans la
dégradation de la MEC.

T-UCR: transcrits a partir de
régions ultra-conservées

UTR: Untranslated region/
région non-traduite.

VEGF: Facteur de croissance
de I'’endothélium vasculaire.
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Figure 1: Représentation schématique de l'oncogenése des glioblastomes primaires et secondaires et voies de
signalisation fréquemment altérées d’apres Ohgaki & Kleihues, 2012 et Masui et al., 2012.
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Figure 2: Altérations génétiques et voies de signalisation les plus fréquemment identifiées dans les glioblastomes d’aprés
TCGA, 2008. Les mutations et altérations significatives du nombre de copies de chaque composant des voies de
signalisation RTK/RAS/PI-3K, p53 et RB sont représentées. Le orange représente les altérations activatrices, le bleu, les
altérations inhibitrices. Les teintes plus prononcées correspondent a un pourcentage d’altération plus important.



1. Introduction

1.1 Les glioblastomes: définition et épidémiologie
Les glioblastomes multiformes (GBM) représentent les tumeurs primitives du systéme nerveux

central (SNC) les plus fréquentes, les plus infiltrantes et les plus |étales chez I'adulte. En dépit d’un
traitement agressif comprenant approches chirurgicales et radio-chimiothérapies concomitantes, la
survie médiane est seulement de 14.6 mois’. Le GBM étant une tumeur infiltrante, la résection
chirurgicale compléete est trés difficile. D’autre part, les cellules tumorales sont tres résistantes a la
fois aux radiations et aux chimiothérapies cytotoxiques™®. Selon la classification de I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS)*, différents types histologiques sont attribués aux gliomes en fonction
du type cytologique prédominant (astrocytaire, oligodendrocytaire ou mixte)®. Le grade est défini en
fonction des signes d’anaplasie. Les GBM correspondent au grade IV, témoin de leur caractere

hautement malin.

1.1.1 Epidémiologie

1.1.1.1 Epidémiologie descriptive
Dans les pays développés, on recense en moyenne 3,5/100 000 cas de GBM par an®’. En France,

chaque année, on estime a 2000 le nombre de nouveaux cas histologiques®. Chez I'enfant,
I'incidence est trés faible. A partir de 30 ans, elle augmente de maniére linéaire puis diminue au-dela
de 75 ans’. Les GBM de novo surviennent majoritairement chez le sujet 4gé (65-74ans) avec un
rapport hommes/femmes de 1,1'°. I’amélioration de I'accés & I'imagerie, le développement des
biopsies stéréotaxiques et le vieillissement de la population peuvent expliquer I'augmentation

annuelle de 1 % des nouveaux diagnostics.

1.1.1.2 Facteurs de risques
Trois facteurs de risque de développement de GBM sont établis: I'existence d’une prédisposition

génétique (mutation du géne TP53, APC...)', I'exposition professionnelle a des cancérogénes
chimiques (caoutchouc, plomb, pesticides), une irradiation encéphalique ionisante chronique a
faible dose dont les bilans odontologiques. De nombreux programmes épidémiologiques évaluant
I'impact d’autres facteurs de risques sont en cours dont I'étude de l'alimentation contenant des

dérivés nitrés et des champs électromagnétiques a basse fréquence.

1.1.2 Physiopathologie et biologie du glioblastome
Le modele d’oncogenése des GBM est semblable au modele général de cancérologie. La tumeur se

développe suite a I'acquisition d’altérations génétiques et épigénétiques séquentielles. Les cellules
tumorales acquiérent ainsi un potentiel de prolifération et de survie accru et s’affranchissent des

systemes de sauvegarde cellulaire que constituent I'apoptose et la sénescence™.
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Tableau 1: Fonction des altérations génétiques et moléculaires les plus fréquemment retrouvées au sein des GBM
primaires et secondaires

Altérations génétiques
les plus fréquentes

GBM
primaires

GBM
secondaires

Fonctions/ avantage sélectif
acquis suite aux altérations génétiques

Références

ALTERATIONS GENETIQUES

Mutations IDH1/2

Mutations TP53

Mutations ATRX

Amplification de
I"EGFR (mutations
EGFRuvIll)

Délétions de CDKN2A

Mutations PTEN

0-7%

17-35%

4-7%

35-45%

30-45%

23-26%

73-100%

60-88%

57-80%

0-8%

7-22%

0-12%

Production d’un oncométabolite (2-HG: 2-hydroxy-glutarate):
/ prolifération en régulant la concentration de HIF,

inihibition de la différenciation par inhibition du remodelage de

la chromatine par 'ADN hydroxylase TET2

Perte de fonction et échappement aux systémes de

sauvegarde activés en réponse a des altérations génétiques
(apoptose et sénescence), altérations de I'état de différenciation
cellulaire, potentiels tumorigéniques et auto-renouvellement
accrus

Mutations affectant la voie de remodelage de la chromatine
H3.3-ATRX-DAXX. ATRX et DAXX sont 2 sous-unités nécessaires
pour I'incorporation de H3.3 (histone 3 variant 3.3 indépendant
de la réplication) au sein de I'hétérochromatine péricentrique
et des télomeéres. Ces mutations conférent un profil d'expression
génique particulier et une élongation des téloméres propices

au développement du GBM. Les mécanismes biochimiques
sous-jacents sont actuellement inconnus.

L'amplification d’EGFR ou son activation constitutive
ligand-indépendante (mutant) contribue a une activation
soutenue de la voie de signalisaiton PI3K/AKT/mTOR. Ces altéra-
-tions conférent aux cellules un potentiel de prolifération soute-
-nu et une capacité de survie accrue (résistance a I'apoptose).

Les inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes (CDKN2A ou
p16/INK4A) inhibent les kinases cycline-dépendantes CDK4 et
CDK6 prévenant ainsi la phosphorylation de RB et |a progression
dans le cycle cellulaire {(G1-5). CDKN2A est une protéine
oncosuppressive. Sa délétion résulte en une dérégulation du
cycle cellulaire au sein des cellules de GBM.

PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) est une protéine onco-
-suppressive inhibant la phosphorylation de PI3K (antagonise

la voie PI3K/AKT/mTORY). La délétion de PTEN ou sa mutation
conféere aux cellules une capacité de prolifération et de

survie accrue. Récemment, la perte de PTEN a été décrite comme
capable d'altérer le réseau de miARN et de contribuer ainsi a

la croissance tumorale.

22,24-28

13, 32,37,38

39-40

31,41

32,37

42,43

ALTERATIONS CHROMOSOMIQUES

Perte 19q
Perte 1p/19q
Perte 10p

Perte 10q

4-6%
2-8%

47%

67-70%

32-54%

0-13%

8%

63-73%

La perte partielle ou compléte de chromosomes au sein des
gliomes peut avoir des conséquences opposées en terme de
pronostic. L'haploinsuffisance affecterait majoritairement soit
un grand nombre de génes oncosuppresseurs soit ceux
impliqués dans I'oncogenése ou la chimiorésistance des GBM.
Par exemple, le gene oncosuppresseur COH5 est situé en 1p36,
une zone fréquemment délétée dans les gliomes.




On distingue les GBM primaires des GBM secondaires. Les GBM primaires constituent la majorité des
GBM (environ 90 %). Ils surviennent de novo, sans signe précurseur de Iésion®. Les patients atteints
de GBM primaires sont globalement plus dgés: 55 ans en moyenne contre 40 ans pour les patients
déclarant un GBM secondaire. Les GBM secondaires se développent a partir de gliomes de plus bas

>4 1a  différenciation

grade (grade OMS Il ou Ill) et sont de pronostic plus favorable
histopathologique de ces deux sous-types de GBM est délicate. C'est pourquoi, des études ont

cherché a définir leurs profils mutationnels et leurs cellules d’origine respectives™.

Dés les années 1990, il a été démontré que les altérations génétiques a I'origine des modeéles de

16-18

progression tumorale primaire et secondaire étaient différentes (Figure 1). Le GBM primaire se
caractérise par une amplification du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR) dans
36% des cas, une délétion de p16’NK4A dans 31 %, une mutation de PTEN dans 25 % et la perte du

19-22

chromosome 10 . Les altérations génétiques caractéristiques des GBM secondaires sont les

mutations de l'isocitrate déshydrogénase-1 (IDH1) dans 70-100 %, les mutations de TP53 (65% des

15202328 | 3 mutation d’/DH1 est utilisée comme marqueur

cas), et la perte du chromosome 19q
moléculaire des GBM secondaires et permet de discriminer les deux sous-types de GBM. Avant son

identification en 2008, le diagnostic était basé sur des arguments cliniques.

Les technologies de séquencage a haut débit (HTS) ont permis de réaliser des progrés considérables

222932(Eigure 2). Les lésions génétiques retrouvées

dans la compréhension de la biogenese des GBM
dans les GBM contribuent soit a activer des voies de signalisation indispensables a I’lhoméostasie
cellulaire (prolifération, survie, invasion et migration, métabolisme énergétique, angiogenése) soit a
déréguler directement les protéines oncosuppressives impliquées dans le contréle du cycle cellulaire

comme une mutation entrainant la perte de fonction (Tableau 1)13316,

Les voies de signalisation les plus fréquemment altérées au sein des cellules de GBM sont les voies
impliquant EGFR et les kinases PI3K/Akt, les mécanismes de sauvegarde dépendants des protéines

32,47

p53, RB et du TGF-f ainsi que les voies de signalisation Notch et NF-kB*“"". Une étude récente

combinant des approches génétiques, transcriptomiques et épigénétiques a haut débit, a permis de

32%8 e GBM est donc un néoplasme trés

distinguer jusqu’a 6 sous-types moléculaires de GBM
hétérogene du point de vue morphologique et de la différenciation cellulaire tant aux échelles intra-
tumorales qu’inter-tumorales™. Cette hétérogénéité est renforcée au cours du temps car le profil
moléculaire des GBM est faconné par interaction avec le microenvironnement tumoral changeant

par les degrés d’hypoxie, d’inflammation ou par I'exposition a des chimiothérapies.

Bien que le GBM soit I'un des cancers les mieux caractérisés au niveau moléculaire, I'identité des

cellules initiatrices des GBM (primaires et secondaires) reste controversée. On ne sait pas si ces

18



NEUROGENESE

Précurseur embryonnaire

|

Cellule souche neurale foetale

autorenouvellement C

|

Cellule souche neurale adulte (CSN)

autorenouvellementc @

Progéniteurs neuraux engagés

différenciation 1

|

Neurones

e

Cellules différenciées du SNC
Potentiel prolifératif limité

Astrocytes

Oligodendrocytes

TUMORIGENESE/ONCOGENESE

Cellule différenciée

D‘

= Cellule souche
@ neurale (CSN)

Progéniteurs

Mutations

VA A

Mutations
Dédifférenciation

m

| d'autorenou

R emssmssssssssssseemen.
0

Cellules souches de glioblastome (CSGs)

C

%génneurs de GBM

.
op

Masse tumorale hétérogéne:

limité), progéniteurs de GBM et CSGs

-

.

Cellules de GBM différenciées (potentiel prolifératif

.
cessssssssssssssnnnnnn®

‘Q

fecssnsssccnnnee e

Figure 3: Paralléle entre la hiérarchisation cellulaire au sein du SNC normal et dans le modéle du GBM d’apres O’Connor
et al., 2014; Pardal et al., 2003; SK Singh et al., 2004; Zhang et al., 2014.

Tableau 2: Biomarqueurs prognostiques et prédictifs dans les GBM et gliomes anaplasiques (AO: Oligodendrogliomes anaplasique, AOA,

Oligoastrocytome anaplasique, AA: astrocytome anaplasique) d’apres Masui et al., 2012.

Méthylation Mutation | Codélétion| Statut d’EGFR Mutations de | Mutations de |Marqueurs des T
MGMT IDH1/2 1p/19q et PI3K/AKT/mTOR | la voie TP53 | la voie RB cellules souches
Gliomes | Pronostique: Pronostique: |Pronostique/| Pronostic négatif: AA | inadapté inadapté Pronostic Pronostic
anaplasiques| AA, AO, AOA AA, AO Prédictif : AO négatif? négatif?
(Grade I11)
GBM Pronostique/ Pronostique | Pronostique?| Pronostic négatif inadapté inadapté Pr'ono.stic Pronostic
(Grade Iv) | Prédictif Prédictif de I'efficacité négatif? négatif?
des thérapies ciblées?




tumeurs naissent de la dédifférenciation de cellules gliales matures transformées ou de la

transformation de cellules souches neurales ou de progéniteurs neuraux (Figure 3)™>*

. En revanche,
de nombreuses preuves expérimentales étayent I’"hypothése de I'existence d’une sous-population de
cellules souches cancéreuses au sein des GBM: les cellules souches de GBM (CSG)** 2 Ces cellules
sont hautement tumorigenes, pluripotentes et ont la capacité de s’autorenouveller. Les CSG

14496384 npeg cellules souches différentes seraient a

assureraient l'initiation et le maintien des GBM
I'origine des GBM primaires et secondaires®. De cette théorie découle une organisation hiérarchisée

des GBM dérivant de précurseurs ou de cellules souches neurales transformés.

1.1.3 Une classification moléculaire en renfort de la classification histopathologique de I’'OMS
La classification de I’'OMS est reconnue par la communauté scientifique internationale et apporte des

éléments fondamentaux en terme de diagnostic et de pronostic, toutefois elle manque de
reproductibilité (inter- et intra-clinicien) et d’efficacité pronostique®. En effet, un méme sous-type

histologique regroupe des GBM aux profils moléculaires trés différents™.

La progression dans la caractérisation moléculaire et génétique des GBM a permis l'identification de
facteurs moléculaires diagnostiques, pronostiques et prédictifs offrant un potentiel d’objectivité et
de reproductibilité plus important dont TP53, IDH1, MGMT, EGFR et les chromosomes 10, 19q67'68.
L'utilisation en routine de ces données en complément des données histopronostiques actuelles
permettra de guider les neuropathologistes et de rationnaliser les prescriptions, notamment celles

des thérapies ciblées (Tableau 2)>.

1.2 Les stratégies thérapeutiques actuelles
1.2.1 Gold standard

1.2.1.1 Traitement de premiére ligne
La prise en charge thérapeutique du GBM est guidée par la classification de 'OMS’. Aprés

établissement du diagnostic, le traitement standard de premiéere ligne consiste en une exérese la plus
large possible® suivie dans un délai de 4 3 6 semaines de radio-chimiothérapie concomitante® puis

de chimiothérapie adjuvante (témozolomide/TMZ)""°

. Bien que les GBM ne soient pas curables par
chirurgie, cette approche est importante car elle permet de confirmer histologiquement le diagnostic
et elle revét un role thérapeutique en diminuant la pression intracraniale. Cette combinaison est
actuellement la plus efficace et permet une survie globale de 14,6 mois. Pour l'instant, I'adjonction
de bévacizumab (Avastin™) n’a pas encore recu d’autorisation de mise sur le marché dans

I'indication GBM en Europe.
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Tableau 3: Résumé non-exhaustif des thérapies ciblées et biothérapies actuellement en cours d’essai clinique d’apres
Persano et al., 2013; Kwiatkowska et al., 2013; Wilson et al., 2014 et clinicaltrials.gov

Mode d'action Médicament et cible moléculaire N ',d ent?flc‘:-l t_mn
de l'essai clinique
;iﬁff}fﬁm df-'; VOfE'S_dE signalisation Bevacizumab: anticorps monoclonal NCT00621686
es facteurs de croissance: anti-VEGFR
Thérapies EGFR, PDGFR, VEGFR Vandetanib: inhibiteur de tyrosine S
ciblées Inhibition de I'angiogenése: kinase anti-VEGFR et anti-EGFR NETo0ct553
VEGF Cediranib: inhibiteur de tyrosine kinase NCT00821080
Inhibition des voies de signalisation anti-VEGFR NCT00613054
intracellulaires: (associés au témozolomide+/- radio-
PI3K/AKT/mTOR -thérapies/ monothérapie) NCT00305656
NCT01062425
Nivolumab, Ipilimumab:anticorps anti-
Immunothérapie passive: PD1 et anti-CTLA4 :ggggg;ig
Anticorps monoclonaux Indoximod: inhibiteurs d'indoléamine-2,3
T Thérapies médi‘ées par les cytokines - dioxygénase (IDO)
-thérapies Transfert adoptif de cellules Anticorps anti-EGFRvIll conjugués: AMG 595 NCT01475006
K””“””i'“‘—"""’“‘? d‘?"“’e” Rindopepimut (CDX-110): NCT01480479
pproches pel?r; fques vaccin ciblant le peptide mutant EGFRvIII NCT01498328
Approches cellulaires DCVax-L, ICT-107: vaccin de cellules NCT00045968
dendritiques dirigées contre un lysat NCT01280552
tumoral du patient.
P . Adv-TK: Adénovirus exprimant le géne
Cytotoxicité conditionnelle: Sk 3 k
thérapie par activation enzymatique de pro- c"f”‘_‘m pour la thymidine klna‘se del HSV gTngg?gfgIS
drogues, thérapie génique suicide \sfmlw dt—j: tr.altement par un anti-herpétique,
Thérapies alaciclovir.
géniques Immunostimulation: AdV-hCMV-FIt3L: transfert de génes de lyse NCT01811992
tumorale direct et de stimulation immune
en vecteurs adénoviraux.
Virothérapie oncolytique:
H-1 parvovirus (ParvOryx-01): injection intra- NCT01301430
-cérébrale ou intraveineuse.
AdV-Delta-24-RGD-4C: injection intracérébrale NCT00805376




1.2.1.2 Traitement des récidives
La conduite a tenir en cas de progression tumorale vraie est floue et doit étre discutée en réunion de

concertation pluridisciplinaire. Il n’y a pas encore de traitement standard. En fonction de I'état
clinique du patient, plusieurs possibilités peuvent étre envisagées: reprise neurochirurgicale’”,
73,74

’

insertion d’implants de carmustine (GLIADEL®)”?, ré-irradiation en conditions stéréotaxiques

chimiothérapie et thérapies ciblées de 2°™ ligne, au sein d’un essai clinique ou hors essais’”.

1.2.1.3 Traitements symptomatiques
Les crises d’épilepsie, les hypertensions intracraniennes ou les confusions sont prises en charge selon

les recommandations des référentiels ’°.

1.2.2 Les thérapies ciblées et biothérapies a I’étude
Différentes sous-populations cellulaires caractérisées par des altérations génétiques diverses

coexistant au sein des GBM, des stratégies thérapeutiques ciblées spécifiquement contre ces
altérations sont évaluées (Tableau 3). Leurs bénéfices cliniques sont pour l'instant limités et aucune
n’a recu d’autorisation de mise sur le marché dans I'indication GBM’’®*. L’amélioration de la
compréhension de la physiopathologie des GBM, a savoir I'étude des causes et des effets des GBM,

est nécessaire pour accroitre I'efficacité de ces thérapies ciblées et rationnaliser leur prescription®.

1.3 Les cellules souches de glioblastome: implication et potentiel thérapeutique

1.3.1 Découverte et définition des cellules souches de glioblastome
Un nombre de données croissant démontre I'existence d’une sous-population tumorale mineure

49525358858 comme dans les

responsable du maintien et de la tumorigénicité des GBM
leucémies®®*¥, des cellules souches cancéreuses (CSC) ont été isolées au sein des GBM. Ces cellules
tumorales possédent de nombreuses caractéristiques des cellules souches neurales (CSN) telles leur
capacité d’auto-renouvellement, leur pluripotence et I'expression de marqueurs comme CD133,
NESTIN et SOX2**%. Les CSG sont hautement tumorigénes, par leur capacité d’échappement aux
mécanismes de sauvegarde, leurs résistances multiples et leur dédifférenciation. Contrairement aux
cellules tumorales différenciées, elles sont capables d’induire la formation de tumeurs similaires a
celles dont elles sont issues suite & xénogreffe dans des modéles murins®. Le maintien des propriétés
de cellules souches est directement influencé par le microenvironnement tumoral. Leur niche joue
un role protecteur et augmente le développement de résistances aux radio- et chimiothérapies.
D’autre part, les CSC possedent des capacités accrues de réparation des lésions a I’ADN. Toutes ces

caractéristiques des CSG favorisent la progression et la récidive tumorales®®.

1.3.2 Approches thérapeutiques exploitant la théorie des cellules souches de glioblastome

La présence des CSC au sein des GBM a considérablement modifié les modeles de progression et de

dissémination tumorales. En effet, un grand nombre des propriétés initialement attribuées aux
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Tableau 4: Implications thérapeutiques potentielles des cellules souches de glioblastome (CSG)

THERAPIES CIBLEES »
CIBLES ANTI-CSG REFERENCES
A ’ESSAl/ POTENTIELLES
Cibler 1) Cibler I'hypervascularité Bevacizumab:
le des CSG anticorps monoclonal 80-82, 99
micro- VEGF anti-VEGF
environnement SDF-1
/1a niche
vasculaire
des 2) Cibler I'hypoxie: responsable
csG de I'hypersécrétion de VEGF | HIF2a: cible thérapeutique 100-104, 141
potentielle
1) Cibler les marqueurs
de surface spécifiques CD15, A2B5, L1CAM 105-110
des CSG
; Radiorésistance:
Cible i Agi
|Ies r 2) Ctlzl?r les r;smtances Notch, SirT1, HSP90
I —— erjep:gsgues Chimiorésistance: 100-104
Seskiviiit Transporteurs ABC, PARP-1
le RTK/Akt,Notch
T 3) Bloquer les voies de 21 WOLCIL,
maintien/ Pty Pt BMPs/TGF-B, Hedgehog-Gli
IR, signalisation spécifiques . BENog-al,
les spécificités des CSG Wnt-B-caténine, STAT3, 111-138
3582 GSK-3B

4) Induire la différenciation
des CSG

YB-1, BMPs, mTOR,
PTEN

38, 43, 83,125-139

5) Cibler les FT et les ARN non-
codants assurant le maintien
des CSG

c-Myc, Olig2,Bmil,
miARN

142-146




cellules néoplasiques malignes semble refléter exclusivement I'activité de ces populations de CSC: la
capacité d’autorenouvellement, la pluripotence et la plasticité. Les CSG constituent donc une cible
thérapeutique fondamentale®. Il est donc primordial d’identifier des marqueurs diagnostiques et
pronostiques fiables de ces cellules et de comprendre les processus moléculaires controlant leur
maintien et leur tumorigénicité afin de développer des stratégies anti-tumorales innovantes plus

ciblées et efficaces®®®*™°

. Plusieurs études cherchent a développer des thérapies ciblant les
CSG***"®(Tableau 4). Nous nous concentrerons particulierement sur le réle des ARN non-codants

dans le maintien des CSG et des cellules de GBM non souches.

1.4 Implications des ARN non-codants dans la tumorigénicité du glioblastome et des cellules
souches de glioblastome
La théorie du flux d’informations génétiques unidirectionnel ADN-ARNm-protéine a longtemps été

acceptée pour expliquer la diversité biologique. Toutefois, au cours de I'évolution, I'augmentation du
nombre de genes codant des protéines n’est pas proportionnelle a I'amélioration des capacités
cognitives. D’autre part, bien que 90 % des séquences d’ADN du génome humain puissent étre
transcrites, seulement 2 % de celles-ci codent des protéines. Ces données laissent supposer
I’existence de mécanismes de régulation de la diversité génétique et transcriptomique inexplorés
comme les possibilités d’épissage alternatif, d’édition de I’ARN et de synthése d’ARN non-codants,

notamment au sein du SNC, I'organe possédant le transcriptome le plus complexe’™**°.

Les recherches de ces 20 derniéres années ont mis en évidence le réle central des ARN dans la
régulation de processus biologiques complexes et plus particulierement celui des ARN non-codants
(ARNnNc). Ces derniers controlent la transcription, la synthése protéique et les modifications de la

structure de la chromatine®™ ™

. Les ARNnc sont actuellement classés en 3 groupes en fonction de
leur taille. Ce critere est utilisé compte-tenu du peu d’informations disponibles sur leurs fonctions
moléculaires™. On distingue ainsi (1) les ARNnc courts de 17 & 20 nucléotides de long, regroupant
les microARN, les piwiARN et les ARN assurant l'initiation de la transcription (ARNti); (2) les ARNnc
intermédiaires de 20 a 200 nucléotides de long, regroupant les petits ARN nucléolaires (ARNsno) et
les ARN constituant le splicéosome (ARNsn); (3) les ARN longs non-codants (IncARN) de plus de 200
nucléotides, comprennent entre autres les ARN longs non-codants intergéniques (lincARN), les

pseudogenes et les ARN circulaires (circARN)™>%®.

1.5 Exposé des motifs de la thése
Les mécanismes régulant I'expression et la fonction de la plupart des ARNnc restent pour l'instant

inconnus. Toutefois, plusieurs études ont mis en évidence la dérégulation de certains ARNnc dans le
cadre de la tumorigenése. Ces ARNnc joueraient un réle lors de l'initiation et de la progression

157-159

tumorale du GBM . Dans ce travail, nous étudions en détail les fonctions des microARN, des ARN
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longs non-codants (IncARN) ainsi que des petits ARN nucléaires (ARNsn) et leurs applications
potentielles en tant que biomarqueurs diagnostiques, pronostiques, prédictifs et comme cible

thérapeutique dans la prise en charge du GBM.
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2. Les microARN
2.1 Les microARN: généralités

2.1.1 Introduction: Biogenése et fonction des microARN
Les microARN (miARN/miR) sont constitués de monobrins d’ARN courts de 18-25 nucléotides. En se

liant aux extrémités 3’ non traduites (3’UTR) de leurs ARNm cibles, les microARN répriment post-
transcriptionnellement I'expression des genes (Figure 4). Toutefois, ce mécanisme n’est pas exclusif,
les microARN sont également capables de se lier aux extrémités 5’UTR des ARNm induisant ainsi soit
une répression soit une activation de 'ARNm cible'®. L’expression des microARN est donc un

mécanisme essentiel du controle de I'expression des génes, 60% des genes étant potentiellement

ciblés par des microARN™®".

Transcription des miARN

Les régions du génome codant les miARN ou “génes des miARN”, peuvent se trouver au sein d’exons

ou d’introns (environ % des miARN'®?). Les miARN peuvent étre transcrits individuellement ou en

7163

groupes dénommés “cluster”™". Quelle que soit la localisation du miARN, la premiéere étape de sa

biogenése consiste en la synthése d’un transcrit primaire (pri-miARN) par les ARN polymérases II/IlI

au sein du noyau (Figure 4)™**®,

Maturation des miARN

Comme les transcrits issus de genes codant des protéines, les pri-miARN possedent une coiffe en 5’

3:166

et une queue de polyadénosine (polyA) en . Le pri-miARN forme une structure en boucle par

appariement de séquences partiellement complémentaires'®’. Cette structure est reconnue et clivée

par la ribonucléase nucléaire DROSHA associée a DGCR8 (protéine de liaison a I’/ARN) de manieére a

168

générer un pré-miARN Le pré-miARN est exporté vers le cytoplasme et clivé par

169

I’endoribonucléase DICER (RNase lll) qui génére un fragment de microARN double-brin =, Seul un

brin constitue le miARN fonctionnel (brin guide/mature). L’autre brin est rapidement dégradé'’.

Assemblage du complexe RISC

Le miARN monobrin mature s’associe ensuite avec les protéines Argonaute pour former le complexe
RISC “RNA-Induced Silencing Complex”. Le miARN guide le complexe vers la/les région(s) cis-
régulatrice en 3’-UTR de(s) ARNm cible(s) et s’apparie avec celle(s)-ci. En fonction du degré de

complémentarité de cet appariement, la liaison du miARN induit soit la dégradation de ’ARNm soit

171

I'inhibition de la traduction™'" (Figure 4). La spécificité des microARN est faible car elle réside en une

séquence de liaison a I’ARNm d’environ 7 nucléotides a leur extrémité 5. Un méme miARN peut

172

donc se lier a plusieurs ARNm cibles™"“. Les microARN peuvent étre excrétés et véhiculés par des
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Tableau 5: MicroARN fonctionnant comme des oncogénes ou des oncosuppresseurs dans différents cancers

microARN Dérégulé dans: Fonctions: Références
miR-15a Perte d’expression dans les Oncosuppresseur,
Leucémie Lymphoide Chronique | induit 'apoptose et inhibe la tumorigenése
(LLC) (cible Bcl2, Wt1, Rab9B, Mage83) 176, 179,
miR-16-1 Perte d'expression dans les cancers| |dem que miR-15a 382
de la prostate et les myélomes
multiples
Let-7 Perte d’expression dans les cancers |Oncosuppresseur,
(a,b,c,defgi) |pulmonaires et mammaires et dans |induit 'apoptose et inhibe la tumorigenése 181, 182
d'autres tumeurs solides et hémato-(cible RAS, Myc, HMGA?2)
-poiétiques
miR-29 (a,b,c) Perte d'expression dans les LLC Oncosuppresseur, 183 184
agressives, les leucémies myéloides| Induit I'apoptose et inhibe la tumorigenése
aigues (LMA), les cancer pulmonai-| Réactive génes des oncosuppresseurs
-res et mammaires (cible TCL1, MCL1, DNMTs)
miR-34 Perte d'expression dans les carcin- | Oncosuppresseur,
-omes pancréatiques, coliques, ma- Induit I'apoptose et bloque le cycle 185-186
-mmaires et hépatiques cellulaire (cible CDK4,CDK6 cycline E2, Met)
miR-145 Perte d'expression dans les Oncosuppresseur, 278-280,
carcinomes mammaires Inhibe la prolifération et induit I'apoptose 325, 360,
(cible ERG) 439
miR-221/222 Perte d’expression dans les Oncosuppresseur, inhibe la prolifération
leucémies erythroblastiques des erythroblastes (cible c-Kit) 188-191
Surexpression dans les LLC agressi- | Oncogéne, induit la prolifération cellulaire
-ves,les carcinomes thyroidiques et | et inhibe 'apoptose
hépatocellulaires, les GBM (cible p27, p57, PTEN, TIMP-3...)
miR-17-92 Surexpression dans les lymphomes,| oncogene, induit la prolifération cellulaire 192,246
les carcinomes coliques, mammai- (cible E2F1, Bim, PTEN)
-res,pancréatiques, stomacaux
miR-21 Surexpression dans les GBM, les  [Oncogéne, inhibe I'apoptose et augmente 194, 224,
carcinomes mammaires, coliques |la tumorigénicite 228,229

pancréatiques, de 'estomac




lipoprotéines, des microvésicules, des corps apoptotiques ou des exosomes. Ces microARN

constituent un moyen de communication intercellulaire***”*.

2.1.2 Lien entre microARN et tumorigeneése
L'importance des miARN dans ’lhoméostasie de I'expression génique et le fonctionnement cellulaire:

prolifération, différenciation, apoptose, angiogenése, transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)

161,175

est décrite dans différents contextes physiologiques et pathologiques . La premiére corrélation

entre I'expression de miARN et la tumorigenése date de 2002'7°

. Calin et al. ont démontré qu’un
nombre significatif de génes codant des miARN se trouvent sur des régions instables génétiquement
impliquées dans la cancérogenése'”’. Les altérations génétiques, délétion, mutation, amplification,
de ces régions provoquent un changement du niveau d’expression des miARN résultant soit en la
surexpression de miARN oncogéniques/oncomirs soit en la perte de miARN oncosupresseursm'lgs.
Ces données suggerent que les miARN peuvent-étre des cibles et peuvent cibler par eux-mémes des
voies de signalisation de la tumorigenese. Par la suite, en plus des altérations génétiques, d’autres
mécanismes affectant |'expression des microARN ont été mis en évidence: modifications
épigénétiques (hyperméthylation des iléts CpG), activation aberrante de certains facteurs de

167

transcription (c-MYC)™’ ou encore perte de I'extrémité 3’UTR par épissage (EA) et polyadénylation

(APA) alternatifs abolissant le rétrocontréle négatif des microARN'?®

. Ainsi, l'implication des
perturbations affectant les réseaux de miARN a été demontrée dans l'initiation et la progression de
nombreux cancers: colorectaux, pancréatiques, lymphoides, mammaires, pulmonaires ou

hépatiques'®’ 2% (Tableau 5).

Le lien entre microARN circulants et tumorigenése a été établi en 2008. Ces miARN excrétés par les

cellules tumorales sont véhiculés dans la circulation et captés par leurs cellules cibles déclenchant

ainsi leur transformation puis la synthése de microvésicules oncogéniques (Figure 5 p 30)"7**%.

L’'activité paracrine des microARN circulants est donc une arme dont disposent les cellules tumorales

pour se faconner un microenvironnement favorable’®?%. D

"autre part, certains microARN excrétés
sont des agonistes de récepteurs clés de l'inflammation et participent au recrutement de cellules
immunitaires, favorisant l'inflammation et un stress oxydant chronique et ainsi le processus

métastatique (récepteur du type Toll-8/ TLR-8)*"’.

En 2005, Chan et al. et Ciafré et al. furent les premiers a identifier une altération de I'expression des
microARN au sein des GBM'*?%, Depuis, plusieurs études ont évalué les profils d’expression des

146209214 Tapleau 6). Le role des

microARN au sein des GBM et reporté différentes altérations
microARN circulants, détaillé dans la section 3, a été mis en évidence en 2012 chez les patients

atteints de GBM*™?'®. Les microARN constituent donc des cibles thérapeutiques
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Tableau 6: MicroARN dérégulés au sein des GBM

miARN Expression Fonction Cibles Références
relative
miR-7 Sous-exprimé |Oncosuppresseur|inhibe la voie Akt (cible 'EGFR et I'IRS-2) et exerce une activite |31, 262-266
|anti-migratoire et invasive (cible les kinases PAK1 et FAK)
miR-10b | Sur-exprimé Oncogénique induit la prolifération et I'échappement a I'apoptose et a la 146, 208 211
|sénescence (cible les protéines pro-apoptotiques Bim et TFAP2C) 212, 234-236
miR-17-92 | Sur-exprimé Oncogénique induit I'angiogeneése, la prolifération et la réparation de 'ADN 212, 246-248
diminuant la chimiosensibilité (cible CTGFE, POLD2, TGFBRII, SMAD4)
miR-21 Sur-exprimé Oncogeénique linduit une prolifération accrue et I'échappement a I'apoptose ( 221-232
2 cible RECK, TIMP-3,APAF-1, HNPRK, DAXX, ANP32A, SMARCA4, PTEN, caspases)
T | MiR-34a | Sous-exprimé |Oncosuppresseurinduit par pS3, active les programmes d'intégrité cellulaire(apo- | 42,255-259
g -tose, sénescence) inhibe la prolifération (cible c-Myc, Notch, c-
w Met, PDGFRA, CDK6, Smad4, Sirt1)
g miR-100 | Sous-exprimé |Oncosuppresseur|cible le corépresseur nucléaire SMRT/NCOR2 dont I'activité est 275
S indispensable a la croissance des cellules tumorales
‘g’ miR-124/137| Sous-exprimés |Oncosuppresseur |bloque le cycle cellaire en GO/G1, induit la différenciation des | 146, 267-270
i CSG (ciblent SCP1, PTB/hnRNP I, CDK6, Msil)
[}
£ | miR-128 Sous-exprimé/ |Oncosuppresseur|bloque le cycle cellulaire, inhibe la prolifération et I'autorenou- 209, 216
:g réprimé -vellement des CSG (cible E2F3a, EGFR, PDGFRA et Bmil) 358, 359
—
E miR-155 Sur-exprimé Oncogénique induit la croissance tumorale et la prolifération (cible, FOXO3a, 237-239
8 MXI1)
miR-181 | Sous-exprimés |Oncosuppresseur |induit 'apoptose, réduit la prolifération cellulaire, I'invasion 144, 271, 274
et la croissance de cellules non-adhérentes (cible Rap18, FOS,
; ) MEK, IGF-1R)
miR-195 | Sous-exprimé |Oncosuppresseur |bloque le cycle cellulaire et inhibe I'invasion (cible E2F3 et 335
CCND3)
miR-221/222f Sur-exprimés  |Oncogéniques |permettent la survie, la prolifération et la migration cellulaire  |188-191, 208,
(cible p27 et p57, Akt, PTPu, TIMP-3, Cx43, PUMA et MGMT)  |211, 241-245
miR-19a ND |supposé oncogéne |inhibe I'apoptose et induit la prolifération (cible CTGF) 175, 295, 366
i miR-26b | Sous-exprimé [Supposé réduit la prolifération, I'invasion et I'angiogenése (cible 286
% oncosuppresseur | EphA2)
© [ miR-27b | Sur-exprimé  Supposé inhibe 'apoptose, promeut I'invasion et la prolifération 287
o oncogénique
@ | miR-20a/ | Sous-exprimé |Oncosuppresseur|inhibe la prolifération et I'absorption du glucose, induit I'apop- 288, 290, 326
5 106a -tose (cible E2F1 ce qui indirectement induit p53, SLC2A3, TIMP-2 )
E miR-139 Sous-exprimé |Oncosuppresseur | |nduit I'apoptose (cible Mcl1, une protéine anti-apoptotique de la 284
o famille Bcl2)
5§ | miR-145 Sous-exprimé |Oncosuppresseur |diminue la prolifération et I'invasion des cellules de GBM ( 278-280, 325
B cible ROCK1, Sox9, adducin 3)
(%] s
5 miR-149 Sous-exprimé [Oncosuppresseur [diminue la prolifération, I'invasion (cible Akt1) 251
Rl
L&}
® | miR-196 Sur-exprimé  |Oncogénique induit la prolifération (cibles ND) 292 293 335
m ! '
& miR-205 Sous-exprimé [Oncosuppresseur |induit I'apoptose, arrét de la prolifération, la diminution de 289
I'invasion (cible VEGFA)
miR-210 | Sur-exprimé | Oncogénique |cibles moléculaires non-déterminées

281-283, 316




158,201,211 219,220

prometteuses et des biomarqueurs d’intérét diagnostiques et pronostiques au sein des

GBM.

2.1.3 MicroARN candidats au maintien de la tumorigénicité du glioblastome
2.1.3.1 MicroARN surexprimés au sein des GBM

2.1.3.1.1 miR-21
Plusieurs analyses de profils d’expression ont mis en évidence la surexpression de miR-21 au sein des

GBMM#4193:208.211.213.221222 " i 91 semble exercer une action pro-proliférative et anti-apoptotique*®
en ciblant 3 voies de signalisation principales®’: la voie de I'apoptose mitochondriale (APAF1,
caspases’®) et les apoptoses TGF-B (TGFBR2/3 et DAXX***) et p53-dépendantes. En affranchissant les
cellules de I'apoptose radio/chimio-induite, miR-21 contribue au développement de résistance au
sein des GBM. Plus récemment, différentes fonctions oncogéniques ont été attribuées a miR-21
(Tableau 6): invasivité accrue par dégradation de la matrice extra-cellulaire en ciblant les inhibiteurs
de métalloprotéinases RECK et TIMP3****%  inhibition du remodelage de la chromatine en ciblant les

génes ANP32A et SMARCA4’*, dérégulation du cycle cellulaire par activation constitutive des voies

de signalisation des RTK (SPRY2,LRRFIP1)**’ **® ou par perte de PTEN %723,

2.1.3.1.2 miR-10b
La surexpression de miR-10b au sein des GBM est reportée dans de nombreuses études*®208211212233
miR-10b exerce son activité oncogénique en favorisant I'’échappement a I'apoptose et la prolifération
cellulaire. MiR-10b cible directement les protéines pro-apoptotiques BIM (famille BCL2) et le facteur
de transcription AP-2y (TFAP2C) impliqués dans la mort, I'invasion et la prolifération cellulaires®>***>.
L'expression de miR-10b a également été associée a celles de facteurs pro-invasifs comme RHOC un

homologue de RAS et le récepteur de I'urokinase uPAR**!

. D’autre part, la fonction oncogénique de
miR-10b semble étre liée a celle de miR-21. En effet, la co-inhibition de ces deux miR freine
synergiquement la prolifération et la survie des cellules de GBM et pourrait représenter une stratégie

d’intérét thérapeutique®.

2.1.3.1.3 miR-155
La surexpression de miR-155 a été identifiée dans plusieurs signatures de miARN au sein des

GBM?*”?*®_Bien que la caractérisation fonctionnelle de ce dernier soit plus limitée, la compréhension
de ces fonctions oncogéniques progresse et plusieurs de ses cibles directes ont été identifiées. Il a
récemment été démontré que I'extrémité 3’"UTR de MXI/1, un antagoniste de I'oncogene c-Myc, était

239

ciblée par miR-155°"". En diminuant I'expression de MX/1, miR-155 active c-Myc et participent a

I’oncogenése du GBM. D’autre part, miR-155 cible directement le facteur de transcription FOX03a”’.
En inhibant FOX03a, miR-155 participerait a 'activation des effecteurs de la voie Akt et induirait ainsi

la prolifération et la survie des cellules de GBM. Par ailleurs, miR-155 inhibe également |’expression
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des récepteurs GABA modifiant le métabolisme calcique en faveur d’un potentiel prolifératif accru.

Toutefois, la compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents reste floue?**2%.

2.1.3.1.4 miR-221/222

Les miR-221 et 222 sont surexprimés au sein des GBM%*1%4

. lls possedent les mémes cibles
moléculaires et favorisent la survie, la prolifération et la migration cellulaire par les effecteurs
suivants: inhibiteur du cycle cellulaire CDKN1B (p27"°"') et CDKNIC (p57""%), géne pro-apoptotique
PUMA, Cx43, PTPu191'242'245. D’autre part, il a récemment été démontré que miR-221/222 conféraient
aux cellules une capacité accrue de réparation des lésions de ’ADN radio-induites en activant Akt**.
A contrario, des propriétés oncosupressives ont été attribuées a miR-221/222: augmentation de la

chimiosensibilité par répression de MGMT au sein des GBM. Toutefois, I'activité oncogénique des

miR-221/222 semble prédominante et revét donc un intérét thérapeutique potentiel.

2.1.3.1.5 Le cluster miR-17-92
Le miR-17-92 est un miR polycistronique constitué de 7 miR. Ce cluster est surexprimé dans les GBM

et exerce des propriétés oncogéniques. Ces cibles directes sont impliquées dans la réparation de

I’ADN, le contrdle de I'angiogenése et de la prolifération : CTGF, POLD2, TGFBR2, SMAD4?122467248

2.1.3.2 MicroARN sous-exprimés dans les GBM

2.1.3.1.6 miR-128(-1,a)
miR-128 est spécifique du SNC*. C’est I'un des miR les plus fréquemment sous-exprimé voire

réprimé au sein des GBM*%?%®

. L'activité oncosuppressive de miR-128 est liée a ces différentes cibles:
le facteur de transcription E2F3a nécessaire a la progression dans le cycle cellulaire, les récepteurs
aux facteurs de croisssance EGFR et PDGFRA, I'oncogéne de la famille RAS, RAP1B ainsi que le facteur

209.250-252 | rapsence de miR-128 au sein

BMI1 nécessaire au maintien des cellules souches neurales
des GBM confére aux cellules tumorales un potentiel d’autorenouvellement accru et un avantage

prolifératif.

2.1.3.1.7 miR-34a

La transcription des miR de la famille 34 (miR-34a ,b et c) est p53-dépendante®

. MiR-34a exerce une
activité oncosuppressive en inhibant des genes pro-prolifératifs et en activant les programmes
d’intégrité cellulaire que sont I'apoptose et la sénescence : c-Myc, Notch-1 et 2, c-Met, PDGFRA,
CDK6...*** % MiR-34a est sous-exprimé au sein des GBM suite a différentes altérations :

méthylation du promoteur du géne, délétions en 1p*®"**°

. Ce miR semble étre un oncosuppresseur
important dans le GBM. Nous détaillerons ces fonctions dans le maintien des propriétés des

CSGZS7,260
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Tableau 7: MicroARN les plus fréquemment identifiés au sein des GBM (différentiel d’expression supérieur a
2X dans au moins trois études)

microARN surexprimés microARN sous-exprimés

) miR-128 4

) miR-21 8 miR-323 4

Etudes miR-330 4

profils miR-149 3

d’expression miR-155 3 miR-153 3

(n=10) _ miR-181a 3

miR-210 3 miR-181b 3

) miR-181c 3

Etudes miR-21 7 miR-124a 5

ciblées . iR7 3
(n=18) miR-10b 3 miR-




2.1.3.1.8 miR-7
Des études ont récemment mis en évidence la sous-expression de miR-7 au sein des GBM par défaut

de clivage du précurseur pri-miR-7>"*®*. MiR-7 cible les ARNm de 'EGFR et I'IRS-2, deux effecteurs en

262

amont de la voie Akt ©°°. La perte de miR-7 provoque une activation constitutive de la voie Akt par

exces de signalisation en amont. MiR-7 cible également deux kinases impliquées dans le contréle de

la prolifération et de I'adhérence cellulaire : la PAK1 (p21 activating kinase 1) et la FAK (Focal

263,264

Adhesion Kinase) . Ainsi, la sous-expression de miR-7 au sein des GBM confere aux cellules un

262-266

avantage de survie et un gain de propriétés migratoires . Ce miR pourrait donc constituer une

cible d’intérét thérapeutique dans la prise en charge des GBM.

2.1.3.1.9 miR-124 et miR-137
La sous-expression des miR-124/137 au sein des GBM a été mise en évidence pour la premiére fois

en 2008'°. Silber et al. ont démontré que miR-124 et miR-137 bloquaient le cycle cellulaire des
cellules de GBM en phase G0-G1. MiR-124 est important au cours de la neurogenése et induit la

différenciation de CSG en ciblant la phosphatase de la voie de signalisation anti-neurale REST/SCP1

267

(“small C-term domain phosphatase 1”)™" et une ribonucléoprotéine maintenant les programmes

d’épissage alternatif des cellules non-neuronales®®. De son c6té, miR-137 exerce une activité
oncosuppressive en ciblant directement la kinase CDK6 responsable de la progression dans le cycle

cellulaire (G1/S) et 'oncoprotéine Msil régulant la traduction et le maintien des cellules souches, et

146,267-270

Cox2, une enzyme aux propriétés pro-prolifératives . L'expression de miR-137 est déréprimée

suite a un traitement par des agents déméthylants de I’ADN, suggérant la régulation de miR-137 par

146

un promoteur situé au sein d’un il6t CpG™". Nous discuterons par la suite de l'utilité thérapeutique

de ces deux miR.

2.1.3.1.10 miR-181
Les transcrits de la famille des miR-181 (a,b,c,d) sont sous-exprimés dans 20 a 30% des GBM.

Plusieurs équipes ont démontré que I'expression des miR-181 a et b induisait 'apoptose, réduisait la

prolifération cellulaire et la malignité des cellules de GBM en ciblant Rap1B, MEK1 et IGF-1R****"* ;

miR-181b en exerce 'action la plus prononcée®’* ",

2.1.3.1.11 miR-100
Alrfaei et al. ont récemment mis en évidence la sous-expression de miR-100 au sein de lignées

cellulaires de GBM et identifié certaines de ses cibles moléculaires®”>. miR-100 cible le corépresseur
nucléaire SMRT/NCOR2 modulant I'expression de génes en recrutant des complexes de modification
de la chromatine (HDAC). L’activité du complexe SMRT/NCOR2 est indispensable a la croissance et a
la survie des cellules tumorales in vitro. MiR-100 pourrait donc constituer une cible d’intérét

thérapeutique dans le traitement des GBM*”.
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Tableau 8: MicroARN dérégulés au sein des cellules souches de glioblastome (CSG)

miARN Expres.smn Cibles potentielles et fonctions Références
relative
miR-34a Sous exprimé Inhibe la prolifération, la progression dans le cycle cellulaire et I'invasion, mi- 257, 260
-gration (cible c-Met,c-Myc, Notch1, Notch2, Rictor et autres ND)
miR-146a | Non déterminé | Inhibe la prolifération et promeut la différenciation (cible Notch1) 306, 368
(ND)
miR-326 Sous exprimé et| Réduit la tumorigénicité, la croissance, I'invasion, l'activité métabolique (cible 307
ND PKM2, Notchl1, Notch2)
miR-183 Surexprimé Augmente la tumorigénicité, la dédifférenciation(cible DLL3, active la voie 308
de signalisation Notch)
miR-9/9* | Surexprimé Inhibe la différenciation et maintien des propriétés «souches» (cible CAMTAI) 301
miR-21 Surexprimé Promeut la survie et la croissance cellulaire, co-exprimeé avec Sox-2 (cible SPRY1 310, 352
, un régulateur négatif de la différenciation des cellules souches neurales)
miR-23b [ Sous exprimé Induit un arrét du cycle cellulaire et inhibe la prolifération 311
miR-125b | Surexprimé Promeut 'invasion(MMP3) et 302-304
Sous exprime inhibe la prolifération (E2F2, CDK6, CDC25A)
miR-124 Sous exprimé Inhibe I'invasion, la tumorigénicité, l'autorenouvellement et la pluripotence 146,305
des CSG (cible STAT3, accentue la clairance des CSG, et SNA/I2, inhibe la TEM)
miR-128 Sous exprimé Inhibe la prolifération et 'autorenouvellement et promeut la différenciation ( 209, 336, 358
cible Bmi-1, EGFR, PDGFRa)
miR-137 | Sous exprimé | Promeut la différenciation et I'arrét du cycle cellulaire (cible RTVP-1) 146,309
miR-143 Sous exprimé Inhibe la glycolyse en ciblant I'hexokinase 2, promeut ainsi la différenciation 312
miR-145 Sous exprimé Inhibe la migration et l'invasion (cible CTGF, NEDDS, ABCG2, Sox2, Oct 4) 278-280, 313
miR-153 Sous exprimé Inhi.be‘ les p.ropriétés «souches» des CSG (autorenouvellement) et induit 320
la différenciation
miR-204 Sous exprimeé Inhibe |a capacité d’autorenouvellement et d'invasion (cible Sox4, Ephrin B2) 314
miR-210 | Surexprimé Permet la survie/le maintien des cellules souches en condition d’hypoxie ( 316
cible MINT, un antagoniste de Myc) et la radiorésistance des CSG
miR-211 Sous exprimé Inhibe la migration et I'invasion des CSG (cible MMP3) 315
miR-218 | Sous exprimé Inhibe les capacités d’autorenouvellement des CSG (cible Bmi1) 321
miR-328 Sous exprimé Inhibe les propriétés «souches» des CSG et induit la chimiosensibilité 322
(cible ABCG2)
miR-330 | Surexprimé Promeut la malignité des CSG en activant les voies ERK et PI3K/AKT (cible 323
SH3GL2)
miR-451 | Sous exprimé | Inhibe la prolifération et la formation de neurosphéres (cible PI3K/AKT, CAB39) 145, 324
miR-452 Sous exprimé Impliqué dans le maintien des capacités d’autorenouvellement des CSG ( 317
cible Bmil, LEF1, TCF4)
miR-455-3p | Surexprimé Promeut la progression dans le cycle cellulaire et I'invasion des CSG (cible 318
potentiellement Smad2)
miR-1275 [ Surexprimé Promeut la croissance cellulaire et inhibe la différenciation oligodendrocytaire 5
(cible Claudin 11)




2.1.3.2 microARN dérégulés dans le glioblastome dont la caractérisation fonctionnelle est limitée
De nombreux autres microARN dont I'expression est modulée au sein des GBM ont été

recensés>>?76277.

95 microARN sont sous-exprimés et 255 sur-exprimés. Toutefois, leur
caractérisation fonctionnelle est limitée. Les études a venir permettront de hiérarchiser et de
caractériser leurs fonctions pour guider le développement de thérapies efficaces dans la prise en

charge du GBM (Tableau 7)212’261'273’274'278_293.

2.1.4 Fonction des microARN dans le maintien des propriétés des cellules souches de
glioblastome
Les microARN sont impliqués dans plusieurs aspects de I'oncogenése des GBM: échappement aux

programmes de sauvegarde, prolifération, migration, invasion ainsi que dans le maintien des cellules
souches de GBM™®?242% plysieurs études ont confirmé les altérations d’expression de certains

296

microARN au sein des CSG Le rétablissement du taux d’expression de ces miARN induit la

145,255,297-299 300

différenciation et/ou diminue la prolifération des CSG . Les microARN impliqués dans la

biologie des CSG sont regroupés au sein du tableau g'4>146:209:232,:257,260,278,299,301-326

La plupart des études impliquant des microARN dans le maintien des CSG présente des limitations

méthodologiques comme un mode de sélection incomplet des CSG*’

. D’autre part, bien que certains
microARNs identifiés au sein des CSG modifient la capacité des cellules a s’autorenouveller et/ou leur
capacité a exprimer leur pluripotence, certains affectent des propriétés communes aux cellules
tumorales non-souches comme la prolifération, la migration et l'invasion. La pertinence de ces

microARN dans le développement de thérapies ciblées contre les CSG est controversée.

2.2 Les microARN: pertinence clinique dans la prise en charge du glioblastome

2.2.1 Méthodologies et limitations
L'identification de corrélations entre profils d’expression de microARN et évolution clinique des

patients atteints de GBM est une voie de recherche prometteuse et active. On recense environ 230
articles suite a la requéte suivante : “(microRNA OR miRNA) AND (glioblastoma) AND (survival OR
prognosis OR progression)”, recherche faite le 31 juillet 2014 sur la base de donnée PubMed. Nous
nous baserons donc sur les articles compilant un grand nombre d’études pour mettre en évidence les
signatures de microARN et les microARN les plus pertinents en vue du développement de

biomarqueurs fiables et/ou de stratégies thérapeutiques ciblées™**’°.

D’autre part, plusieurs biais doivent étre gardés a I'esprit et peuvent expliquer les divergences entre
les différentes études. Les techniques d’analyse de I'expression des microARN doivent étre
spécifiques, reproductibles, sensibles et doivent permettre d’exploiter les données des biobanques
de tumeurs incluses en paraffines (FFPE). Les avantages et les inconvénients de chaque technique

327-329

sont abordés dans le tableau 9 . Les parameétres statistiques peuvent également différer et
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Tableau 9: Avantages et inconvénients des techniques d’analyse des profils d’expression de microARN (et d’ARN non-
codants)

Méthode Avantages Inconvénients Références
Hybridation entre les microARN Haut débit: Nécessite une quantité
étudiés et les sondes complémen- profil d'expression d’ARN importante (100-
Microarrays |-taires fixées sur les biopuces (marqua simultané de nombreux | 1000 ng) 327
-ge fluorescent des microARN microARN. Coliteux.
hybridés, détection des intensités de | Reproductible et rapide. | Données non-quantitatives.
fluorescence). Analyses bio-informatiques
complexes.
Transcription inverse et amplification |Grande sensibilité et spé- | Colteux, lent.
des microARN (amorces spécifiques), [-cificité, méthode Efficacité fortement dépen-
qRT-PCR sondes fluorescentes spécifiques. quantitative. -dante de la normalisation 327
(TagMan ou |pendant la PCR, le clivage de la sonde / contrdle interne.
SYBR Green) |provoque une émission de fluorescen-
-ce qui permet une quantification
spécifique du microARN amplifié,
Hybridation d’oligonucléotides modifi- | Identification des compar | Nécessite optimisation.
Hybridation [-és marqués (Locked Nucleic Acid) spe-| timents cellulaires spécifi-
in situ -cifiques du miARN cible (marquage “ques, 328
fluorescence ou chromogéne). Nécessite peu d’échan-
-tillon: tissus FFPE,
biopsies de GBM difficile-
-ment accessible.
Création d’un ensemble de fragments [ldentifie a la fois le niveau [ Colteux, long.
NGS: d’ADNCc 3 partir d’ARN totaux ou de d'expression et le type de | Analyses bio-informatiques
RNA-se fragments d’ARN. microARN présents dans | complexes.
q ou R p 2
Ces ADNCc sont liés a des adaptateurs effun échantillon.Non-res-
WTsS servent de matrice au séquencage (40- [-treint aux microARN 329
(«Whole  |300 pb). connus.
Transcriptome |ensemble de ces séquengages fournit |Précision des niveaux
Shotgun  |un profil transcriptionnel de 'échanti- |d'expression des transcrits
Sequencing») -llon analysé (microARN). et des isoformes présents

(épissage alternatif...).




entraver la comparativité des résultats. La taille ou I'origine de la cohorte, le choix du tissu contréle,
la méthode de normalisation et I’évaluation de la progression par survie globale/OS ou survie sans

progression/PFS sont des exemples illustrant ces divergences.

2.2.2 Les microARN : biomarqueurs diagnostiques et pronostiques

2.2.2.1 microARN et diagnostic
En 2012, Baraniskin et al. ont démontré que certains microARN présents dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR) pouvaient &tre utilisés & des fins diagnostiques dans les gliomes>>°. MiR-15b et miR-
21 sont surexprimés dans le LCR des patients atteints de gliomes. La combinaison de I'analyse de ces
deux microARN augmente a la fois la spécificité et la sensibilité du diagnostic. Une autre équipe a
mis en évidence une signature de 7 microARN au sein du LCR capable de discriminer les gliomes des

métastases cérébrales secondaires et de prédire I'évolution de la maladie®®

. L'expression du miR-
10b semble étre corrélée a la capacité d’invasion des gliomes et leur évolution vers le phénotype des
GBM?™. Enfin, I'étude des profils d’expression de certains microARN a partir de biopsies permet de

rationnaliser le diagnostic des gliomes malins en discriminant les GBM des gliomes de grade 11137,

2.2.2.2 microARN et pronostic
En raison des problématiques abordées ci-dessus, les études évaluant les corrélations entre la survie

des patients (OS ou PFS) et les profils d’expression des microARN divergent fréquemment. Toutefois,
Hermansen et al. ont recensé les microARN dont les variations d’expression sont significativement

corrélées au pronostic des GBM dans plusieurs études (Tableau 10)**°

. Certaines équipes ont cherché
a établir des signatures de plusieurs miARN, d’autres se sont concentrées sur la caractérisation de

microARN isolés.

2.2.2.2.1 Signatures de microARN comme biomarqueur pronostique
Les bases de données principalement utilisées sont le “Cancer Genome Atlas” (TCGA:

http://cancergenome.nih.gov) et plus rarement le “Chinese Glioma Genome Atlas” (CGGA:

http://www.cgga.org.cn). Les études réalisées a partir de cohortes de tissus indépendants servent

généralemment a valider les données préliminaires de la littérature générées a partir de bases de
données, ou d’essais basés sur une technologie non-validée. Ainsi, de nombreuses études utilisent a

la fois les bases de données et les cohortes de tissus indépendants.

En 2011, Srinivasan et al. ont défini une signature de 7 microARN associés a un pronostic défavorable
et de 3 microARN protecteurs. Toutefois, cette étude utilise des données brutes du TCGA et manque
de précision®*’. Par la suite, Delfino et al. ont défini une signature de 45 microARN associés a un

332

pronostic favorable chez les patients atteints de GBM™*. Zinn et al. ont mis en évidence 5 microARN

associés a un mauvais pronostic a court terme tandis que 3 sont associés a un pronostic favorable a
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Tableau 10: microARN identifiés comme biomarqueurs pronostiques et prédictifs dans les GBM d’aprés Hermansen et al.,

2013.
: Pronostic : 5
microARN _ Tailledela | Controle/ ‘ R enone
pronostique :et nlvea.u cohorte  [normalisateur Commentaires
d’expression
miR-10b | défavorable si 261 Non-connu Résultats validés par gRT-PCR Guessous et al., 2014
surexpression | (TCGA) (Gabriely et al., 2012
miR-21 défavorable si 32 miR-16 Résultats validés par gRT-PCR. 7hi et al., 2010
surexpression 154 Aucun (ISH)  |Résultats non-validés. Hermansen et al.,2012
miR-181b |favorable si 38 RNU6B Résultats non validés. Lakomy et al.,2011
surexpression
miR-181d | défavorable si 117 Global Résultats validés dans le TCGA (n=|zhang et al., 2012
surexpression 424) et dans une cohorte indépen-
-dante de GBM (n=35)
424 U6 snRNA Résultats validés par gRT-PCR TCGA, 2009
miR-195 | favorable si 38 RNU6B Résultats non validés. Lakomy et al.,2011
surexpression
miR-196a- | défavorable si 39 RNU48 Résultats non validés. Guan et al,, 2010
miR-196 surexpression
miR-196b | favorable si 154 Aucun (ISH) |Résultats non validés. Hermansen et al.,2012
surexpression
défavorable si 198 Non-connu | Résultats validés par gRT-PCR Ma et al., 2012
surexpression
miR-328 | favorable si 60 RNUGB Résultats validés. Hypothése basée (Wuet al, 2012
surexpression sur le TCGA et validée dans 60 GBM
primaires.
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long terme™". Niyazi et al. ont identifié une signature de 30 microARN discriminant des patients
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susceptibles d’avoir un pronostic favorable™". Des études prospectives et des procédures d’analyses

standardisées permettront de préciser la signature la plus précise.

2.2.2.2.2  MicroARN isolés comme biomarqueurs pronostiques
44 microARN ont été décrits comme biomarqueurs pronostiques dans le GBM. Seulement 8 de ces

microARN n’avaient pas été décrits précédemment au sein des GBM. L'étude du potentiel
pronostique des microARN en clinique met en évidence des divergences avec les données
fonctionnelles obtenues in vitro et souligne la limite des études réalisées exclusivement in vitro. En

effet, ces modeles ne refletent pas la progression multifactorielle des GBM.

(i) microARNs protecteurs

22 microARN ont été décrits comme protecteurs au cours du développement du GBM. Seuls deux
n’avaient pas été décrits au préalable au sein des GBM: miR-544 et miR-1227%"®. Ainsi, miR-128, miR-

181d sont les pIUS Cité5208,212,213,251,252,335—337

. De facon surprenante, certains microARN protecteurs
sont des microARN aux fonctions oncogéniques ciblant des génes suppresseurs de tumeurs comme
miR-19a et 19b, miR-106a ou miR-17-5p. Toutefois les analyses fonctionnelles de ces microARN
reposent pour la plupart sur des données in vitro. Cela explique les divergences avec les résultats

obtenus suite aux analyses in vivo.
(i) microARNSs associés a un pronostic défavorable

Parmi les 22 microARN décrits comme associés a un pronostic défavorable, 6 n’avait pas été décrit
précédemment au sein des GBM. La sous-expression de miR-34a et miR-146b, tous deux

oncosuppresseurs par induction de la différenciation et diminution de I'invasivité et de la migration,

338-340

témoigne d’un pronostic défavorable . La sous-expression de miR-328 corréele avec un pronostic

défavorable chez les patients atteints de GBM en déréprimant le contréle de la prolifération
cellulaire®". La sous-expression de miR-328 constitue un biomarqueur pronostique indépendant au

sein des GBM.

293

L'expression de miR-196b est associée a un pronostic défavorable® : il conférerait aux cellules de

GBM un potentiel prolifératif accru. Plusieurs équipes ont corrélé la surexpression de miR-10b —

lequel est associé & miR-10a pour 'une des équipes®'— a un pronostic clinique défavorable chez les

211,234,236

patients atteints de GBM . Plusieurs microARN ont été identifiés exclusivement a partir de

cohortes de tissus indépendants. Parker et al. ont identifié miR-132 comme étant un biomarqueur de

342

mauvais pronostic chez les patients traités selon le protocole de Stupp™ . Zhang et al. ont démontré
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que la surexpression des miR-221/222 était positivement corrélée avec le potentiel invasif des

243 343

gliomes™ et donc avec un pronostic défavorable™.

2.2.3  Les microARN: biomarqueurs prédictifs de réponse au traitement

2.2.3.1 MicroARN, biomarqueurs de la sensibilité des GBM au traitement
L'identification de biomarqueurs prédictifs de réponse au traitement est indispensable a Ia

rationnalisation de la prescription des thérapies au sein des GBM. La cytotoxicité du témozolomide
(TMZ) repose sur la formation d’adduits de I’ADN par addition de groupements méthyl en 0°-méthyl-
guanine. Ces lésions provoquent la fragmentation de I’ADN, I'arrét de la réplication puis I'induction

de I'apoptose®**

. Zhang et al. ont montré que seuls les patients exprimant miR-181d bénéficiaient de
la chimiothérapie par TMZ. En ciblant directement la O°-méthylguanine-ADN méthyltransférase
(MGMT), miR-181d empéche les cellules de GBM de réparer les lésions de I’ADN induits par I'agent

345

alkylant™. Par conséquent, les cellules entrent en sénescence ou en apoptose. En inhibant le

fonctionnement de MGMT, miR-181d augmente la chimiosensibilité au TMZ.

Plus récemment, Berthois et al. ont montré que miR-200a était significativement surexprimé chez les
patients répondant au TMZ et corrélait négativement avec I'activité de MGMT, suggérant que ce
mécanisme soit a l'origine de la réponse thérapeutique. A noter que miR-200a est sous-exprimé au
sein des GBM en comparaison des autres gliomes®*. L’expression de miR-7 et de miR-181a augmente

la radiosensibilité des cellules de GBM3*73%8

. MiR-7 diminue I'activation des voies de signalisation en
aval de 'EGFR et n’est donc actif que dans les cellules présentant une hyperactivation de cette voie.
De son cOté, miR-181a resensibilise les cellules a 'apoptose radio-induite en ciblant la protéine anti-
apoptotique BCL2. Enfin, la surexpression de I'oncomiR miR-21 est largement décrite comme

232,349-352

responsable a la fois de radio-et de chimiorésistance . Parker et al. ont démontré que les

342

patients surexprimant miR-132 ne répondaient pas au schéma de Stupp™. Toutefois, le mode

d’action de ce miR n’est pas encore identifié.

Ainsi, de nombreux mécanismes responsables de la résistance des GBM restent inexpliqués. Le role
des microARN dans le maintien des sous-populations de CSG est une piste prometteuse pour

progresser dans la compréhension de ces mécanismes et diminuer la résistance des GBM.

2.2.3.2 Les microARN assurant le maintien des propriétés des CSG
Les microARN sont impliqués dans la régulation de voies de signalisation pro-oncogéniques

indispensables au maintien des CSG et conférent ainsi une chimio- et radio-résistance accrue aux
GBM. L’identification de microARN discriminant cette sous-population permettrait de définir des
86,87,95,353-356

profils de résistance aux traitements et aiderait au développement de thérapies ciblées

Pour l'instant, la plupart des études évaluant le lien entre CSG et réponse aux thérapies sont basées
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sur des lignées cellulaires ou des modeéles murins. D’autre part, la taille des échantillons est
généralement restreinte. Des études complémentaires seront nécessaires pour valider le potentiel

prédictif des microARN impliqués dans le maintien des CSG in vivo.

Tu et al. ont récemment mis en évidence le role de miR-218 dans le maintien des capacités d’auto-

renouvellement des CSG**3*’

. Par ailleurs, miR-328 exerce une activité oncosuppressive en inhibant
plusieurs génes dont le géne BMI1 de la famille “polycomb”, maintenant les propriétés des CSN et
des CSG par contrdle épigénétique’®. De méme, miR-128 cible directement le géne BMI1,

209,358

indispensable au renouvellement des cellules souches neurales et des CSG . L’expression de miR-

128 a été associée a celle de 3 autres microARN (miR-124, 137 et 7) requis lors de la différenciation

359

neuronale La sous-expression de ces 4 microARN contribuerait au maintien des CSG et

augmenterait la résistance des GBM.

MiR-328 semble également jouer un réle clé dans le maintien de la chimiosensibilité des CSG. miR-
328 agit en ciblant le transporteur membranaire ABCG2, composant du complexe MDR ou “Multi-
Drug Resistance”, responsable de [I’élimination des molécules anti-tumorales. MiR-328 est
habituellement sous-exprimé dans les GBM, ce qui résulte en une augmentation de ABCG2. Cibler
ABCG2 en rétablissant I'expression de miR-328 semble donc étre une stratégie prometteuse pour

augmenter la chimiosensibilité des CSG*%.

Yang et al. ont mis en évidence une corrélation inverse entre |'expression de miR-145 et celle des
facteurs de transcription OCT4 et SOX2 dans les CSG CD133". OCT4 et SOX2 sont deux facteurs de
transcription maintenant les capacités d’autorenouvellement des cellules souches embryonnaires et
adultes. Certaines cibles directes de miR-145 ont été identifiées (ABCG2, NEDD9). La perte de ce
microARN conférerait aux CSG une capacité a résister aux chimiothérapies cytotoxiques

accrue 278,313,360'

Rathod et al. ont démontré que miR-34a prévenait la prolifération et la survie cellulaires et activait la
différenciation des CSG en inhibant I'activation des voies de signalisation Akt/mTOR, Wnt et Notch.
miR-34a constitue une cible thérapeutique d’intérét pour diminuer la résistance des GBM. Asuthkar
et al. ont démontré que miR-211, en supprimant I'expression de MMP9 et celle de pompes a efflux,

315

augmentait la radio-et chimio-sensibilité des CSG’ ™. Récemment, différents miR -miR-455-3p, miR-

210, miR-139, miR-132, miR-143- ont été décrits comme potentiellement impliqués dans la chimio-

284,312316,318342 14 )tefois, ces données sont

et/ou radio-résistance des patients présentant des CSG
préliminaires et la caractérisation fonctionnelle des microARN doit étre validée par des études

prospectives sur des cohortes importantes.

32



_.===-._ Cellules transformées

Exosomes contenant
des microARN

Q’.“Cu/aﬁon sangUne

Endocytose l

Figure 5: Fonction paracrine des microARN sécrétés par les cellules tumorales



2.2.4  Les microARN circulants
La présence d’acides nucléiques libres dans la circulation et leur potentiel dans le développement de

biomarqueurs est reconnu depuis plusieurs années®** >

. L'accés a ces microARN est peu invasif et
leur dosage est aisé dans le plasma. La majorité des microARN circulants (90 a 95 %) sont associés
aux protéines Argonaute (Ago2), les 5-10 % restant sont inclus dans différentes structures®®:
exosomes (40-100 nm), microvésicules plus grandes (0,1-1 Um), corps apoptotiques ou lipoprotéines

comme les HDL et LDL*®

. Les microARN sont présents dans différents fluides biologiques: liquide
amniotique, LCR, salive, plasma. Concernant le GBM, nous ne décrivons que les microARN circulants

détectés dans le plasma et le LCR.

De récentes études soulignent la pertinence biologique des microARN circulants au sein des
GBM?****® Wang et al. ont démontré que les concentrations plasmatiques de miR-21, miR-128 et
miR-342-3p étaient altérées au sein des GBM et constituaient des biomarqueurs diagnostiques
sensibles et spécifiques®'®. D’autre part, les concentrations de ces microARN semblent suivre
I’évolution de la maladie. La concentration de miR-128 et miR-342-3p est inversement corrélée au

grade histopronostique des gliomes®****,

Bien que le LCR soit plus difficile d’accés, des équipes ont cherché a définir des profils d’expression
de microARN dans le LCR de patients atteints de GBM>***. Teplyuk et al. ont démontré que les
concentrations de miR-21 et miR-10b refletaient I'activité des tumeurs. D’autre part, les microARN
de la famille miR-200 semble étre des biomarqueurs discriminant les métastases cérébrales des
GBM. Toutefois, avant d’étre intégrés en pratique clinique, ces résultats devront étre validés par des
études prospectives sur des cohortes plus importantes et la reproductibilité des tests et les

procédures techniques devront étre standardisées.

2.2.5 Altérations génétiques affectant les génes codant des microARN
En raison de la petite taille des microARN, peu de mutations ou d’amplifications de genes codant les

microARN ont été reportées. Par exemple, I'amplification de miR-26a est associée a un pronostic

%7 ’existence d’un

défavorable. MiR-26a transforme les cellules et favorise la croissance des GBM
polymorphisme d’un nucléotide unique (SNP ou “Single Nucleotide Polymorphism”) dans le géne du
pré-miR-146a modifie les cibles de celui-ci, promouvant ainsi le développement et la progression

maligne des gliomes>®.

2.2.6 Les microARNs comme cible thérapeutique

2.2.6.1 Thérapies ciblant les microARN
Les recherches de ces derniéres années ont permis de corréler les profils d’expression des microARN

au diagnostic et au pronostic des GBM. De nombreux microARN oncogéniques ou oncosuppresseurs
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Tableau 11: Stratégies thérapeutiques modulant I’expression des microARN

Agent

Type

Description

d’ARN ciblé

Mode d’action

Phase de

développement clinique

Rétablissement de I'expression

Agents chimiques | ..o | Agents chimiques activant la synthése des |Induction aspécifique de I'expression des | Etudes précliniques
de petites tailles microARNSs, agents hypométhylants (déci- [microARN.
-tabine, 5-azacytidine), énoxacine.
Analogues mimant | MiARN [ARN double-brins synthétiques mimant les |Restaure I'expression d‘un miARN, mode d’ Phase |
les microARN ARN endogénes. action similaire.
Vecteurs d'expre- | miARN |Vecteurs d’expression lipidiques (liposomes|Restaure I'expression d‘un miARN, mode d’ | Etudes précliniques
-ssionde miARN exosomes) ou viraux d’'un miARN spéciﬁqu{ach‘on similaire.
Extinction de I'expression
Oligonqciéorides Tous les |molécules simples brins analogues a 'ADN |Formation d’'un complexe ARN-ASO par com{Etude préclinique et de
anti-sens ARN  |modifiées chimiqguement de 13-25 nucléo- |-plémentarité entre paires de bases ce qui  |Phase | et l1a pour les
(ASO) -tides. les ASO sont complémentaires des |conduit a la dégradation de I'ARN ciblé par lalanti-miR LNA.
extrémités UTR (3’ ou 5') des ARN cibles. [RNase H. Le mode d’action des antagomirs
Les anti-miR LNA et les antagomirs sont n‘est pas encore identifié.
des ASO.
Petits ARN Tous les |ARN double-brin complémentaire de I'ARN|le ARNsi est incorporé dans le complexe Etudes précliniques
interférents ARN  |ciblés (ARNm ou autres ARNnc) RISC et guide celui-ci vers la séquence com-
-plémentaire de leur cible puis est dégradé
par la RNase H.
anti-miRLNA et | miARN [ASO partiellement modifié de 13-22 | Formation d’un complexe ARN-ASO par |Etudes précliniques
petits anti-miR nucléotides (8 pour les petits): homolo- | complémentarité des paires de bases puis
LNA gues d’ARN bicycliques avec un anneau de clivage par la Rnase H de I'ARN cible.
ribose bloqué en conformation C3’ endo
par lintroduction d'un pont 2'-0-4'-C
méthyléne.Lles petits anti-miR ciblent
spécifiguement les régions 5 des ARN
cibles.
Antagomirs miARN | ARN monobrin de 23 nucléotides, complé- [Mode d’action non connu. Le complexe Etudes précliniques
mentaire de son miARN cible, modifié |antagomir-miARN induit la dégradation dy
pour étre stable et empécher sa dégrada- |miARN et le recyclage de I'antagomir.
tion (squelette phosphorothionate et
groupement 2'-0-methoxyéthyl).
«Eponges» de mIARN  [ARN contenant de multiples sites de [ENtre en compétition avec les miARNS | gy, ges précliniques
mMiARN liaisons d'un mIARN. Ils sont transcrits 3 | €Ndogénes et diminue leur expression.
partir d’un vecteur d’expression. Augmentation de l'expression des cibles
des miARN.
Molécules miARN [Petit composé chimique interférant avec |Blocage spécifique de l'activité des miARN | Etudes précliniques
thérapeutiques les miARN. par perturbation structurelle du précurseur
de petite taille ou du miARN mature.




ont été identifiés. Le développement d’applications cliniques basées sur ces recherches constitue
donc une suite logique, toutefois, ces applications sont a des phases de développement trés

369

précoces dans le GBM™™. Plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant les microARN peuvent étre

envisagées (Tableau 11 et Figure 6).
(1) La premiére approche consiste a inhiber les microARN oncogéniques.

Des outils basés sur la complementarité entre paires de bases ont été mis au point: les
oligonucléotides anti-sens synthétiques (ASO) se lient aux microARN sous forme d’hétéroduplex et
inhibent ainsi leur action. Les ASO sont modifiés par différents groupements chimiques améliorant
leur stabilité et leur efficacité comme les oligonucléotides anti-microARN/AMO, les “antagomirs”, les
analogues d’acides nucléiques verrouillés/LNA ou “Locked Nucleic Acid”)*°. Les cellules cancéreuses
présentant de multiples altérations, des ASO capables de cibler simultanément plusieurs miARN ont
été développés: les “Multitargeted-AMO”(MTg-AMO)*’". Ces MTg-AMO ciblent simultanément des
microARN indispensables au maintien des différentes voies de signalisation pro-tumorigéniques dont
EGFR, PI3K/Akt/mTOR, Notch, Wnt. D’autre part, des vecteurs contenant des sites de liaisons
artificiels d’un microARN spécifique ont été développés : les “éponges de microARN”***. Ces vecteurs

inhibent compétitivement la liaison des microARN endogénes a leurs cibles.

Certaines équipes ont développé des agents chimiques thérapeutiques de petite taille modulant
spécifiquement I'activité des microARN (SMIR). Par exemple, le diazobenzene et ces dérivés inhibent
spécifiquement la formation du pri-miR-21. Des études complémentaires sont nécessaires pour

valider ces relations structure/activité issues du criblage de substances a haut-débit®’%*"3,

(2) la seconde stratégie consiste a rétablir I'expression de microARN oncosuppresseurs sous-

exprimés au sein des GBM.

L'hyperméthylation des ilots CpG des promoteurs de génes codant les microARN est l'une des

principales causes de la sous-expression de certains microARN au sein des tumeurs®’*>"

. Des agents
rétablissant I'expression de ces génes peuvent étre envisagés : agents déméthylants (azacytidine,

décytabine) ou inhibiteurs d’histone déacétylase (HDAC).

La concentration globale des microARN étant réduite au sein des tumeurs, une approche stimulant
aspécifiqguement leur synthése a été envisagée: le miARNome. Des agents comme |’énoxacine, un
antibiotique de la famille des fluoroquinolones activent la synthése des microARN en liant une

protéine de liaison de ’ARN®"’.
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miARN sous-exprimés dans le GBM:
Stratégies thérapeutiques de complémentation

miARN surexprimés dans le GBM:
Stratégies thérapeutiques d’inhibition d’expression

AGENTS NON-SPECIFIQUES
Agents déméthylants de 'ADN et inhibiteurs de HDAC

gl — mEI

Ré-expression du géne

Inactivation épigénétique
codant le microARN

du géne codant un
microARN donné

Agents stimulant la synthése globale de miARN : miARNome
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— l
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-

AGENTS SPECIFIQUES
Vecteurs d’expression du/des microARN sous-exprimés

Vecteurs viraux - J‘:D]]:]@
Expression d'un pré-miARN
exogéne

AGENTS SPECIFIQUES

Vecteurs lipidiques

Agents anti-miARN de synthese:
ASO, AMO, antagomirs, LNA
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véhiculés par des nanovecteurs
viraux ou lipidiques

Figure 6: Mode d’action schématique des principales stratégies thérapeutiques ciblant I’expression des microARN



Enfin, I'expression de génes codant les microARN déficients peut étre rétablie par I'administration de
nanovecteurs viraux ou lipidiques contenant des oligonucléotides mimant les microARN. L’expression

de ces genes est placée sous le contréle de promoteurs tumeur ou tissu-spécifiques.
(3) Une approche récente consiste a perturber la fonction paracrine des microARN sécrétés

Les microARN circulants peuvent étre excrétés dans la matrice extracellulaire ou dans la circulation
sanguine au moyen de microvésicules. Ces microARN exercent une activité paracrine permettant aux

18 Des molécules inhibant la

cellules tumorales de se faconner un microenvironnement favorable
formation de ces microvésicules ont été développées comme des inhibiteurs de sphingomyélinase

neutre, GW4869*°"7%,
(4) Combinaison de thérapies ciblant les microARN et de thérapies conventionnelles

Plusieurs études in vitro ont démontré la pertinence de combiner les agents ciblant les microARN aux

3793% Toutefois, ces données doivent étre confirmées

chimiothérapies conventionnelles dans le GBM
par des données in vivo®®’. Des stratégies comme I'“inhibition de ’ARN en sandwich” ciblant par
différents agents une altération génétique tumeur-spécifique®®? ou la “stratégie d’inhibition d’ARN
multiplex” ciblant différentes altérations présentes au sein d’'une méme voie de signalisation ont

pour but de resensibiliser les cellules de GBM a I'apoptose’*®.

2.2.6.2 Candidats dans la prise en charge du GBM

2.2.6.2.1 miR-7
Wang et al. ont évalué le potentiel thérapeutique du miR-7 oncosuppresseur in vivo.

L'administration systémique du miR-7 plasmidique encapsulé dans un liposome cationique permet la
diminution du volume tumoral dans un modele de xénogreffe de GBM murin par inhibition des

oncogénes suivants : EGFR, PI3K/Akt, STAT3*®,

2.2.6.2.2 miR-21
Des agents inhibant I'oncomiR-21 ont été développés par Griveau et al: des LNA inclus en

nanocapsules lipidiques®*. Cette approche in vitro a permis d’augmenter la radiosensibilité d’une

lignée cellulaire de GBM.

2.2.6.2.3  miR-9 et miR-146: intérét de la voie exosomale
Plusieurs études ont récemment mis en évidence I'intérét de la voie exosomale dans I'administration

de microARN 2 travers la barriere hémato-encéphalique dans le traitement du GBM?****3%¢ MiR-9
est un oncomiR surexprimé au sein des cellules de GBM résistantes au TMZ. MiR-9 permet une
augmentation de I'expression des glycoprotéines membranaires d’efflux (glycoprotéine-P). Munoz et

al. ont démontré que les lignées cellulaires de GBM insensibles au traitement directe par des anti-
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miR, pouvaient étre resensibilisées dans un modele de co-culture avec des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) sécrétant des vecteurs anti-miR-9 (exosomes). La sensibilisation au TMZ

est induite par la diminution de I'expression de miR-9 au sein des cellules de GBM*®

. Une approche
similaire a été développée par Katakowski et al.*®* : des exosomes sécrétés par des cellules stromales
contenant miR-146b ont été administrés dans des modeéles de xénogreffe de GBM et ont permis de
réduire significativement le volume tumoral. Ces données sont pour l'instant trés préliminaires et des

résultats contradictoires coexistent au sein de la littérature®*’.

Ainsi, l'utilisation d’exosomes délivrant des microARN est une stratégie prometteuse dans le
traitement des GBM. Toutefois, plusieurs problématiques devront étre abordées avant d’envisager
un développement clinique : choix du ou des microARN délivrés, développement d’exosomes
spécifiques des CSG et/ou des cellules de GBM non-souches, compatibilité avec une administration

systémique.

2.2.6.2.4  microARN nécessaires au maintien des CSG
MiR-145 cible entre autres les régions 3’"UTR de facteurs de transcription critiques au maintien des
capacités d’autorenouvellement des cellules souches embryonnaires (OCT4, SOX2)*°3133%7
L'administration de miR-145 dans un nanovecteur polymérique permettrait de perturber les voies de

388,389

signalisation critiques au maintien des CSG et donc d’améliorer I'efficacité des thérapies

actuelles tout en s’affranchissant du potentiel immunogénique des vecteurs viraux®'®.

La standardisation des technologies d’analyse, des méthodes statistiques et la mise en place d’étude
prospective basées sur des cohortes plus larges permettra de valider ces candidats biomarqueurs et
cibles thérapeutiques. D’autre part, I'amélioration de la biodisponibilité et de la spécificité des
thérapies anti-microARN permettra de cibler les aberrations d’expression assurant le maintien des

GBM.
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Figure 7: Premiére structure de IncARN eucaryotes isolés expérimentalement de Novikova et al., 2013



3. Les ARN longs non-codants
3.1 Les ARN longs non-codants: généralités

3.1.1 Introduction: biogenése et fonction des IncARN
La définition des ARN longs non-codants (IncARN), jusqu’alors décrits comme les ARN de plus de 200

1523%0 5 été récemment modifiée par Spizzo et al*®* : les IncARN

nucléotides non traduits en protéines
correspondent a tous les ARN n’appartenant a aucune classe connue d’ARN non-codants régulant
I’expression des genes sous leur structure primaire, secondaire ou sous forme de complexes
tertiaires®”. Les INCARN constituent donc un groupe trés hétérogéne tant au niveau structurel que
fonctionnel. On distingue ainsi différents sous-types au mode d’action distinct: les ARN longs non-
codants activateurs “long-enhancer ncRNA”, les ARN longs non-codants intergéniques “lincARN”, les
pseudogenes ou “Pg”, les transcrits anti-sens naturels ou “NAT”, les ARN circulaires ou “circARN” ou
encore les IncARN transcrits a partir de régions ultra-conservées ou “T-UCR”*>>'*%3%273% A I'heure
actuelle, ni la biogenese ni le mode d’action de la majorité des IncARN n’est résolu. La plupart des
IncARN sont transcrits par ’ARN polymérase Il. lls peuvent étre polyadénylés et leur maturation peut
étre assurée par diverses protéines : RNase-P/Z, facteurs d’épissage ou complexe Drosha-DGCRS8. Des

études récentes ont montré que les IncARN étaient principalement présents au sein du noyau,

toutefois, une fraction d’entre-eux est cytoplasmique®’.

Récemment, I'équipe de Novikova et al. ont isolé un IncARN et révélé la présence d’une structure
secondaire trés spécialisée en différents sous-domaines : hélicoidaux, boucles, structures en forme
de trefle, régions de jonction simple brin riches en purines, similaires a celle des sous-unités
ribosomiques (Figure 7)*2. Les profils d’expression de IncARN sont tissu-spécifiques®*®. Comme les
microARN , les IncARN peuvent étre transcrits a partir d’exons ou d’introns chevauchant ou inclus

dans ces génes (Figure 8)*%.

Différentes catégories de IncARN ont été établies a partir de leur mode de régulation de I'expression
des geénes. On distingue ainsi (1) les IncARN liant et guidant des complexes protéiques de
modification de la structure de la chromatine a des loci spécifiques. Ces IncARN peuvent cibler des
génes situés a proximité (régulation en cis) ou plus éloigné (régulation en trans)®****°*%: (2) les
IncARN servant de leurres moléculaires : en liant des séquences d’ADN spécifiques, les IncARN
inhibent l'intéraction de facteurs de transcription avec leurs cibles™®; (3) les IncARN inhibant
compétitivement la liaison de microARN & leurs cibles d’ou leur appelation d’“éponges” de miARN*®;
(4) enfin, les IncARN se liant a des complexes protéiques impliqués dans différents mécanismes de
régulation de I'expression des genes comme les ribonucléoprotéines assurant I'épissage alternatif, la

167,395,396,400,404-407

traduction ou la stabilité des ARN (Figure 9).
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Figure 8: Localisation des genes codant les IncARN d’apres Shi et al., 2013.
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Figure 9: Représentation schématique du mode d’action des principaux IncARN connus adaptée d’aprés Park et al., 2014.



Il existe environ 10 000 /oci de genes codants des IncARN a I'origine de plus de 15 000 transcrits

potentiels comme cela est suggéré par les données du consortium GENCODE et le projet ENCODE*®.

392,393
. C

Les IncARN constituent une nouvelle échelle de régulation de I'expression de genes 'est

409‘ Le

pourquoi, de nombreuses équipes cherchent a élucider leurs fonctions et leurs modes d’action
cerveau étant I'un des organes les plus riches en IncARN et certains d’entre-eux ayant été impliqués
dans l'oncogenéese et le maintien des cellules souches, ces IncARN constituent de futurs outils

pertinents dans la prise en charge du GBM.

3.1.2 Lien entre IncARN et tumorigenése
Des altérations de I’expression des IncARN ont été reportées dans plusieurs pathologies et

notamment dans les cancers> >0 40441041 (Tahleqy 12).

3.1.2.1 IncARN suppresseurs de tumeurs
Plusieurs IncARN agissant comme des suppresseurs de tumeurs sont décrits**™***: Huarte et al. ont

démontré que p53 activait un ARN long non-codant intergénique “lincARN-p21”. LincARN-p21 agit

413

comme un effecteur de p53 en s’associant aux ribonucléoprotéines hnRNP-K"*". Par ailleurs, les

fonctions oncosuppressives du INcARN MEG3 (“Maternally expressed gene 3”) au sein des gliomes

seront détaillées dans la section 3.1.3.241241>416

3.1.2.2 IncARN oncogénes et reprogrammation épigénétique
L'altération de I'expression de IncARN oncogéniques a été reportée dans différents cancers

400,417-419
et notamment dans les gliomes*®™*°. HOTAIR (“HOX Antisense Intergenic RNA”) est I'un de ces
IncARN*®**2! HOTAIR réprime transcriptionnellement I'expression de nombreux génes en recrutant
des complexes de modifications de la chromatine: complexe a activité méthyl-transférase PRC2
“Polycomb Repressive complex 2” et complexe LSD1/CoREST/REST**2. HOTAIR réprime notamment

I'expression de PTEN au cours de la tumorigenése®®. Ainsi, la surexpression de HOTAIR active la

progression dans le cycle cellulaire et accroit I'invasivité des tumeurs.

3.1.2.3 Invasion microvasculaire et angiogenése
Plusieurs IncARN impliqués dans la régulation du switch angiogénique et la réponse a I’hypoxie sont

423,424

altérés dans les cancers . Le IncARN MVIH par exemple est associé a I'invasion microvasculaire

de carcinomes hépatocellulaires via I'inhibition de la sécrétion de la phosphoglycérate kinase 1*%3.

3.1.2.4 Déséquilibre métabolique
Certains IncARN contribueraient a la tumorigenése en induisant un déséquilibre métabolique

425,426

Le IncARN ANRIL par exemple, réprime I'expression de genes des métabolismes lipidiques et
glucidiques impliqués dans les processus anti-inflammatoires, notamment les récepteurs nucléaires
de la famille PPAR*****_ ANRIL a été décrit comme un facteur de risque dans le carcinome mammaire.

Toutefois, la plupart de ces données sont trés préliminaires.

38



Tableau 12: LncARN dérégulés au sein de différents cancers et exergant des fonctions pro-oncogéniques ou
oncosuppressives, d’aprés Katsushima et Kondo, 2014

Fonctions:

Références

promeut I'invasion et la formation de
meétastases par modifications épigénétiques
(interaction avec PRC2, LSD1; guide pour
régulation en trans)

Inhibition de la sénescence par répression de
p16INK4A et modifications épigénétiques
(interaction avec PRC2, LSD1; guide pour

régulation en cis)
Régule I'épissage alternatif des pré-ARNm

promeut la prolifération cellulaire, I'invasion
et inhibe I'apoptose
promeut la pluripotence et la dédifférencia-
tion des cellules tumorales

fonctions oncogéniques et oncosuppressives
reportées, promeut la prolifération cellulaire

Gupta et al., 2010; Yang
etal, 2011

Tano et al., 2012; Yap et
al., 2011

Bergmann et al., 2014

Khaitan et al., 2011

Graham et al., 2011,
Ellis et al., 2012

Tsang et al., 2010; Shi
etal, 2014

IncARN Dérégulés dans:
Oncogénes
HOTAIR Carcmome? mammaires,
hépatocellulaires, colorectaux,
pancréatiques, GIST
ANRIL Carcinomes prostatiques,
leucémies, mélanomes
Carcinomes pulmonaires,
MALAT1 prostatiques, mammaires,
colorectaux, hépatocellulaires
SPRY4-IT1 Mélanomes
Carcinomes colorectaux
CRNDE
H19 Carcinomes hépatocellulaires
et mammaires, gliomes
Oncosuppresseurs
GASS5 Carcinomes mammaires
Gliomes, méningiomes,
MEG3 b il
leucémies, adénomes
hypophysaires
PTENP1 Carcinomes prostatiques,
coliques
. Modeéles murins
LincARN-p21 d’adénocarcinomes pulmo-
naires, de sarcomes, de
lymphomes

inhibe la croissance cellulaire et induit
I'apoptose, agit comme un leurre (récepteur
glucocorticoides)
effecteur de la voie p53, inhibition de la
prolifération cellulaire

Inhibe la prolifération cellulaire (pseudogene
inhibe |la dégradation de PTEN en captant les
microARN ciblant celui-ci)

Activé par p53, Induit I'apoptose en réprimant
transcriptionnellement des genes cibles de
p53 (interaction physique avec hnRNP-K,

régulation en trans)

Pickard et al., 2014

Zhou et al., 2013

Poliseno et al., 2011

Huarte et al., 2011




3.1.2.5 Réle potentiel dans le remodelage de la matrice extra-cellulaire et du microenvironnement
tumoral
Le role des IncARN dans le remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) et du microenvironnement

au cours de la progression tumorale est mal connu. Le IncARN HOTAIR semble jouer un réle dans la
MEC d’adénocarcinome pulmonaire®®; le IncARN H19 a été décrit comme capable de réprimer la
synthése du TGF-B1 dans une lignée cellulaire de carcinome prostatique®®. D’autre part, certains
IncARN sont indispensables a I’'homéostasie des cellules immunes, endothéliales, des adipocytes et

des cellules souches mésenchymateuses™***,

3.1.2.6 IncARN assurant le maintien des cellules souches cancéreuses
Plusieurs études ont mis en évidence I'importance des IncARN dans le maintien des propriétés des

cellules souches embryonnaires par l'intermédiaire de boucles de rétro-contréle impliquant les
facteurs de transcription OCT4, SOX2, KLF4395435438 ) 4 dérégulation des réseaux de IncARN
contribue donc probablement au développement ou au maintien des cellules souches cancéreuses*.
Ainsi, certains IncARN participent au maintien des CSC en inhibant compétitivement |'action de

439

microARN (“éponges de miARN”)*". Une compréhension approfondie des fonctions des IncARN au

sein des CSG permettra I'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

3.1.3 IncARN candidats impliqués dans le maintien des propriétés tumorigénes du glioblastome
Plusieurs équipes ont évalué les profils d’expression de différents IncARN au sein des GBM et tenté

de caractériser leur fonction au cours de I'oncogenese (Tableau 13)1°7:300,420,440-442

3.1.3.1 ARN longs non-codants aux propriétés oncogéniques

3.1.3.1.1 CRNDE
CRNDE ou “Colorectal neoplasia differentially expressed” est un IncARN sur-exprimé au sein des

GBM™®*3_ Son expression est corrélée a un haut grade tumoral ainsi qu’a la pluripotence et a la

dédifférenciation des cellules de GBM**°

. Les transcrits de CRNDE agissent sur des protéines de
modification de la structure de la chromatine (PRC2 et CoREST) et contribueraient ainsi au maintien
des CSN et des CSG**. Toutefois, la caractérisation fonctionnelle de CRNDE n’est pas encore établie

au sein des GBM>%3%,

3.1.3.1.2 H19
L’expression de H19 (lincARN-H19) est positivement corrélée au grade des gliomes™*. H19 est un

précurseur du microARN-675, libéré en réponse a des stress cellulaires ou oncogéniques pour
ralentir la croissance et la prolifération des cellules altérées. MiR-675 cible notamment I'lGFR1***. De
facon contradictoire, il a été démontré que miR-675 ciblait une cadhérine participant ainsi a

444

I'invasivité des gliomes™". Les données divergeant au sujet du potentiel pro- ou anti- oncogénique de
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Figure 10: Mode d’action schématique des deux IncARN oncogéniques: ASCLNC22381 et ASCLN20819 d’apres Han et al.,
2012.



lincARN H19/miR-675, des études fonctionnelles approfondies seront nécessaires pour déterminer la

fonction et le potentiel thérapeutique de ce IncARN au sein des GBM.

3.1.3.1.3 HOTAIR
La fonction pro-oncogénique du lincARN HOTAIR a été identifiée en 2010 par Gupta et al. Des études

cliniques sont venues appuyer sa significativité dans les carcinomes mammaires, coliques,

400,410,418,420,446

hépatocellulaires et récemment dans les gliomes . HOTAIR confére aux tumeurs une

invasivité et une motilité accrue et semble étre une cible thérapeutique d’intérét dans la prise en

charge du GBM™*7 ™%,

3.1.3.14 ASLNC22381 et ASLNC20819
Deux IncARN potentiellement impliqués dans I'‘oncogeneése ont été identifiés comme

différentiellement exprimés au sein des GBM : ASLNC22381 et ASLNC20819". Ces IncARN ciblent

des effecteurs des voies de signalisation des récepteurs nucléaires PPAR et de I'lGF (IGF et IGFR1)"°

(Figure 10). Des études fonctionnelles approfondies sont nécessaires pour confirmer le lien de

causalité entre I'expression de ces IncARN et la progression des GBM™’.

3.1.3.1.5 ANRIL
ANRIL est I'un des IncARN anti-sens naturels (NAT) les plus fréquemment altérés au sein des cancers,

délété dans 40% des cas™'. ANRIL exerce son activité oncogénique en réprimant le locus

INK4b/ARF/INK4a. Il permet ainsi aux cellules de s’affranchir des programmes d’intégrité cellulaire

452,453

RB-dépendant et de maintenir la croissance cellulaire . Des polymorphismes (SNPs) affectant

I'expression et la fonction de ANRIL ont été décrits au sein des gliomes™*. Cibler les variants altérés
de ce IncARN par des thérapies anti-sens est donc une approche envisageable pour rétablir la

sensibilité des cellules de GBM a 'apoptose et a la sénescence radio- et/ou chimio-induites*>.

3.1.3.2 ARN longs non-codants aux propriétés oncosuppressives

e MEG3
Le IncARN MEG3 est sous-exprimé au sein des gliomes suite a des délétions ou altérations

épigénétiques*™. MEG3 inhibe la prolifération cellulaire et induit 'apoptose en stabilisant p53,

412,456

activant ainsi la transcription de ces genes cibles . Le rétablissement de 'expression de MEG3

pourrait étre une stratégie thérapeutique d’intérét au sein des GBM.

3.1.3.3 Le réle émergeant des IncARN dans le maintien des cellules souches de GBM
De nombreuses études ont mis en évidence le role des IncARN au sein des cellules souches

300,395,457

embryonnaires et adultes, des iPSC et des cellules souches neurales . Les IncARN sont

essentiels lors du développement du systéme nerveux central. D’autre part, les IncARN régulent

300,396,457

I’état de différenciation des CSG . Ainsi, I'identification des IncARN indispensables au maintien

40



Tableau 13: Types de IncARN présents au sein des gliomes et GBM

ARN longs non-codants Localisation Nombre Fonctions Exemple
lincARN Nombreux loci > 1000 interagit avec des complexes HOTAIR, ANRIL,
protéiques de modification de la | H19, lincARN-
chromatine p21, CRDE
Pseudogénes Non-déterminé Non-déterminé | Régule les niveaux d’expression | PTEN-P1,
des microARN et des ARNm. OCT4-pg
Autres IncARN Nombreux loci > 3000 Modes d’action variés MEG;?, IncARN
circulants,
T-UCR, NAT ,
( ) circARN

Tableau 14: Signature de IncARN significativement prédictifs de survie (n=107) d’apres Zhang et al., 2013

Génes

Valeur-p

Coefficient
de corrélation

Fonction décrite

KIAA0495 <0.001

PART1 0.003
MGC21881 0.006
MIAT 0.007
GASS5 0.008
PAR5 PARS

0.375
-0.254

-0.230

-0.132

-0:175
0.01

Suppresseur de tumeur
Carcinogenése prostatique

Non-déterminé
Différenciation cellulaire
Apoptose
Syndréome de Prader-Willi




des CSG et leur caractérisation fonctionnelle permettra le développement de thérapies ciblées dans

395,402,457,458
le GBM .

Les pseudogenes, par exemple, sont des IncARN dérivant de la rétrotransposition ou de la duplication
d’'un ARNm au sein du génome ayant acquis de nombreuses mutations. Les pseudogénes régulent
I’expression génique par différents moyens : génération d’ARNsi, fonction de transcrits anti-sens ou

comme des “éponges de microARN?403:46,459

. Les pseudogéenes ont été impliqués dans la progression
des cancers et le maintien des propriétés des cellules souches cancéreuses*®. Le pseudogéne OCT4-
pg par exemple, a été impliqué dans la gliomagenése et dans le maintien des réseaux
transcriptionnels des cellules souches. OCT4-pg possede les mémes sites de liaison aux microARN
que le facteur de transcription OCT4 et agit comme une “éponge de microARN”. En captant miR-145,
OCT4-pg protége OCT4 de la dégradation. Ainsi, la surexpression de OCT4-pg conduit a la

461

surexpression de OCT4, et au maintien des CSC™". OCT4-pg constitue donc une cible thérapeutique

pertinente pour perturber les CSG. Toutefois, une caractérisation fonctionnelle et structurelle

approfondie est nécessaire pour cibler au mieux ce IncARN**.

3.2 Les ARN longs non-codants : intérét dans la prise en charge du glioblastome

3.2.1 Méthodologies et limitations
Les limitations pour I’étude des IncARN sont identiques a celles décrites dans la partie des microARN

(techniques d’analyse, outils statistiques, OS et PFS...). Toutefois, en comparaison des microARN, les
données sont bien plus limitées pour les IncARN. Ainsi, on recense seulement 14 articles sur la base
de données PubMed suite a la requéte suivante: (long-non-coding-RNA OR IncRNA) AND
(glioblastoma OR glioma) AND (survival OR progression OR prognosis), recherche faite le 27 ao(t
2014. La plupart de ces études apportent des informations fonctionnelles restreintes et n’explorent
que partiellement la population des IncARN présents. Par conséquent, elles ne refletent pas
pleinement la biologie des GBM. Nous détaillerons les IncCARN et les signatures de IncARN corrélés a

I’évolution clinique des GBM et présentant un intérét thérapeutique potentiel™’*%.

3.2.2 Les IncARN: biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et prédictifs

3.2.2.1 IncARN et diagnostic
Les IncARN représentent une source de biomarqueurs largement sous-exploitée. Plusieurs études

ont récemment démontré leur potentiel diagnostique*®

. En 2012, Zhang et al. ont démontré pour la
premiére fois que les profils d’expression de IncARN permettaient de discriminer le grade OMS, le
niveau de différenciation et le type histologique des gliomes***®. Parmi ces IncARN, CRNDE et

HOTAIRM1 sont significativement sur-exprimés au sein des GBM alors que MEG3, IncARN
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oncosuppresseur, est sous-exprimé. Les profils d’expression de IncARN permettent donc de préciser

le phénotype des gliomes en réduisant les variabilités et les biais dépendants de 'opérateur.

3.2.2.2 IncARN, biomarqueurs pronostiques et prédictifs
En 2013, Zhang et al. ont été les premiers a identifier une signature de 6 IncARN prédictive de la

1 parmi ces INcARN, on trouve des IncARN décrits

survie globale (OS) des patients atteints de GBM
comme oncogéniques dans les carcinomes prostatiques (PART1), un IncARN suppresseur de tumeur
(KIAAO495) et des IncARN impliqués dans la différenciation ou I'apoptose : MIAT, GAS5, PARS5,
MGC21881(Tableau 14). Cette signature de IncARN prédit la survie indépendemment de |'dge des
patients et de la méthylation du promoteur du géne codant MGMT. Des études fonctionnelles de ces

IncARN dans des modeles de xénogreffe et des études prospectives permettront de valider le réle de

ces derniers dans I’évolution des GBM.

L'expression du lincARN oncogénique HOTAIR a récemment été corrélée a un pronostic défavorable
et 3 une survie plus courte®. Zhang et al. ont utilisé 3 cohortes de patients atteints de gliomes pour
établir ces corrélations. HOTAIR semble étre un biomarqueur pertinent pour I'évaluation du grade

histopronostique des patients atteints de gliomes.

3.2.2.3 IncARN circulants
Peu de données relatives au potentiel diagnostique et/ou pronostique des IncARN circulants

(plasmatiques, LCR) sont disponibles dans le GBM et en cancérologie. Toutefois, deux études
récentes dans des cancers solides et hématologiques, ont démontré la pertinence de ces molécules
comme biomarqueurs tissu et cancer-spécifique et potentiellement comme biomarqueur

464,465
f

prédicti . Il est donc probable que ces IncARN constituent des biomarqueurs d’intérét dans le

GBM.

3.2.3 Les ARN longs non-codants: biomarqueurs et cibles thérapeutiques potentielles
Différentes stratégies thérapeutiques sont développées pour cibler les IncARN"***. Toutefois, la

caractérisation fonctionnelle et structurelle de la majorité des IncARN oncogéniques émergeant
seulement, il est difficile de déterminer la fagon la plus appropriée de cibler ces IncARN. La plupart
des stratégies visent a diminuer les concentrations intracellulaires des IncARN oncogéniques

surexprimés**®

. Il est en effet plus aisé d’induire un effet anti-cancéreux en inhibant I'expression de
IncARN oncogéniques surexprimés que de réactiver I'expression de IncARN oncosuppresseurs
réprimés par exemple MEG3 dans les gliomes. Par conséquent, nous décrirons les principaux IncARN
impliqués dans I'oncogenese des GBM et les stratégies thérapeutiques visant a réprimer leur

expression 488,
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3.2.3.1 H19
H19 est le précurseur du microARN oncogénique miR-675. L’activité pro-oncogénique de miR-675

serait médiée via l'inhibition d’'une cadhérine (CDH13) et de la protéine RB. Toutefois, les données

concernant spécifiquement 'oncogenése des GBM sont absentes au sein de la littérature?'’#44467468,

Des études fonctionnelles de H19 sont donc nécessaires dans des modeles in vivo pour déterminer la
stratégie thérapeutique la plus pertinente pour perturber 'axe H19/miR-675/CDH13 et RB au sein
des GBM.

3.2.3.2 HOTAIR
HOTAIR est I'un des IncARN oncogéniques les mieux caractérisés. La répression de HOTAIR induit des

469,470

effets anti-cancéreux, anti-prolifératifs et pro-apoptotiques in vivo . Ainsi, cibler les intéractions

physiques entre HOTAIR et les complexes PRC2 et LSD1 semblent étre une stratégie pertinente pour

paralyser les fonctions oncogéniques du IncARN*"72,

3.2.3.3 ANRIL
De méme que HOTAIR, ANRIL exerce son activité pro-oncogénique en recrutant des complexes

modifiant la structure de la chromatine (complexes PRC2 et PRC1) et réprime ainsi I'expression de

génes oncosuppresseurs (p16™ "

). ANRIL est également impliqué dans la réparation de I’ADN dans la
voie de signalisation ATM/E2F1/ANRIL. Ainsi, perturber l'interaction entre ANRIL et les complexes
PRC2 et LSD1 constitue une option thérapeutique d’intérét pour rétablir la sensibilité des cellules de

INK4A

GBM a l'apoptose chimio- et radio-induites en maintenant p16 . Plusieurs stratégies ont été

développées comme des thérapies anti-sens réprimant I'expression des variants oncogéniques de

ANRIL(voir section 3.2.5 pour description des thérapies anti-sens)*?//4464544>,

3.2.4 Altérations génétiques affectant les génes codant les IncARN
Plusieurs altérations génétiques affectant les génes codant les IncARN sont reportées au sein de la

littérature. Les translocations chromosomiques modifient les niveaux d’expression de différents
IncARN et participent ainsi a l'initiation du processus oncogénique. D’autre part, des mutations
affectant un nombre de nucléotides restreints altérent la fonction des IncARN et contribuent a la

473,474

transformation maligne des cellules L'impact de ces altérations sur les structures

secondaires/tertiaires et donc sur la fonction des IncARN est pour I'instant peu décrit*®.

3.2.5 Stratégies thérapeutiques ciblant les ARN longs non-codants

3.2.5.1 Petits ARN interférents
Les petits ARN interférents (ARNsi “small interfering RNA”) sont des ARN doubles-brins de 19 a 30

nucléotides s’hybridant a des molécules d’ARN (ARNm, microARN, IncARN) cibles sous la forme du
complexe RISC, et conduisent a la dégradation de cet ARN par ARN interférence : le mode d’action

est identique a celui des microARN, mais il s’agit d’ARN synthétique. L’ARNsi double brin doit étre
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clivé en simple brin pour étre incorporé au complexe RISC. Le brin non-incorporé peut étre a I'origine
de liaisons hors cibles non-spécifiques pouvant perturber les réseaux de microARN ou la traduction
des ARNm*”. Des études in vitro et in vivo ont montré que les ARNsi constituent un moyen efficace

400,470,476

de réprimer I'expression de IncARN oncogéniques Toutefois, bien que différentes

formulations d’ARNsi soient en cours d’essais cliniques, par exemple les essais de phase | et Il dans

les carcinomes pancréatiques®’’*’®

, nous sommes seulement a I'aube du développement de ces
thérapies anti-IncARN. La principale limitation des ARNsi tient a leur mode d’administration et a leur
biodisponibilité faible dues a des propriétés pharmacocinétiques médiocres et a leur dégradation par
les nucléases. Plusieurs approches ont été mises en ceuvre pour permettre leur administration
systémique et améliorer leur capture intracellulaire : (i) modifications biochimiques par
remplacement de squelettes phosphodiester par des phosphorothionate ou modifications du ribose,

(i) vectorisation des ARNsi par des nanoparticules virales et lipidiques (Figure 11)*¢47781,

3.2.5.2 Oligonucléotides antisens (ASO)
Les oligonucléotides antisens (ASO) sont des ADN ou ARN simple-brin de 8 a 50 nucléotides de long

spécifiques de leur ARN cible a un nucléotide prés*®’. La formation d‘hétéroduplex ASO/IncARN
entraine le recrutement de la RNase H1 et le clivage du IncARN ciblé**®. Les ASO présentent plusieurs
avantages comparés aux ARNsi: mécanisme d’inhibition des IncARN indépendant du complexe RISC
donc moins de toxicité liée aux effets non-spécifiques, une biodisponibilité nucléaire supérieure, une
immunogénicité plus faible et production plus aisée*®. Les ASO ont été modifiés chimiquement de
maniere a augmenter leur stabilité et leur sélectivité par I'action de squelette phosphorothionate et
riboses modifiés. Les “gapmers” ont ainsi été développés : la partie centrale de ces ASO est
constituée de monomeres d’ADN entourés de nucléotides modifiés. Cette structure synthétique est
plus résistante aux nucléases, elle augmente I'affinité pour le IncARN cible et permet de le cliver en
son centre. D’autre part, contrairement aux ARNsi, les “gapmers” sont captés par les cellules sans

vecteur par absorption gymnotique(Figure 11)****%*,

3.2.5.3 Ribozyme
Les ribozymes sont des molécules d’ARN endogenes capables de catalyser la dégradation des ARN.

Des ribozymes synthétiques ont été élaborés au point pour dégrader les IncARN oncogéniques et ont
démontré une activité anti-cancéreuse significative. Le ribozyme “hammerhead” ou marteau
(HamRz) est I'un des ribozymes les plus prometteurs. En effet, bien qu’il soit constitué d’un petit
motif endoribonucléolytique, ce dernier possede une forte capacité a inhiber sa cible,
indépendemment du complexe RISC et en I'absence d’ions métalliques . D’autre part, la dégradation

induite par HamRz est tres spécifique car elle dépend de la séquence de deux bras d’ARN différents
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non-voisins . Ainsi, les ribozymes représentent une alternative aux ARNsi et ASO pour cibler les

IncARN.

3.2.5.4 Aptamer
La complexité des structures secondaires des IncARN fait obstable a I'efficacité des ARNsi, ASO et

ribozymes. Les aptamers sont des oligonucléotides d’ADN/ARN ou des peptides ayant une structure
tridimensionnelle stable in vivo. lls ciblent et dégradent spécifiquement différentes classes
moléculaires dont les IncARN sans se soucier de leur structure. L'intégration de séquences codant
des aptamers dans le génome des cellules cancéreuses permettrait de cibler des IncARN
oncogéniques et ainsi d’induire I'apoptose par ré-expression de p16™“** en ciblant ANRIL par

exemple (Figure 11)*3%4%.

3.2.5.5 Petites molécules
De petites molécules synthétiques non-nucléotidiques sont utilisées pour cibler les ARN de cellules

humaines dans différentes pathologies (VHC, VIH). Certains antibiotiques (aminoglycosides,
tétracyclines) par exemple sont capables de perturber spécifiquement la structure des ARNr
bactériens. L'utilisation des bases de données recensant les structures d’ARN et leurs ligands et la
caractérisation des structures secondaires des IncARN oncogéniques permettra peut-étre

I'identification de motifs spécifiques pouvant servir de cibles thérapeutiques (Figure 11).

3.2.5.6 Voies de signalisation post-transcriptionnelles
La fonction des IncARN est déterminée par leur structure ribonucléotidique primaire et par leur

structure secondaire générée suite a des mécanismes post-transcriptionnels complexes comme

491492 pes aberrations de 'EA des IncARN ont été décrites en conditions

I’épissage alternatif (EA)
pathologiques. Ainsi, I'identification de variants de IncARN issus de techniques de “Next Generation
Sequencing”/"NGS” combinée a des méthodes de modulation de 'EA par des ASO commutant
I’épissage alternatif, pourraient perturber le maintien des IncARN oncogéniques altérés au sein les

329,474,493,494
tumeurs™ T,

3.2.5.7 microARN ciblant les IncARN
Une alternative théorique pour induire la dégradation des IncARN seraient de les cibler par des

microARN synthétiques. Toutefois, bien que plusieurs pistes étayent le réle des microARN dans la
régulation des IncARN et les interactions et intrications des ces ARNnc (pseudogénes agissant comme
des “éponges de microARN”, IncARN précurseurs de microARN, proximité entre les extrémités 3’UTR
des ARNm et des IncARN), a I’heure actuelle, aucune étude fonctionnelle n’a permis de valider cette
hypothéese chez I’'homme. Des bases de données annotant les sites d’interactions entre microARN et

IncARN ont récemment été développées*®. La recherche de sites de liaisons de microARN au sein
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des IncARN oncogéniques constitue une perspective thérapeutique pertinente dans le traitement des

429,446,461,495-497
GBM .

La progression dans la caractérisation structurelle et fonctionnelle des IncARN dérégulés dans les
GBM et les CSG permettra de valider les candidats biomarqueurs jusqu’alors décrits et guidera le
développement de stratégies thérapeutiques ciblées contre ces IncARN. D’autre part, des études
basées sur les technologies de séquencgage nouvelles générations permettront d’explorer I'ensemble

de la population des IncARN exprimés au sein des GBM et ainsi d’identifier de nouveaux candidats.
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Figure 12: Schéma des principales étapes d’assemblage du splicéosome et de I’activation de I’épissage alternatif.

L'assemblage du splicéosome est initiée par la liaison de U1-ARNsn (complexe U1-snRNP) au niveau du site
d’épissage en 5’ (5’SS) par complémentarité en les paires de bases. Ensuite, la zone de repliement est reconnue
par le complexe U2-snRNP (Complexe A/Complexe de pré-épissage). Cette interaction modifie la conformation
de I'adénosine présente dans cette zone de repliement. Puis, pour activer le splicéosome, 3 snRNP (U4/U6, U5)
viennent se lier au complexe A pour former le complexe B1 (U4 et U6 sont principalement appariées au
complexe A). La formation du complexe B1 induit de nombreux réarrangements ARN-ARN déstabilisant les
sous-unités Ul et U4 qui sont libérées. On parle alors d’'un complexe B2, le splicéosome est activé. La premiére
étape de I'épissage consiste en I'attaque électronégative de I'extrémité 5’SS par le groupement 2'’OH ce qui
résulte en la formation du complexe C (libération extamporanée de I'exon en 5’). La seconde étape de
I’épissage consiste en plusieurs modifications conformationnelles et permet la libération d’'un ARNm mature.
Les différentes sous-unités ribonucléoprotéiques (U2, U5 et U6) sont libérées et réutilisées dans d’autre cycles
d’EA.



4, Les petits ARN nucléaires: les ARNsn
4.1 Les ARNsn : composants clés du splicéosome
4.1.1 L’épissage alternatif

4.1.1.1 Fonction et mécanisme général
L'épissage alternatif (EA) est un mécanisme de maturation des ARNm essentiel a la régulation de

I’expression des geénes. L'EA génére plusieurs isoformes d’ARNm a partir d’'un méme gene et
contribue ainsi a la complexité et a la plasticité du transcriptome et du protéome de chaque type
cellulaire. L’EA affecte plus de 90 % des génes humains et est orchestré de facon cellule-spécifique

par un complexe nucléaire ribonucléoprotéique dynamique: le splicéosome®®®*%

. Le splicéosome
coordonne la reconnaissance des sites d’épissage puis catalyse les réactions d’élimination des
. . . s . s epe . 500 .« 7

introns/exons et de religation des exons (réactions de transestérifications)” . Le splicéosome est
recruté au niveau de séquences cis-régulatrices sur le pré-ARNm et est associé a des facteurs
protéiques en trans assurant sa stabilité et orientant son activité enzymatique: les facteurs
d’épissage. Par exemple, les protéines SR “Serine-Arginine rich protein” inhibent I'exclusion d’exons

501-503

alors que les hnRNP “heterogeneous ribonucleoprotein” I'activent . C'est par un processus co-

transcriptionnel séquentiel complexe que le splicéosome catalyse I'EA des pré-ARNm (Figure 12)>°%°%.

4.1.1.2 Réle des ARNsn dans le splicéosome et la régulation de I’épissage alternatif
Le splicéosome est une machine macromoléculaire complexe composée de petits ARN nucléaires

riches en uridine “Uridine-rich small-nuclear RNA” ou “ARNsn” d’environ 150 nucléotides. Les ARNsn

sont transcrits par ’ARN polymérase Il (ou Ill pour U6-snRNP)>%

. Les ARNsn possédent une coiffe
mono/triméthyl-guanosine en 5’ et une structure tige-boucle en 3’. Les ARNsn sont assemblés en 5
particules ribonucléoprotéiques (snRNP)5°4'5°7'5°8: Ul, U2, U4/U6 et US5. Leur nomenclature
correspond a leur contenu en uridine. Chaque snRNP est donc constituée d’'un ARNsn (deux dans le
cas de U4/U6), de 7 protéines spécifiques (protéines Sm ou apparentées Lsm pour U6), de protéines

associées : facteurs d’épissage SR, hnRNP, PTB (Figure 13)**® ainsi que d’autres protéines auxiliaires

non-snRNP dont environ 200 ont été recensées .

La biogenese des snRNP se déroule en 4 étapes majeures: (1) synthése d’un précurseur d’ARNsn
(pré-ARNsn) et export vers le cytoplasme, (2) maturation cytoplasmique du pré-ARNsn en ARNsn, (3)
modifications covalentes de nucléotides a des sites spécifiques, (4) assemblage des ARNsn avec les

500,506

ribonucléoprotéines (RNP) et ré-import vers le nucléoplasme . Les snRNP sont stockées dans les

régions interchromatiniennes dans des structures appelées “splicing speckles” (Figure 14).

Les ARNsn permettent la reconnaissance des sites d’épissage (séquences consensus en cis des

introns/exons) et I’hybridation du splicéosome au pré-ARNm. Les protéines associées en trans
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Figure 13: Représentation schématique des structures primaires et secondaires des ARNsn composants le splicéosome,
d’apres Matera et al., 2007 et Karijolivh et al., 2010. Au sein des complexes ribonucléoprotéiques U1, U2, U4, U5 et U6 a)
et b) et structures plus détaillées de chaque ARNsn: les pseudouridines sont représentées par des y entourés de rectangles
transparents, les résidus 2’-O-méthylés sont encerclés, les lignes en gras représentent les zones d’interactions ARN-ARN
impliquées dans I'épissage des pré-ARNm, les rectangles gris pleins représentent les zones de liaions des protéines Sm.
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et U5) se déroule en 4 étapes principales. CRM1 “Chromosome Region Maintenance-1”, CBC “Cap-Binding Complex”,
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Figure 15: Localisation des composants et des séquences régulatrices principales du splicéosome lors de I’épissage
alternatif, d’aprés Corcos & Solier, 2005. Les protéines SR (riche en sérine et arginine) en orange sont recrutées au sein du
splicéosome au niveau de sites d’épissage pour activer I'inclusion d’exons (ESE: “Exon Splicing Enhancer”). Leur activité est
régulée par épissage alternatif, par phosphorylation-déphosphorylation de maniére tissu ou stade-spécifique. Les protéines
hnRNP (“heterogeneous nuclear ribonucleoproteins”) en jaune sont recrutées au sein du splicéosome au niveau de
séquences d’épissage pour activer I'exclusion d’exons (ESS: “Exon Splicing Silencer”). Les hnRNP exercent donc des
fonctions opposées a celles des protéines SR. La liaison de facteurs d’épissage aux séquences ISE et ISS (“Intronic Splicing
Enhancer/Silencer”) régulent 'inclusion relative de séquences introniques de la méme fagon que les séquences ESE et ESS.



(protéines SR, hnRNP)*®>™ jouent un rdle de support en stabilisant le complexe et participent a
I'activation séquentielle du spliccosome en modifiant la conformation des ARNsn par des
interactions ARN-ARN, ARN-protéines (Figure 14). Certaines exercent une activité catalytique par

elles-méme>**

. Ainsi, les séquences en trans du pré-ARNm, sur lesquelles se lient les protéines SR et
hnRNP, contribuent a la spécificité et a la fidélité de reconnaissance des sites d’EA. Elles modulent
I'EA d’exons/introns®®. On parle de séquences “activatrices/inhibitrices d’épissage” (“ESE/ESS,
ISE/ISS”). En se liant aux séquences ESE, les protéines SR créent un encombrement stérique qui
inhibe le “saut d’exons”. L’exon est donc inclut au sein de ’ARNm mature. Les hnRNPs ont une
fonction antagoniste: leur liaison aux séquences ESS active le “saut d’exons”, c’est a dire leur
exclusion de 'ARNm (Figure 15). Les protéines SR et hnRNP ont une organisation modulaire. Elles
possedent un domaine d’interaction avec I’ARN (“RNA recognition motif’ ou “RRM”) et avec les

511,512

protéines . La teneur intracellulaire relative des protéines SR et hnRNP influence le devenir

du/des exon(s)**?. Une méthode bioinformatique prédictive des profils d’épissage de chaque tissus a

été développée en combinant les différents motifs de liaisons (cis et trans). On parle de “code
d’épissage””®.
En plus du code basé sur les séquences d’ARNm, I’ARN polymérase Il et la structure de la chromatine

508,513-517

constituent deux autres mécanismes de régulation de I'EA . D’autre part, des études récentes

semblent impliquer les ARNsn a d’autres niveaux de la biogenése des ARN: transcription,

polyadénylation alternative et maintien de la stabilité des ARN>*¥7%,

Peu de données fonctionnelles sont disponibles sur les ARNsn pour l'instant. Les liens entre ARNsn et
tumorigenese étant transposables a leurs snRNP associées, nous utilisons les données parues sur les

complexes ribonucléoprotéiques (snRNP) pour évaluer le role des altérations d’expression des ARNsn

dans I'oncogenése des GBM**>°V.

4.1.2 Implication de I’épissage alternatif en cancérologie

4.1.2.1 Altérations des profils d’épissage et cancer

Limplication de 'EA dans 'oncogenése a été reportée par plusieurs auteurs>>>*

. En modifiant des
réseaux d’ARNm liés fonctionnellement, 'altération de I'EA (snRNP, protéines SR et hnRNP) suffirait a
initier la cancérogenese par sur-expression d’oncogenes, échappement aux programmes de

311523527 * ces  altérations

sauvegarde, prolifération et dédifférenciation des cellules tumorales
d’épissage peuvent résulter de modifications des séquences d’épissage en cis ou de certaines
prédispositions génétiques, par exemple des mutations des génes BRCA1/2 remodelant les profils

528,529

d’épissage a I'échelle du génome . Toutefois, la majorité des profils d’épissage tumoraux résulte

d’une altération du niveau d’expression ou de |'activité des facteurs d’épissage (mutation, délétion,
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modification épigénétique). Les altérations d’EA jouent principalement un réle lors de la progression

et de la dissémination tumorale. Nous détaillerons ces mécanismes ci-dessous (Figure 16 et 17).

4.1.2.2 Angiogenése et isoformes du facteur de croissance VEGF-A
VEGF-A a longtemps été décrit comme un facteur de croissance exclusivement pro-angiogénique. Il

existe en réalité deux isoformes de VEGF-A: I'un exerce une activité pro-angiogénique, |'autre est
anti-angiogénique. Dans les tumeurs, la balance entre ces isoformes est perturbée en faveur d’une
surexpression de lisoforme pro-angiogénique de VEGF-A. Le rétablissement de [I'équilibre
physiologique entre ces deux isoformes et la compréhension de(s) étiologie(s) moléculaires de cette

dérégulation de I'EA permettra d’identifier des cibles thérapeutiques pertinentes>>’.

4.1.2.3 Dérégulation du cycle cellulaire et mutations de la sous-unité U2-snRNP
Le géne codant la sous-unité SF3B1 (“Splicing factor 3B subunit 1”) du complexe U2-snRNP est

531,532

fréqguemment muté dans les hémopathies malignes . En fonction du contexte cellulaire, la

mutation de SF3B1 est associée a un pronostic favorable ou délétere®”

. De facon intéressante, il a
été démontré qu’un agent antinéoplasique (“Splicéostatine A”) inhibait I'interaction entre SF3B1 et
le pré-ARNm et modifiait ainsi spécifiquement I'épissage de protéines régulant le cycle cellulaire,

exercant ainsi un effet anti-prolifératif>>> >,

4.1.2.4 Echappement a I'apoptose et d la sénescence et isoformes p53p, FAS et BCL-X

4.1.2.4.1 Isoforme p53p
L'EA du transcrit du gene suppresseur de tumeur TP53 est a I'origine de 12 isoformes différentes. Le

déséquilibre entre ces isoformes contribue a I'activation de I'oncogeneése et au développement de
résistance par échappement a la sénescence et a I'apoptose induit en réponse a des lésions de
I’ADN®¥’. L’isoforme p53p, par exemple, est indispensable a I'induction de la sénescence. Sa synthése
étant contrélée par différents facteurs d’épissage (SRSF3, SRSF2), une dérégulation de ces facteurs

induit une sous-expression de p53f et I'échappement a la sénescence™*>*.

4.1.2.4.2 Isoformes de BCL-X
La rupture de I'équilibre entre deux isoformes issues de I'EA de la protéine BCLX/BCL-2L1 pour “Bcl-

2-like protein 1” a été impliquée dans la cancérogenéese pulmonaire : la surexpression de I'isoforme
long BCL-XI inhibe 'apoptose alors que BCL-Xs 'active. Cette altération de I'EA serait provoquée par

I'expression anormale de ribonucléoprotéines du splicéosome (ASF/SF2 ou hnRNPs)>*>*2,

4.1.2.4.3 Isoforme du récepteur transmembranaire FAS
L'EA du récepteur transmembranaire FAS conduit a la formation de deux isoformes différentes: 'une

transmembranaire, active une voie de signalisation pro-apoptotique, I'autre soluble, protege de

I’apoptose. Les variants solubles du récepteur préviennent I'apparition de toxicités radio-induites>**

545
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4.1.2.5 Transition épithélio-mésenchymateuse (TEM), invasion, dissémination, métastases et EA
L'altération de I'EA de plusieurs ARNm impliqués dans des voies de signalisation contrélant la

migration, la dissémination et l'invasivité cellulaires active un processus complexe conduisant a
I'invasion locale puis a la dissémination métastatique: la transition épithélio-mésenchymateuse
(TEM)>*®. Les molécules impliquées dans la TEM dont I'EA est altéré sont : le récepteur a activité
tyrosine kinase RON, la GTPase PAC1, le facteur de transcription KLF6, la molécule d’adhésion

cellulaire LICAM, la glycoprotéine de surface CD44 etc®™

. L'origine moléculaire de ces altérations
d’EA n’est pas encore élucidée. Toutefois, une méta-analyse bioinformatique de données de
“microarrays” archivées a récemment impliqué différents composants du splicéosome dans le
processus métastatique547. Plusieurs génes codant les sous-unités des 5 snRNP (U1, U2, U4, U5 et U6)
et certains facteurs d’épissage sont différentiellement exprimés au sein des cellules tumorales:
hnRNPA1P2, hnRNPC, hnRNPK, SFRS1/3/5/7/9. Cela corrobore le réle du splicéosome dans le

processus métastatique®®>>".

4.1.2.6 Changement métabolique favorisant la progression tumorale et altération de I’EA
Christofk et al. ont démontré que I'altération de I'épissage alternatif de la pyruvate kinase (isoforme

adulte PKM1 et embryonnaire PKM2) entrainait une modification du métabolisme cellulaire en
faveur de la progression tumorale. En exprimant I'isoforme embryonnaire M2, les cellules tumorales
s’orientent de fagon réversible vers un métabolisme de glycolyse aérobie avec production accrue de
lactate. Ce métabolisme confére aux cellules tumorales un avantage sélectif in vivo. On parle d’effet

Warburg®®.

4.1.2.7 snRNP et maintien des réseaux géniques des CSC
L'EA est impliqué dans le maintien des circuits géniques contrélant la pluripotence des cellules

souches embryonnaires (CSE) ainsi que dans la reprogrammation des cellules souches pluripotentes

induites (iPSC)*****°. Il est donc fortement probable que I'EA joue un réle dans le maintien des CSC a

I'origine de la résistance et de la récidive de nombreuses tumeurs™ %,

4.1.3 Altérations de I'activité du spliccosome dans le maintien de la tumorigénicité du
glioblastome et des cellules souches de glioblastome

4.1.3.1 Sous-unités ribonucléoprotéiques du splicéosome différentiellement exprimées dans le
glioblastome
Plusieurs sous-unités ribonucléoprotéiques du splicéosome ont été impliquées dans l'initiation et la

progression du GBM.

4.1.3.1.1 PTBP1
Ferrarese et al. ont récemment démontré que la ribonucléoprotéine PTBP1, réprimée lors du
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développement neuronal, était surexprimée au sein des GBM™ ", Sa surexpression altére |'épissage

de I'annexine 7 (ANXA7), une protéine membranaire oncosuppressive. Cette altération conduit a une
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stimulation accrue de la voie de signalisation de I'EGFR  par diminution de son ciblage

endosomal®>*>>

. La surexpression de PTPB1 contribue donc a la progression du GBM. Cette
surexpression peut résulter de I'amplification du géne PTBP1 ou de la perte d’un microARN enrichi au
sein du cerveau (microARN-124). L'intérét thérapeutique du rétablissement de I'expression de la

ribonucléoprotéine PTBP1 dans le GBM sera discuté dans la partie 4.2.

4.1.3.1.2 hnRNP
* hnRNPH

Lefave et al. ont démontré que la surexpression de hnRNPH au sein des gliomes et des GBM
contrélait un événement d’épissage permettant aux cellules d’acquérir des propriétés
oncogéniques>*. hnRNPH conduit & la formation d’une isoforme antagoniste de la protéine pro-
apoptotique 1G20 favorisant ainsi la survie et la prolifération en altérant le signal de mort de la voie
du TNF-o/TRAIL. D’autre part, la surexpression de hnRNPH confére aux cellules des capacités
migratoires et invasives accrues en induisant la formation d’une isoforme constitutivement active du
récepteur a activité tyrosine kinase RON. Ainsi, hnRNPH contréle I'EA de différentes isoformes
oncogéniques et favorise la progression maligne des gliomes et I'acquisition de propriétés type
“cellules souches” (dédifférenciation, échappement a l'apoptose, migration) responsables de

I'agressivité des GBM et des échecs thérapeutiques®™*>°.

* hnRNPA2/B1

Golan-Gertsl et al. ont mis en évidence la surexpression de hnRNPA2/B1 au sein des GBM. Cette sur-
expression permet la transformation de lignées cellulaires. Le “knock-down” de hnRNPA2/B1 dans
des lignées cellulaires de GBM inhibe la formation de tumeur dans des modeles de xénogreffes
murins. Les oncosuppresseurs ou oncogenes dont I'expression est régulée par hnRNPA2/B1 sont
respectivement BIN1, WWOX et c-FLIP,RON. Le récepteur a activité tyrosine kinase RON semble étre
un effecteur essentiel a la transformation médiée par hnRNPA2/B1. Nous détaillerons I'intérét de
hnRBPA2/B1 comme biomarqueur pronostique et comme cible thérapeutique dans le GBM dans la
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partie 4.2
*  hnRNPA1 et hnRNPA2

Comme décrit ci-dessus, I'altération de I'équilibre entre les deux isoformes de la pyruvate kinase
permet l'acquisition d’un métabolisme favorisant la tumorigenése par élévation du rapport
PKM2/PKM1 : l'isoforme adulte PKM1 correspondant a linclusion de I'exon 9 et lisoforme

embryonnaire PKM2 3 celle de I'exon 10°*

. En 2010, différentes équipes ont démontré que
I'oncogene c-MYC en induisant la surexpression de 3 hnRNP (PTB, hnRNPA1, hnRNPA2) permettait

I'inclusion préférentielle de I'exon 10 et ainsi la formation de I'isoforme oncogénique PKM2. D’autre
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part, une corrélation entre la surexpression de c-MYC/PTB, hnRNPA1 et A2 et I'isoforme PKM?2 a été

563

établie au sein des GBM™. Par ailleurs, la diminution de I'expression de ces ribonucléoprotéines

suffit a rétablir I'expression de I'isoforme PKM1, a diminuer la production de lactate et ainsi a abolir

I'avantage sélectif conféré par PKM2°%.

Plus récemment, au sein des GBM, Babic et al. ont identifié une mutation de EGFR (EGFRVIII) capable
d’induire des modifications de I'EA altérant le métabolisme cellulaire d’une maniére similaire

(glycolyse aérobie, rapport élevé de PKM2/PKM1)>®

. Le mutant EGFRvIII provoque la surexpression
du facteur d’épissage hnRNPA1. Ce dernier génere une isoforme de Max (Delta-Max), une protéine

effectrice du métabolisme pro-tumoral MYC-dépendant.

Ces différentes études soulignent le role central de la dérégulation de I'EA induit par hnRNP Al et A2
dans l'initiation et le maintien du GBM. Nous détaillerons les applications potentielles de ces

ribonucléoprotéines en clinique.

4.1.3.2 Réle du splicéosome dans le maintien des cellules souches de glioblastome

4.1.3.2.1 PHF5A
Des études ont récemment mis en évidence une protéine nécessaire au maintien des CSG impliquée

dans la régulation de I'EA. PHF5A (Plant-Homeodomain/PHD-finger protein 5A) facilite I'interaction
entre la ribonucléoprotéine U2-snRNP et les hélicases ATP-dépendantes et permet ainsi I'EA d’exons
possédant des sites d’épissage riches en cytosine dans de nombreux génes. L'inhibition
pharmacologique de U2-snRNP mime I'inhibition de PHF5A et conduit a I’arrét du cycle cellulaire et a
la perturbation des réseaux géniques assurant le maintien des CSG. Ainsi, I'interaction entre la PHF5A
et U2-snRNP est indispensable au maintien des CSC initiatrices des GBM. Par conséquent, PHF5A et

U2-snRNP constituent des cibles thérapeutiques anti-GBM pertinentes>**>%’.

4.1.3.2.2  SRSF3 ou SRp20
Les facteurs d’épissage SR (riche en sérine et arginine) sont I'une des familles de protéines associées

au splicéosome les plus conservées (avec les protéines hnRNP)*%®

. Les protéines SR exercent plusieurs
fonctions: inhibition de I'EA d’exons en antagonisant I'activité des hnRNP et sélection des sites
d’épissage. Une étude a récemment identifié le facteur d’épissage SRSF3 (ou SRp20) comme
surexprimé au sein des CSG comparé aux cellules souches neurales et aux cellules de la masse
tumorale®®. D’autre part, la sur-expression de SRSF3 a été impliquée dans la tumorigénicité de
cellules souches de carcinomes coliques ainsi que dans différents mécanismes de maintien des

tumeurs : échappement a la sénescence, prolifération, invasivité>*®>7%>"

. De plus un lien entre la
surexpression de SRSF3 et la voie Wnt/B-caténine a récemment été établi dans les CSC. La voie

Wnt/p-caténine étant impliquée dans le devenir des cellules souches et des progéniteurs neuronaux,
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SRSF3 exerce probablement un réle dans le maintien des CSG. Des études sont nécessaires pour
préciser les fonctions moléculaires de SRSF3 au sein des GBM, identifier des biomarqueurs pertinents

et potentiellement des stratégies thérapeutiques ciblant spécifiquement les CSG>2>°7%74°7>,

4.2 ARNsn, snRNP et facteurs d’épissage: intérét dans la prise en charge du glioblastome
La pertinence de la dérégulation de I'EA et des altérations des ARNsn, des snRNP et des facteurs

d’épissage dans I'oncogenese est maintenant largement acceptée. Pourtant, les données étant pour
la plupart relativement préliminaires, leur potentiel thérapeutique, diagnostique et pronostique est

pour I'instant sous-exploité.

L'utilisation des technologies génomiques, transcriptomiques et protéomiques de nouvelles
générations combinées a des outils bioinformatiques puissants (RNAseq, microarrays, spectrométrie
de masse) a permis l'identification d’altérations de profils d’expression de nombreux genes au sein
des GBM et des CSG>®*”". Nous décrivons les candidats biomarqueurs diagnostiques et/ou
pronostiques pertinents composants le splicéosome et régulant I'EA. D’autre part, nous détaillons les
stratégies thérapeutiques émergentes développées pour rétablir et orienter I'EA des cellules
cancéreuses : oligonucléotides anti-sens, ciblage des composants du splicéosome par des substances

de faible masse moléculaire®®*”

. La plupart des cellules cancéreuses présentant de multiples
altérations d’EA, nous ne détaillons pas la stratégie consistant a cibler un variant oncogénique par un

anticorps monoclonal spécifique (Figure 17 p49).

4.2.1 Composants du spliccosome: biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et cibles
thérapeutiques potentielles

4.2.1.1 Les composants du splicéosome dont l’expression est altérée dans le glioblastome:
biomarqueurs potentiels

4.2.1.1.1 PTBP1
La formation d’un variant d’épissage perte de fonction de I'annexine 7 (ANXA7) conduit a une

stimulation accrue de la voie EGFR par diminution de l'adressage endosomal du récepteur
oncogénique. Cette aberration d’EA est provoquée par amplification de la ribonucléoprotéine PTBP1
pouvant elle-méme résulter de la perte d’un microARN enrichi au sein du cerveau (miR-124). Bredel
et al. ont démontré que la perte de I'annexine 7 était corrélée a un pronostic défavorable chez les
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patients atteint de GBM . Ainsi, la surexpression de PTBP1 constitue potentiellement un

biomarqueur de pronostic défavorable chez les patients atteints de GBM.

Récemment, Yadav et al. ont démontré que l'inhibition de I'activité de la glycogéne synthase kinase-

3P (GSK-3p) par AR-A014418 diminuait significativement I'expression de plusieurs génes codant des
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facteurs d’épissage (SRSF1, SRSF5, PTPB1, hnRNP) et de genes anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL,
Survivine, BMI1) surexprimés dans les GBM, induisant par conséquent I'apoptose de ces cellules>®.
D’autre part, le traitement par AR-A014418 permet de rétablir I'expression du variant
oncosuppresseur de I'annexine 7. Ainsi, l'inhibition de la GSK-33 par AR-A014418 semble étre une
stratégie thérapeutique prometteuse pour inhiber la surexpression de facteurs d’épissage et prévenir

la formation de variants oncogéniques>®*>%.

4.2.1.1.2 hnRNP-A1
Babic et al. ont identifié une mutation d’EGFR (EGFRuvIII) contribuant a la sur-expression de hnRNP-A1

et responsable d’'un changement métabolique favorisant la croissance des GBM in vitro et in

. 563,565
vivo~ ™’

. Cette équipe a également mis en évidence la pertinence clinique de la sur-expression de
hnRNP-A1 chez les patients atteints de GBM primaires. Il existe en effet une corrélation forte entre la
surexpression de hnRNP-A1 et une survie globale courte. La ribonucléoprotéine hnRNP-A1 semble

&tre un biomarqueur pronostique pertinent dans le GBM>®°.

4.2.1.1.3 hnRNPA2/B1
La ribonucléoprotéine hnRNP-A2/B1 est sur-exprimée au sein des GBM et agit comme un oncogeéne.

En régulant 'EA de nombreux oncogenes et genes suppresseurs de tumeurs, il favorise la
transformation cellulaire et la tumorigénicité>’. La surexpression de hnRNPA2/B1 est corrélée

8L A I'inverse, les patients présentant une délétion du géne

négativement au pronostic des patients
codant hnRNPA2/B1 présentent un pronostic plus favorable. Ainsi, hnRNPA2/B1 constitue un
biomarqueur de pronostic défavorable au sein des GBM et une cible thérapeutique potentielle chez

patients présentant une sur-expression.

4.2.1.1.4 hnRNPH
hnRNPH est significativement surexprimé au sein des GBM et controle un évenement d’épissage

responsable de la formation de variants oncogéniques dont I'isoforme anti-apoptotique MADD et le
récepteur a activité tyrosine kinase RON constitutivement actif. L’activité de hnRNP-H est également
impliquée dans le maintien des propriétés type “souches” des CSG. D’autre part, LeFave et al. ont
démontré que l'activité de hnRNP-H était corrélée au grade tumoral. Ainsi, hnRNP-H constitue un

biomarqueur diagnostic pertinent chez les patients atteints des GBM>>*.

4.2.1.1.5 PHF5A
PHF5A a récemment été identifié comme un facteur d’épissage indispensable au maintien des CSG

Cette sous-population étant au coeur des échecs thérapeutiques, PHF5A constitue potentiellement
un biomarqueur prédictif de réponse au traitement ainsi qu’une cible thérapeutique pertinente dans

la prise en charge du GBM>***%’,

54



O ,
OCH, %
o O o0 &) o O OH
o p ©™p @ p
S o $ 4 0%
O pBuse O, pBase O, Base
OCH,
o O o (8] (8} % P i)"
o P e ¥ o ¥
s (8] s 0 o °
ADN (PS) 2"-MOE ARN
(8] 0 O
| o _sbue Lo b | o b
N N . N
H
N ¥ 0 . r=0 N N F (8]
0
H
(8] o
O_ gBasc
o o Bute Voo~ | o _abuc
1 Acétylés N
N RXRRXRRXRRXRX N
$ N o H
PMO PPMO PMOplus

Figure 18: Structure des Oligonucléotides anti-sens (ASO). Tous sont chargés négativement. Les radicaux
phosphorothionate (PS) , 2’-O-méthoxyéthyl (2’-MOE) et 2’-O-méthyl (2’-OMe) conférent une résistance accrue a la
dégradation et facilitent la liaison des protéines a I’ARN. Les acides nucléiques verouillés (LNA) améliore la liaison des ASO
au pré-ARNm. Dans les oligomers morpholino-phosphorodiamidate (PMO) le ribose/désoxyribose est substitué par un cycle
morpholine et le phosphodiester/phosphorothionate par un groupement phosphorodiamidate non-chargé. Les PMO sont
ainsi neutres et trés résistants a la dégradation. Les PPMO (PMO chargés positivement) ont été développés pour améliorer
la captation intracellulaire de ces ASO (pipérazines chargés positivement).
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Figure 19: Mode d’action des oligonucléotides anti-sens (ASO) ciblant les aberrations d’épissage alternatif, d’aprés
Hammond & Wood, 2011. a) un ASO ciblant une séquence activant I'épissage d’exon ESE mutée conduit a I’exclusion et a la
formation du transcrit correct. b) un ASO ciblant une séquence intronique inhibant I'inclusion de I’exon 7 ISS permet la ré-
inclusion de celui-ci et la formation d’une protéine fonctionnelle. c) la présence de sites d’épissage cryptique provoque
I'inclusion d’introns ou la délétion partielle d’exons. Un ASO dirigé contre ces sites cryptiques inhibe I'assemblage du
splicéosome et restaure I'épissage correct du transcrit (exclusion de I'intron et inclusion de I’exon).



4.2.1.2 Dérégulation de I’épissage alternatif et prédiction de la chimiorésistance **
Les facteurs d’épissage décrits ci-dessus conférent aux cellules des propriétés comme |'échappement

a l'apoptose, une adaptabilité métabolique accrue et un potentiel d’autorenouvellement et de
dédifférenciation proche de celui des cellules souches. Toutes ces caractéristiques contribuent a

accroitre la chimiorésistance des GBM>®2,

4.2.2 Thérapies anti-tumorales ciblant les anomalies d’épissage
4.2.2.1 Thérapies perturbant I’EA par encombrement stérique

4.2.2.1.1 Oligonucléotides anti-sens
Les Oligonucléotides Anti-Sens (ASO) représentent a I’heure actuelle la stratégie la plus aboutie pour

modifier/corriger 'EA des pré-ARNm. Les ASO sont générés de maniére a dissimuler les séquences
régulatrices de I'EA au sein des pré-ARNm et ainsi a inhiber la liaison en trans des co-facteurs
d’épissage®®>°®*. La liaison des ASO sur les séquences régulatrices (ESS, ESE, ISS, ISE) ou sur une
séquence mutée du pré-ARNm perturbe I'inclusion ou I'exclusion d’exons ou d’introns spécifiques de
variants oncogéniques. Des modifications chimiques ont permis d’améliorer la pharmacocinétique et
la biodisponibilité des ASO pour qu’ils puissent entrer en compétition avec les facteurs d’épissage
endogénes lors de la liaison au pré-ARNm : squelette phosphorothionate, oligomers morpholino

phosphorodiamidate, acide nucléique peptidique(Figure 18)°%.

e Saut/exclusion d’exons

Certains ASO peuvent favoriser I'exclusion d’exon(s) excédentaire(s) d’un variant oncogénique.
Toutefois, plusieurs conditions sont requises a I'application de cette stratégie: la suppression de
I’exon ne doit modifier ni le cadre de lecture, ni la structure/fonction de la protéine. La plupart des
néoplasmes présentant des altérations d’EA multiples, une stratégie d’exclusion d’exons multiples

semble plus adaptée. Ces outils sont actuellement en cours de développement (Figure 19)°%.

* Inclusion d’exons

Les ASO peuvent a l'inverse favoriser I'inclusion d’exons exclus au sein de pré-ARNm oncogéniques.
Cette stratégie a été développée initialement dans un modele d’amyotrophie spinale et n’a pas été

adaptée en cancérologie pour I'instant (Figure 19)°%°>%,

* Blocage de sites d’épissage cryptiques

Lorsqu’une mutation affecte des sites d’épissages vrais, le machinerie d’épissage utilise des sites
d’épissage cryptiques cachés situés jusqu’a 400 nucléotides au dela ou en deca du site d’épissage

original. Ces sites d’épissage peuvent provoquer l'inclusion/lI'exclusion aberrante d’'un exon ou d’un
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Figure 20: ARNsn modifiés utilisés comme outils thérapeutiques pour “réparer” les altérations d’EA d’aprés Hammond &
Wood, 2011. a) les ARNsn U1 et U7 se lient en cis au niveau de leur séquence cible sur le pré-ARNm et induisent un
encombrement stérique inhibant I'assemblage du splicéosome. b) les ARNsn bifonctionnels U7 Sm OPT contiennent une
séquence additionnelle en 5’ (“queue” ou “ESM”) grace a laquelle ils recrutent des facteurs modifiant I'épissage (inhibiteurs
ou inducteurs). La séquence anti-sens cible le pré-ARNm.



intron. Cela résulte la plupart du temps en I'apparition de codons stop prématurés et en la formation

*835% Des oligonucléotides ciblant ces sites d’épissage cryptiques ont permis

de protéines tronquées
de rétablir en partie 'EA dans des modeles in vitro et in vivo mutant pour la protéine ATM en
rétablissant I'activité centrale de cette protéine dans la voie de signalisation de réparation des

cassures double-brin de ’ADN(Figure 19) 390

4.2.2.1.2 ARNsn-Ulet U7
Les ARNsn modifiés, ARNsn-U1l et U7 peuvent étre associés aux ASO pour rétablir les altérations

d’EA*°™%% Les ARNsn modifiés se lient sur une séquence d’épissage altérée du pré-ARNm et
induisent un encombrement stérique qui inhibe I'assemblage du splicéosome. La combinaison
d’ARNsn et d’ASO a une efficacité supérieure a celle des ASO seuls. Les ARNsn permettent en effet de

cibler les pré-ARNm au sein du noyau.

L’ARNsn-U1 est un composant essentiel du splicéosome. Il s’apparie a I'extrémité 5’SS des introns au
sein des pré-ARNm et permet I'assemblage de la machinerie d’épissage. La modification de la
séquence de liaison de I’ARNsn-U1 suffit a son appariement avec le pré-ARNm ciblé. L’ARNsn-U7, lui,
n’est pas impliqué au sein du splicéosome. C’est un facteur assurant la modification de I'extrémité 3’
du pré-ARNm des histones. L’ARNsn-U7 doit par conséquent étre modifié pour moduler I'EA par
augmentation de son accumulation nucléaire et annihilation de son potentiel de modification des
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histones. On parle alors de U7 Sm OPT (Figure 20)

4.2.2.2 Thérapies perturbant I'EA par liaison compétitive des facteurs d’épissage (inducteurs ou
inhibiteurs): les ARN bifonctionnels
Les ARN-bifonctionnels peuvent étre formés d’ASO ou d’ARNsn-Ul et U7 modifiés. Les ARN-

bifonctionnels sont constitués d’une séquence complémentaire a leur pré-ARNm cible et d’une
séquence inhibitrice/inductrice d’épissage exonique (ESS/ESE) a leur extrémité. Cette extrémité leur
permet d’attirer et de capter les facteurs inducteurs/inhibiteurs d’épissage et ainsi d’empécher
I'assemblage du splicéosome par inhibition compétitive de leur liaison aux séquences ESS et ESE

595

endogénes (Figure 20.b)>". Une approche utilisant un oligonucléotide bifonctionnel liant la protéine

hnRNP-A1 a été développée pour augmenter le rapport des transcrits Bcl-xS/Bcl-xL et activer

596,597

I"apoptose . Toutefois, ces études sont pour l'instant limitées car basées exclusivement sur des

données in vitro.

4.2.2.3 Thérapies perturbant I’EA par trans-épissage
Le trans-épissage (ou SMART “Spliceosome-mediated RNA trans-splicing”), c’est a dire I'’échange

d’une séquence d’un pré-ARNm altéré par celle d’'une molécule thérapeutique dite de “pré-trans-
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épissage” (PTM) est une stratégie alternative pour corriger des aberrations d’EA (Figure 21) e

mécanisme, proche de I'EA conventionnel (formation d’un intermédiaire en forme de Y), se produit a
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a) pré-ARNm

Aso?)'(on 8 Molécule thérapeutique
de pré-trans-épissage
PTM
PPT

b) cis

Splicéosome
—

Exon 7

C) -ASO +ASO
-,PTM. . +PTM
ARNm épisse en cis ARNm trans-épissé

R -

Figure 21: Trans-épissage thérapeutique d’un variant aberrant d’aprés Hammond & Wood, 2011. Dans cet exemple, le
pré-ARNm contient 3 exons, dont I'exon 7 muté au niveau d’un site d’épissage (étoile) et I'exon 8 normalement exclu de
’ARNm mature. a) La molécule thérapeutique de trans-épissage (PTM) se lie au pré-ARNm cible au niveau du site de
branchement (SB), remplace I'exon 7 muté par un exon 7 dépourvu de cette altération. La PTM contient des éléments
introniques d’épissage comme le site de branchement (SB) ou les polypyrimidines (PPT pour “PolyPyrimidine Tract”) et une
extrémité 3’ modifiée pour se lier a la séquence du transcrit cible. De fagon a modifier davantage I'EA, un oligonucléotide
anti-sens peut également étre introduit pour inhiber inclusion de I'exon 8 par induction d’'un encombrement stérique
bloquant sa reconnaissance. L’oligonucléotide antisens (ASO) induit I'épissage de I'exon 8 excédant. La PTM et I'ASO
peuvent étre véhiculés par un méme plasmide b) Le splicéosome reconnait I'exon 7 introduit par la PTM ou I'exon 8. c)
Deux ARNm sont produits I'un incluant I’exon 8 (sans PTM ni ASO) I'autre ayant rétabli I’expression de I’'exon 7 contre I'exon
8 (PTM et ASO).



I’état naturel dans différents organismes (Trypanosomes, C.elegans) et permet le remplacement
d’une extrémité 3’ mutée ou délétée d’'un pré-ARNm par une extrémité fonctionnelle. Des vecteurs
développés dans un modele d’atrophie musculaire spinale ont démontré la capacité de vecteurs de
trans-épissage (PTM) a corriger des aberrations d’épissage affectant plus d’un exon. Les applications
599,600

potentielles du trans-épissage en cancérologie et au sein des GBM sont donc prometteuses

Toutefois, I'efficacité de ce procédé n’est pas avérée pour 'instant.

4.2.2.4 Modulation du fonctionnement des U1-snRNP: une cible thérapeutique potentielle dans le
traitement du GBM
Comme détaillé ci-dessus, U1-snRNP est une sous-unité du splicéosome assurant la reconnaissance

et la liaison au niveau des sites d’épissage en 5. Ul-snRNP exerce également une fonction
indépendante de I'EA: U1-snRNP protege et maintient I'intégrité des pré-ARNm. En effet, U1l-snRNP
prévient la liaison prématurée de la machinerie de polyadénylation aux signaux introniques en 3’ du
pré-ARNm qui pourrait conduire a des ARNm tronqués®’. La dérégulation de cette fonction
alternative de U1-snRNP (“APA” “Alternative PolyAdenylation”) a été impliquée dans le

développement de cancers'®*®%7%%*

. La polyadénylation alternative peut générer des oncogéenes par
perte des extrémités 3’UTR. En effet, en perdant leur site de liaison aux microARN, ces variants

tronqués ne sont plus dégradés.

U1-snRNP étant nécessaire a l'intégrité des pré-ARNm et de ’ARNm, des stratégies thérapeutiques
anti-cancéreuses modulant les fonctions de la ribonucléoprotéine ont été développées: dégradation
de transcrits oncogéniques par Ul-small-nuclear interference “U1i” ou adaptateurs-U1 par inhibition
de la polyadénylation en 3’ puis dégradation endosomale du transcrit, ou activation d’isoformes

oncosuppressives par U1-snRNP par formation de variants antagonistes des oncoprotéines®*>%.

Ainsi, Weirauch et al. ont développé un adaptateur-U1 ciblant spécifiquement I'oncogéne PIM-1 au
sein des GBM. PIM-1 est une sérine-thréonine kinase impliquée dans le contréle du cycle cellulaire, la
transcription et 'apoptose®”. La dégradation de PIM-1 par des adaptateurs-U1 véhiculés par des
nanovecteurs Polyéthylenimine (PEI), a démontré un effet anti-prolifératif et pro-apoptotique a la
fois in vitro et in vivo. Ces nanocomplexes PEl/adaptateurs-Ul sont biocompatibles par absence
d’'immunogénicité et d’hépatotoxicité et représentent une approche thérapeutique alternative dans

le traitement des GBM.

4.2.2.5 Substances perturbant I'EA
Le criblage de banques de données spécifiques a permis l'identification de molécules de classes

pharmacologiques différentes exercant une activité anti-tumorale en modifiant l'activité de

composants du splicéosome*°"°.
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etal 2012.



4.2.2.5.1 Molécules ciblant le splicéosome
Des molécules ciblant le facteur d’épissage SF3B du complexe U2-snRNP ont été identifiées : les

pladiénolides et les GEX1. Par la suite, des analogues synthétiques ont été développés pour
améliorer leur stabilité, leur solubilité et/ou leur activité (Splicéostatine SSA, Meayamycine, E7107,
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Sudemycines) (Figure 22)°"". Le mode d’action de certains de ces composants est aujourd’hui élucidé:

la splicéostatine A par exemple, en liant SF3B, déstabilise les complexes U2-snRNP et inhibe

>357 " Elle induit un changement conformationnel qui perturbe

I'assemblage du splicéosome
I’assemblage de U2-snRNP a I'extrémité 3’ des sites d’épissage. A concentration thérapeutique, sa
cytotoxicité est plus importante dans les cellules tumorales que dans les cellules saines

probablement car elle affecte I'EA de génes essentiels a |la progression tumorale.

4.2.2.5.2 Inhibition de la phosphorylation des facteurs d’épissage SR
La capacité d’'un dérivé indolocarbazole (NR-506) a moduler 'EA et a exercer des fonctions

%% En inhibant

cytotoxiques sur des cellules tumorales a été reportée dans un modele in vitro
spécifiquement I'activité de la topoisomérase I, NR-506 inhibe la phosphorylation des protéines SR
(ASF/SF2) et perturbe I'épissage des pré-ARNm ciblés par ce facteur d’épissage. Le traitement par
NR-506 exerce une activité anti-tumorale en altérant I'expression de plusieurs genes impliqués dans
I'oncogenese (BCL-X). De méme, deux autres agents anti-néoplasiques largement utilisés en clinique
inhibent les topoisomérases | (camptothécine) et Il (étoposide) et modifient I'EA de nombreux génes

609,610

et notamment celui de la pro-caspase-2 pro-apoptotique . Toutefois, pour I'instant, ces données

restent limitées a des modeéles in vitro.

4.2.2.5.3 Recrutement de la machinerie d’épissage par les composés synthétiques de type
PNA
Cartegni et al. ont développé des composés synthétiques de type PNA (Acides Nucléiques

Peptidiques) capables de mimer la fonction des protéines SR et de rétablir spécifiquement I'EA altéré
d’un pré-ARNm (par exemple le transcrit de BRCA1). Au dela de leur intérét dans la compréhension
mécanistique de I'EA, ces molécules pourraient constituer des outils thérapeutiques pour corriger les

597

altérations d’EA au sein des tumeurs™"’. D’autres molécules ciblant le splicéosome ont été décrites et

sont regroupées dans le tableau 15 (non-exhaustif)>>*>7%08611-617,

La validation des données préliminaires et la progression dans la caractérisation fonctionnelle des
ARNsn et des snRNP indispensables a la viabilité des GBM et CSG permettra de déterminer les

stratégies thérapeutiques les plus pertinentes pour perturber ou rétablir I'EA.
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Tableau 15: Molécules aux propriétés anti-cancéreuses ciblant le splicéosome

Médicament/

Classe Pharmacologique

Fonction et cible au sein du splicéosome

Références

Isoginkgétine :
Biflavonoide

Stéroides cardiotoniques:

Dérivés de I'Indole :

NB-506 :
Dérivé indolocarbazole
glycosylé

TGOO3 :
dérivé du benzothiazole

Amiloride :
dérivé de la guanidine

1,4-naphtoquinones et
quinones 1,4-hétérocy-
cliques

Inhibition de I'EA des pré-ARNm in vitro en empéchant la transition du splicéosome du
complexe A au complexe B. Des propriétés anti-tumorales sont attribuées a l'isoginkgétine
(inhibition de la synthése des MMP-9, et de la voie PI3K/Akt/NF-kB), toutefois, aucun lien de
causalité avec son activité sur I'EA n'a été établi pour l'instant.

Utilisés dans le traitement de l'insuffisance cardiaque, ils modifient I'EA de différents
pré-ARNm in vitro en partie en diminuant I'expression du facteur d’épissage SRSF3 et de son

homologue TRA2B («Transformer-2 protein homologue-B»).

Se lie directement et spécifiquement aux facteurs d'épissage SR et inhibe ainsi I'EA d'introns

dépendants de séquences ESE. Cela comprend notamment des isoformes pro-métastatiques.

Inhibe la phosphorylation des facteurs d’épissage SR par la topoisomérase-| et perturbe ainsi
I'EA de génes essentiels lors de la tumorigenése,

Perturbe I'EA en inhibant I'activité des facteurs d'épissage SR (CLK1 et CLK4). Pas d'étude dans
un modele tumoral.

Utilisé pour ses propriétés diurétiques dans le traitement de I'hypertension (inhibe la
réabsorption du sodium au niveau du tube distal du rein) et altére I'EA d'oncogénes par
diminution de la phosphorylation de SRSF1.

Composés aux propriétés anti-néoplasiques inhibant la seconde étape de I'assemblage du
splicéosome.

O'Brien et al,
2008, Yoon et al.,
2006

Anderson et al,,
2012

Ghigna et al,

2010

Pilch et al., 2001

Muraki et al,
2004
Chang et al,
2011

Berg et al., 2012




5. Conclusion et perspectives

Tous les ARN non-codants n’étant pas identifiés, il est probable que les fonctions et interactions
entre ces ARN non-codants soient plus vastes que prévues. Ainsi, différentes interactions entre les
ARN non-codants décrits ci-dessus ont été récemment mises en évidence et sont venues complexifier
les réseaux jusqu’alors acceptés (voir annexe, Tableau 16). D’autre part, de nouvelles classes d’ARN
non-codants régulant I'expression des genes émergent (voir annexe, Tableau 17). La progression
dans la compréhension de leurs fonctions et de leurs impacts sur le transcriptome et le protéome
des cellules souches cancéreuses accroit la possibilité d’isoler des candidats biomarqueurs et
d’identifier des cibles thérapeutiques pertinentes dans le

. 156,196,268,394,403,429,444,496,551,601,602,607,618-639
glioblastome .

Le cerveau est I'un des organes dans lequel la complexité du transcriptome et du protéome est la

plus importante®*%4064,

Les ARN non-codants interagissent de maniére coordonnée voire
stochastique au sein d’un réseau complexe pour permettre le développement et le fonctionnement
neuronal en condition physiologique. Les technologies nouvelles générations (séquencage a haut
débit, RNA-seq, analyses CHIP et CLIP, “microarrays”) ont permis de réaliser des progrés
considérables dans la compréhension de la fonction et de la régulation des réseaux d’ARN non-

codants (établissement de profils d’épissage a I'échelle du génome, signatures de microARN, de

IncARN).

L'expression aberrante de ces ARN s’est révélée conférer aux cellules des propriétés favorisant le
développement des glioblastomes. Plusieurs équipes ont démontré I'importance de ces réseaux
d’ARN non-codants dans le maintien de la sous-population des cellules souches de glioblastome et de
la tumorigénicité des glioblastomes. Des études sont en cours pour identifier des candidats
biomarqueurs ou signatures d’ARN non-codants guidant le diagnostic, le pronostic et permettant de
prédire la réponse au traitement. Par ailleurs plusieurs équipes cherchent a développer et a
optimiser des stratégies thérapeutiques ciblant ces ARN non-codants dans le glioblastome. Pour
I'instant, peu d’ARN non-codants sont validés en tant que biomarqueurs ou cible thérapeutique dans
la prise en charge du glioblastome. Toutefois, des études prometteuses apportent constamment des
informations sur la coordination et I'interaction des réseaux d’ARN non-codants (microARN, IncARN
ou ARNsn) ou leur défaillance suite a des modifications génétiques ou épigénétiques dans les
glioblastomes. La standardisation des techniques analytiques et la validation des différents candidats
dans des essais cliniques adaptés permettrait d’utiliser ces ARN non-codants en routine clinique. Le
défi thérapeutique majeur consiste en la réversion du phénotype tumoral par I'action d’ARN non-

codants naturels ou synthétiques ou de substances modulant I'épissage.
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ANNEXES

Tableau 16: Résumé des interactions identifiées entre les microARNSs, les IncARNs et les ARNsn

Intéraction Type d'intéraction Réle et exemple lors de |a tumorigenése ou la gliomagenése : Références
- microARN provoquant la degradation | Plusieurs IncARN sont ciblés par des microARN puis |Leucci et al.,
des IncARN dégradés. miR-9 par exemple cible le IncARN MALAT1 et [2013; Kallen et
conduit a sa dégradation (au sein du noyau) dans une |al., 2013,
lignée cellulaire de GBM (U87MG). H19 posséde lui 4 sites
de liaison a let7. .
IncARN pidgeant les miARN Les IncARN sont & I'inverse capables de réguler la concen- :g!{;‘f";’alf:]::;
tration des microARN. Les IncARN seraient des etal,: 2010,
«senseurs» de microARN. Le pseudogéne PTENP1
contrdle I'expression de PTEN en bloquant les microARN
ciblant 'ARNm de PTEN. Le locus PTENP1 est perdu dans
de nombreux cancers.
microARN/
INncARN IncARN entrant emcompdiilionavecles En se liant 3 'ARNm cible des microARN, certains IncARN [Franklin et al.,
miARN pour (a lialson & FARNM peuvent inhiber compétitivement la fonction des miR |2013-
(«ARN endogenes compétitifs» ou ARNce).Par exemple le
IncARN oncosuppresseur ncMNRFR (non-coding NRAS
functional RNA) contient une séquence identique a celle
de let-7a.
-IncARN générant des microARN Certains IncARN sont fractionnés de maniére a générer |Zhu et al.,
plusieurs microARN. Par exemple IncARN H19 sert de [2014;Shietal,
précurseur au miR-675. En fonction du contexte cellulaire [2014.
le couple H19/miR-675 a été décrit comme un
pro-(gliome) ou anti-(carcinome prostatique) oncogéne.
f " 7 2 Liz et al., 2014,
- IncARN inhibant la maturation des| Un IncARN issu de régions ultraconservées du génome Plosky et al,
pri-miARN en pré-miARN (Uc.283+A) a récemment été décrit comme inhibant la [3014.
maturation du pri-miR-195 (inhibition du clivage par
Drosha par interaction ARN/ARN).
miR-124, en ciblant 'ARNm du facteur d’épissage PTBP1
(PTB/hnRNP1) contribue indirectement a augmenter
I'expression d’un homologue de PTBP1 (PTBP2). PTBP2 |Eugéne et al,
permet la mise en place de programmes d’EA spécifique 2022
5 5 il Ferrarese et al.,
cricroARN. ciblant. directement: IARNm du systeme nerveux. L'amplification de PTBP1 par perte 2014,
des facteurs d'épissage. de miR-124 a récemment été impliquée dans la progres-
sion du GBM: I'EA aberrante de l'oncosuppresseur ANXA7
par PTBP1 induit une surexpression de I'EGFR (diminution
de sa dégradation endosomale).
D’autre part, plusieurs microARN (miR-10a/10b, miR-28,
microARN/ miR-505) en ciblant directement SRSF1 (SF2/ASF) jouent
ARNsn un role central dans le maintien de I’'homéostasie
cellulaire du SNC (différenciation, apoptose-sénescence, .
R 5 : Verduci et al.,
prolifération). L'importance de ces boucles de rétrocon- 2010 ;
tréle suggére un role important dans le développement Méstuer &t
du GBM. al,, 2011.
- génération de transcrits dépourvu | Ul-snRNP exerce une fonction indépendamment de son
d’extrémité FUTR par les| réle lors de I'EA. Ul-snRNP garantit l'intégrité des |Spraggon et
U1-snRNP(APA) et inhibition de la| pré-ARNm en inhibant I'utilisation de sites de polyadény- |Cartegni.,
liaison de microARN lation prématurés et la formation de variants tronqués. [2 0 1 3
L'altération des fonctions de U1-snRNP affecte directe- igg:f’el\'f;tra;
e e dePEEbIaoR hon-ien- n‘*lent I’erressmn de gen.es et est a‘ssomee .a la p!théI"i'!- Bam;l., 2009;
tifigs. tion et a la transformation cellulaire (variants oncogé- Weirauch et
niques dépourvus d'extrémité 3'UTR). La pertinence de |4 2013,
ce processus a eté recemment démontrée dans le GBM
-IncARN régulant la phosphorylation des | MALAT1 a été impliqué dans la régulation de I'EA par sa
facteurs d'épissage SR capacité a modifier la phosphorylation des facteurs
d’épissage SR et ainsi leur activité. MALAT1 a été impliqué Kelemen et al.,
IncARN/ -IncARN entrant en compétition avec les | qans I'oncogenése et la progression du GBM. 2013; Tripathi
ARNsn ARNsn pour la liaison a I'ARNm. et dal., 201:1,
-autres hypothéses: modification de la Digutre pal“t, cert,ains rr:'o_dé[es e?cawom‘? ont rnf:'cem— g;;dfu :ﬁmii.i
chromatine par les IncARN qui impacte | MeNt permis la mise en évidence d'un modele de régula- | 4.~ o al,,
VEA. tion par compétition entre les IncARN et les ARNsn.

101



Tableau 17: Principaux ARN non-codants dont la caractérisation fonctionnelle émerge

’
- petits ARN de 24-32 nucléotides | - L&s PIARN Interviennent dans des processus biologiques | sakar et al.,
interagissant avec les protéines de la variés lors du développement embryonnaire et notamment | 2014; Ross et al.,
sous-famille de protéines Argonaute le maintien des capacités l'autorenouvellement des cellules | 2014; Rajan et
PIWI (PIWI, MIWI, MILI, HIWI, HiLI). | souches. LA
- les piARN ont été décrits comme |- Les piARN exercent également des proprietés dans les
présents principalement au sein des cellules somatiques en protégeant le génome des transpo-
cellules germinales et souches. | SONS (inhibition de I'insertion d'acides nucléiques parasites),
Toutefois, des études ont démontré | €N réarrangeant le génome par reprogrammation épigéné-
Les piARN |leur présence dans les cellules | tique notamment. La démonstration de la régulation des
somatiques. rétrotransposons par les piARN a été faite au sein du CNS.
_Le mécanisme exact de leur |-/ mode d'action des piARN dépend de leur localisation au
biogenése n'est pas élucidé. sein du génome. Il est donc primordial de les cartographier
-Les piARN sont a linterface de la |- 1€s PIARN sont présents dans différents cancers. Leur role
biologie des cellules souches et de dans la tumorigenése est controversé: Confére-t-il aux
celle des petits ARN non-codants. cellules un avantage sélectif en permettant leur dédifféren-
ciation? ou en inhibant les transposons? Quelle est la
fonction des piARN exprimés dans les cellules (souches)
cancereuses? Sont-ils indispensables a leur maintien?
- les piARN peuvent-ils servir de biomarqueurs ou de cible
thérapeutique au sein de certaines tumeurs?
-Les snoARN «small nucleolar» sont
de petits ARN nucléolaires non-poly- | - |2 Premiére fonction identifiée des snoARN est leur capacité | Abel et al., 2014;
adénylés exercant leur fonction dans a modifier post-transcriptionnellement les ARN ribosomiques | Matera et al.,
le nucléoplasme. (ARNr) et les petits ARN nucléaires (ARNsn) par clivages, | 2007; Zhang et
- On distingue 2 familles de snoARNs | Méthylations de nucléotides sur les riboses ou isomérisation | al., 2014;
aux  structures différentes: les | des uridines (pseudouridylations). Mannoor et al.,
snoARN C/D et les H/ACA. - Les snoARN peuvent servir de «précurseurs a d'autres ARN | 2014; Huse et al.,
_Plus de 300 snoARN différents sont | non-codants» impliqués dans I'extinction de I'expression de | 2013; Su et al.,
recensés. génes: les ARNsd «snoRNA-derived small RNA» ou petits ARN | 2014; Sadeque et
Les - La plupart des snoARN sont codés a dérivées de snoARN. Ainsi, certains microARN «dériveraient» | al., 2012.
partir de régions introniques et | d&SNOARN modifiés au cours de Iévolution.
snoARN ciblent les ARNT et les ARNsn. - Une étude récente semble impliquer certains snoARN
- Les snoARN ne possédent pas orphelins dans la régulation de I'édition et de |'épissage
d'activité catalytique propre, mais alternatif par liaison au pré-ARNm (SNORD115).
fonctionnent en s'associant a des |- De nouvelles études tendent a impliquer les snoARN dans
protéines catalytiques «aveugles» I'initiation et la progression tumorale. La perte de snoARN
qu'ils guident vers leur ARN cible. lors de la gliomagenése a été démontrée. Plusieurs
- Les snoARN dont aucune séquence hypothéses coexistent pour expliquer leur implication: défaut
cible complémentaire n'a été identi- de maturation des ARN ribosomiques cibles des snoARN
fié sont qualifiés de snoARN orphe- production de microARN & partir de précurseurs snoARN.
lins. la caractérisation de leur |- D'autre part, les snoARN se sont révélés étre des biomar-
fonction revét un intérét scientifique | AuUeurs circulants pertinents dans la progression du GBM.
majeur.
-les ARN circulaires sont des ARN
longs non-codants formés par Bien que la biogenése et la fonction de la majorité des | Zhang et al,
I'épissage an «téte 3 circARN restent floues, de récentes études ont commencé a | 2014; Hentze et
queue/circulaire» de deux exons ou élucider leur implication dans la régulation de l'expression | al., 2013; Memc-
dérivés de IPexclusion inefficace des génes. Certains circARN fonctionnent comme des | zak et al., 2013;
d'introns en lasso. «éponges de microARN» et inhibent leur fonctionnement en | Babae et al,
Les les séquestrant et en inhibant la liaison a leur ARNm cible. | 2014.
3 LARN circulaire CDR1as (transcrit anti-sens apparenté & la
circARN protéine de la dégénérescence cérébelleuse), de 1,5 kb est
majoritairement exprimé dans le cerveau et posséde plus de
70 sites de liaisons au miR-7 et a la capacité de lier plus de 20
000 miR-7, prévenant ainsi le fonctionnement de miR-7. La
sous-expression de miR-7 a été impliquée dans le développe-
ment de différents cancers dont le GBM.
Les petits ARNt sont des fragments Bien que les fragments dérivés des ARNt soient abondants, | Martens-Uzu-
de molécules dARNt (ARN de leur fonction reste pour l'instant inconnue. Néanmoins, | nova et al.,, 2013
transfert) classés selon leur taille. On | Plusieurs études suggérent que ces ARNt puissent étre des
distingue 2 sous-types principaux: effecteurs de voies d’e signalisation dl.f stress oxydant et
Les ARNt |les demi-ARNt de 30 3 35 nucléotides _régu_ler i’expressio_n geniq_ue par d_es mec‘anismes alternatifs
et les petits fragment d’ARNt impliquant des voies de signalisation anciennes. La compré-
d'environ 20 nucléotides. Les | hension du réle des ARNt dans la tumorigenése permettra de
mécanismes de la biogenése de ces développer des biomarqueurs et des stratégies thérapeu-
petits ARNt ne sont pas entierement tiques ciblant les ARNt oncogéniques ou rétablissant
&lucidés. I'expression d’ARNt protecteurs perdus.
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