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RESUME 

Le locus H19/IGF2 est soumis à l’empreinte génomique. A partir de l’allèle maternel, deux 

ARN non codants sont exprimés : H19 et 91H. Ces ARN sont fréquemment surexprimés dans 

les cancers du sein mais leurs fonctions et/ou modes d’action lors de la tumorigenèse ne sont 

pas encore définis. 

L’ARN H19 est le précurseur de microARN (miR-675) dont aucune cible n’a été décrite dans 

la glande mammaire. Dans un premier temps, nous avons donc recherché et validé plusieurs 

cibles de ces microARN permettant d’expliquer les propriétés oncogéniques d’H19. En effet, 

le miR-675 régule l’expression des gènes c-Cbl, Cbl-b et FADD dans les cellules cancéreuses 

mammaires. Ces nouvelles régulations permettent l’augmentation de la prolifération cellulaire, 

la migration/invasion mais aussi la résistance aux apoptogènes. Dans cette étude, de manière 

inattendue et surprenante, nous avons également découvert un nouveau mécanisme de 

recrutement des microARN. Nous montrons que les protéines associées aux ARNm peuvent 

favoriser le recrutement du complexe RISC, mais surtout moduler l’action de celui-ci. 

De plus, dans certains cancers, l’ARN H19 peut s’associer aux protéines, notamment la 

protéine P53 dans les cancers gastriques, pour moduler leur fonction. Dans le cancer du sein, 

cette interaction empêche l’action de la protéine P53 fonctionnelle et favorise sa dégradation. 

Un nouveau mécanisme de régulation de P53 a donc été identifié. Ce mécanisme peut être 

responsable de certaines résistances tumorales aux thérapies.  

Par ailleurs, nous avons mis en évidence le rôle du gène H19 dans la formation et le maintien 

des cellules souches. Cette nouvelle fonction peut permettre à l’ARN H19 de promouvoir 

l’initiation ou la récidive tumorale. Néanmoins, le mécanisme associé à l’ARN H19 dans cette 

population n’est pas encore établi. 

Pour finir, les fonctions du long ARN non codant 91H dans les cellules cancéreuses 

mammaires ont été étudiées. Cet ARN possède des propriétés oncogéniques et permet 

l’expression des gènes H19 et IGF2 en modulant la conformation de la chromatine au locus. 

Pour conclure, j’ai identifié plusieurs modes d’action de l’ARN H19 lui permettant de 

promouvoir l’apparition de la tumeur, sa progression ou encore ses résistances aux thérapies. 

J’ai également défini le rôle de l’ARN 91H au locus H19/IGF2, ainsi que sa fonction lors de la 

tumorigenèse. 

Mots clefs : H19, 91H, long ARN non codant, microARN, cancer du sein, cellules souches. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The H19/IGF2 locus is submitted to the genomic imprinting. From the maternal allele, two long 

non-coding RNA are transcribed: H19 and 91H. These RNA are overexpressed in breast 

cancer. However their functions and mechanism, in tumorigenesis, remains undeciphered. 

The H19 RNA is a precursor of microRNA (miR-675). Few targets have been identified but 

neither in breast cancer cells lines. Firstly, I have identified and checked three targets of miR-

675 involved in oncogenic properties of H19 RNA. Indeed, the miR-675 regulate expression of 

c-Cbl, Cbl-b and FADD mRNA. These new regulation promotes cell proliferation, cell 

migration/invasion and resistance of cell apoptosis. Moreover, surprisingly, in these studies, I 

have highlight new mechanism of microRNA recruitment and function. Indeed, I have 

established that proteins associated to mRNA regulate microRNA recruitment and function. 

In cancers, the H19 could be associated with protein, for example the P53 protein in gastric 

cancer, in order to regulate their function. In breast cancer cells, the H19/P53 association 

prevents the P53 function and promotes its degradation. We have shown a new mechanism 

of P53 regulation. This mechanism could be involved in drug resistance in cancer.  

Otherwise, I have shown that H19 is involved in stem cell formation and maintenance. This 

new H19 function could be involved in tumor initiation or in tumor recurrence. However, the 

H19 mechanism in this cell population remains unclear. 

To finish, I have also determined the function of the H19 antisense long non-coding RNA, 91H. 

In breast cancer cells, I have demonstrated that 91H acts as an oncogene and promotes H19 

and IGF2 expression by modulating chromatin conformation at the locus.  

In conclusion, I have identified several H19 mechanism involved in tumor formation, 

progression or resistance to treatment. I have also decipher 91H function in tumorigenesis and 

at the H19/IGF2 locus. 

Key words: H19, 91H, long non-coding RNA, microRNA, breast cancer, stem cells. 
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La glande mammaire 
 

I. La glande mammaire  

1. Anatomie et histologie 

Le sein est une glande exocrine assurant la sécrétion du lait chez la Femme. Le sein est 

composé d’une glande mammaire entourée d’un tissu graisseux reposant sur les muscles 

pectoraux grâce à des crêtes fibro-glandulaires (crêtes de Duret), des ligaments suspenseurs 

et des ligaments appelés ligaments de Cooper (fig 1). La peau entourant le mamelon est mince 

et pigmentée : c’est l’aréole. Elle contient des glandes sébacées, appelées glandes de 

Morgani, qui s’hypertrophient à la grossesse et prennent alors le nom de tubercules de 

Montgomery. La sécrétion de ces glandes participe probablement à la protection du mamelon 

et de l’aréole lors de l’allaitement. La structure de la glande mammaire est en perpétuelle 

évolution chez la Femme. En effet, ses aspects morphologiques et fonctionnels varient au 

cours des différentes périodes de la vie génitale de la Femme. 

La glande mammaire est une glande exocrine de type tubulo-alvéolaire, constituée de 15 à 25 

lobes irréguliers. Les lobes sont séparés par une couche de tissu conjonctif dense et sont 

enfouis dans du tissu graisseux. Chaque lobe est drainé par un canal unique, le canal 

galactophore, qui possède un orifice à la surface du mamelon (fig 1). Le canal galactophore 

se ramifie progressivement depuis le revêtement cutané jusqu’en profondeur du sein pour se 

terminer en canaux terminaux (canaux lobulaires), aboutissant chacun à un lobule. Les lobules 

sont séparés entre-eux par du tissu conjonctif inter-lobulaire moyennement dense et sont 

composés de multiples alvéoles ou acini reliés au canal lobulaire grâce à un canalicule.  
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Figure 1. Structure de la glande mammaire.  A. Représentation schématique d’une coupe 

sagittale de la glande mammaire chez la Femme. La glande mammaire est principalement 

constituée de tissu adipeux et de 15 à 20  lobes irréguliers. B. Les lobes constituant la glande 

mammaire sont reliés entre-eux par le canal lactifère qui se termine en canal galactophore. 

Les lobes se composent de lobules eux-mêmes constitués d’acini ou alvéoles entourés de 

cellules myoépithéliales. Lors de la succion, pendant la lactation, les cellules myoépithéliales 

se contractent. Le lait, sécrété par les acini, est éjecté dans le canalicule puis dans les 

canaux intermédiaires et lactifères pour finir dans le canal galactophore. Ce dernier possède 

un orifice au niveau du mamelon ; ce qui permet de nourrir le nourrisson. (Adapté de Patrick 

J Lynch et santeallaitementmaternel.com) 
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Chaque canal terminal relié à son lobule forme une unité terminale ducto-lobulaire (UTDL), 

très sensible aux variations hormonales et constituant l’unité fonctionnelle de la glande 

mammaire.  Les UTDL assurent la production de lait lors de la grossesse et de la lactation. A 

ce jour, il est admis que la plupart des lésions mammaires mastosiques et carcinomateuses 

se développent à partir de l’UTDL.   

La glande mammaire est constituée de plusieurs types cellulaires distincts. Bien que le 

système canalaire représente la structure fonctionnelle de la glande mammaire, le système 

fibro-adipeux entourant les canaux constitue la majorité du sein. Le système canalaire est 

constitué de deux types cellulaires : une couche interne, composée de cellules épithéliales 

sécrétrices de lait et une couche externe, composée de cellules myoépithéliales fusiformes 

contractiles. En réponse au stimulus de succion lors de l’allaitement, les cellules 

myoépithéliales se contractent, ce qui induit l’éjection du lait et son acheminement à travers 

les canaux alvéolaires, terminaux et galactophores. Ces deux couches cellulaires sont 

délimitées par une membrane basale et baignent dans un tissu conjonctif lâche richement 

vascularisé : le stroma ou tissu palléal. Ce stroma est constitué d’une matrice extracellulaire 

riche en fibres de collagène, en fibroblastes, en adipocytes et en vaisseaux sanguins et 

lymphatiques nécessaires au développement de la glande mammaire.  

2. Développement de la glande mammaire 

La glande mammaire évolue constamment au cours de la vie de la Femme, en fonction des 

cycles menstruels et des grossesses. Bien que le développement de la glande mammaire 

débute pendant la vie fœtale, l’essentiel de la croissance se produit après la puberté et ne se 

termine qu’une fois la première grossesse menée à terme.  

Au cours de la 4ème semaine du développement embryonnaire, une ébauche du sein apparait 

sous forme de crête mammaire (ou ligne lactéale) correspondant à un épaississement de 

l’ectoderme qui s’étend de la future aisselle jusqu’à la future aine. Le long de cette crête, des 

épaississements symétriques, nommés bourgeons mammaires primitifs, apparaissent. A la 

6ème semaine, la crête mammaire disparait, seuls les bourgeons mammaires subsistent ; c’est 

la fin de la phase embryonnaire. A partir du 5ème mois, les bourgeons mammaires émettent 15 

à 25  prolongements cylindriques dans le mésoderme qui vont se ramifier et se dilater à leur 

extrémité. Ensuite, la lumière formant les futurs canaux galactophores va apparaitre. A la 

naissance, la structure de la glande mammaire est donc rudimentaire et identique entre les 

hommes et les femmes (fig 2). Chez la femme, la croissance de la glande continuera au 

moment de la puberté et des futures grossesses ; tandis que chez l’homme, sa croissance est 

modeste et elle restera à ce stade toute la vie.   
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Figure 2. Evolution de la glande mammaire au rythme des grossesses de la souris. A 

la puberté, le tissu adipeux s’accumule et la croissance des canaux est observée. Pendant 

la grossesse, la croissance des bourgeons terminaux (TEBs) ou bourgeons alvéolaires se 

produit, pour prendre la place du tissu adipeux. Au cours de la lactation, les alvéoles se 

différencient permettant ainsi la production de lait. Après la période de sevrage, l’involution 

permet le retour de la glande mammaire à une structure similaire à celle observée avant la 

grossesse. (adapté de Shore & Rosen, 2014; mammary.nih.gov) 
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Pendant l’enfance, le développement de la glande mammaire est symétrique et lent : le futur 

coussin adipeux mammaire se forme. Dans ce dernier, quelques canaux épithéliaux 

apparaissent, ils sont coiffés à leur extrémité par des bourgeons terminaux. A la puberté, sous 

l’influence de l’hormone de croissance et des hormones sexuelles (œstrogènes, 

progestérone), la croissance de la glande mammaire s’accélère, notamment par une 

expansion rapide du réseau canalaire et du stroma périphérique. A ce stade, l’augmentation 

du volume du sein est principalement due aux dépôts lipidiques. Une pigmentation ainsi qu’une 

saillie de l’aréole et du mamelon se produisent également à la puberté. Ce n’est qu’au cours 

de la gestation que les alvéoles se développent activement pour prendre la place du tissu 

adipeux (fig 2). En effet, lors de la grossesse, les concentrations plasmatiques en œstrogènes, 

progestérone et hormones lactogènes placentaires sont élevées. La progestérone et les 

œstrogènes favorisent la sécrétion de facteurs de croissance comme le TGFα (Transforming 

Growth Factor), le MDGF-1 (Mammary Derived Growth Factor-1), l’IGF (Insulin Growth Factor) 

et l’EGF (Epidermal Growth Factor) par les cellules épithéliales. Ces facteurs vont, à leur tour, 

réguler de façon paracrine la prolifération et la différenciation de l’épithélium mammaire. Cette 

phase de prolifération et différenciation se produit principalement au cours des vingt premières 

semaines de la grossesse. Au cours du dernier trimestre, une accumulation de granules de 

sécrétion dans les cellules épithéliales mammaires est observée. A la fin de la grossesse, la 

glande mammaire est entièrement différenciée, les alvéoles occupent tout l’espace du coussin 

adipeux et elles deviennent fonctionnelles (fig 2). 

Pendant la grossesse, la sécrétion du lait est inhibée par la progestérone d’origine placentaire 

qui inhibe la prolactine. Après l’accouchement, le placenta étant éliminé, on observe une 

modification de l’équilibre progestérone/prolactine, ce qui se traduit par une production de lait. 

Lors des tétées, la succion du mamelon va permettre l’entretien de la sécrétion de prolactine 

par l’adénohypophyse, mais également la sécrétion d’ocytocine. Cette hormone est 

responsable de la contraction des cellules myoépithéliales nécessaire à l’éjection du lait.  

Après une période de sevrage, la glande mammaire involue, elle retourne à un état post-

pubertaire, quiescent jusqu’à une nouvelle grossesse. La sécrétion de lait s’arrête et les 

cellules épithéliales et myoépithéliales entrent en apoptose.  

A la ménopause, suite à la chute des œstrogènes et de la progestérone, les acini 

disparaissent, les cellules épithéliales et myoépithéliales s’atrophient et la membrane basale 

s’épaissit. Les fibres élastiques et de collagène du tissu conjonctif sont également altérées. Le 

sein sera alors principalement constitué de tissu fibro-adipeux.  
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II. Le cancer du sein 

1. Epidémiologie  

a. Quelques chiffres 

Le cancer du sein est le premier cancer chez la Femme dans le monde. En effet, selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 1,67 millions de nouveaux cas de cancer du sein 

ont été diagnostiqués dans le monde en 2012. Avec 521 000 décès en 2012, il est également 

la première cause de mortalité par cancer chez la Femme dans le monde (OMS, 2015). Dans 

les pays en voie de développement, l’incidence du cancer du sein est moins élevée par rapport 

aux pays développés. Cependant, lorsqu’il est diagnostiqué dans ces pays, le cancer est à un 

stade plus avancé, il est donc associé à un taux de mortalité plus élevé. 

En France, chez la femme, le cancer du sein est le premier cancer (48 000 nouveaux cas en 

2012 selon l’Inca) et il est également la première cause de mortalité par cancer (11 900 décès 

en 2012 selon l’Inca). Entre les années 1980 et 2005, le taux d’incidence du cancer du sein a 

augmenté fortement. En effet, en 25 ans, l’incidence du cancer du sein a doublé en France : 

21 387 nouveaux cas étaient diagnostiqués en 1980 et 49 087 en 2005 (Institut National de 

Veille Sanitaire, invs, rapport de 2013). Cette forte hausse peut être expliquée par la mise en 

place des mammographies de dépistage du cancer chez la Femme de plus de 50 ans. Au 

cours de cette période, le taux de mortalité a également augmenté : 8 596 décès en 1980 et 

11 886 décès en 2005. Cependant, au cours des 10 dernières années, l’incidence du cancer 

a tendance à diminuer légèrement, puisque, en 2012, 48 000 nouveaux cas étaient 

diagnostiqués (tableau 1). Mais le taux de mortalité reste stable, ceci peut être expliqué par le 

diagnostic précoce de la maladie ainsi qu’une bonne prise en charge thérapeutique.  

Le cancer du sein possède l’un des meilleurs taux de survie, puisque 5 ans après le diagnostic, 

le taux de survie est de 89%, tous sous-types confondus (données Inca). Ce taux de survie 

est variable en fonction de la localisation de la tumeur : 98,3% pour une tumeur de stade local, 

83,5% pour le stade régional avec envahissement ganglionnaire et 23,3% pour le stade 

métastatique (Inca). Ainsi la tumeur primaire, locale, est facilement soignée ; les métastases, 

qui surviennent plus tard, sont les principales causes de décès.  

année 1980 2005 2012 

incidence 21 387 49 087 48 000 

mortalité 8 596 11 886 11 900 

Tableau 1. Evolution de l’incidence et de la mortalité du cancer chez la Femme en France 

depuis 1980. (Selon l’Inca) 
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b. Facteurs de risque 

Le cancer du sein est une maladie multifactorielle qui touche aussi les Hommes. En effet, 

chaque année, environ 1% des cancers du sein sont déclarés chez l’Homme.  

Des altérations génétiques ou épigénétiques peuvent induire ce cancer, notamment des 

mutations sur les gènes BRCA1/2 (Breast CAncer 1/2) (gènes de prédisposition au cancer du 

sein). De plus, outre l’âge et le sexe des individus, les contraceptifs hormonaux, les 

grossesses, l’allaitement, les traitements associés à la ménopause ainsi que la densité 

mammaire modifient le risque de développer un cancer du sein. Par ailleurs, le mode de vie 

des individus : la consommation d’alcool, le tabagisme, les habitudes alimentaires (surpoids), 

les rayons ionisants ou encore l’exercice physique modifient également le risque de 

développer un cancer du sein (Nkondjock & Ghadirian, 2005 ; Dieterich et al., 2014) (tableau 

2).  

facteur 
 de risque 

diminution 
du risque 

augmentation 
du risque 

mode d’action 
du risque 

obésité (à la  
ménopause) et prise 
de poids (à partir de 

18 ans) 

  * 
augmentation taux adiponectine, 

 leptine et oestrogènes  

tabagisme   * 
carcinogène, augmentation de 10% du 

risque de cancer du sein 

alcool   * augmentation taux oestrogènes 

thérapie hormonale  
à la ménopause 

  * augmentation taux progestérone 

rayons ionisants   * dommages à l'ADN 

contraceptifs  
hormonaux 

  * augmentation taux oestrogènes 

densité mammaire   * 
augmentation d'IGF avant la ménopause 

augmentation prolactine après la 
ménopause 

grossesse précoce  
et multiparité 

*   
différenciation  rapide de la glande 

mammaire 

allaitement *   
différenciation des alvéoles 

réduction de la production d'œstrogènes 

régime alimentaire *   
consommation de fruits et légumes 

permet diminution de l'obésité 

activité physique *   
maintien de l'équilibre énergétique 

réduction de la production d'œstrogènes 

Tableau 2. Quelques exemples de facteurs, autres que les altérations génétiques, modifiant 
le risque de développer un cancer du sein.  
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Figure 3. Cancérisation de la glande mammaire. Les cellules épithéliales des alvéoles ou 

des canaux prolifèrent lentement par mutation spontanée : c’est le stade de l’hyperplasie. 

Les cellules normales se transforment en cellules cancéreuses progressivement. De 

nouvelles modifications épigénétiques ou génétiques augmentent la prolifération de ces 

dernières : c’est l’hyperplasie atypique. Ensuite, lorsque l’amas cellulaire obstrue le canal : 

la transformation des cellules en cellules cancéreuses est terminée, le cancer de type 

carcinome in situ est déclaré. Les cellules tumorales vont ensuite franchir la lame basale : 

carcinome infiltrant et disséminer dans l’organisme : carcinome invasif. (adapté de 

www.centredesmaladiesdusein.ca) 

http://www.centredesmaladiesdusein.ca/
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2. Le développement du cancer 

Plusieurs étapes clés sont nécessaires à la transformation d’une cellule normale en une cellule 

cancéreuse. Ces différentes étapes sont détaillées dans le paragraphe suivant (voir P. 12). 

Dans ce paragraphe, nous étudierons les différents stades tumoraux observés dans les 

cancers du sein.  

Plusieurs stades peuvent être caractérisés et analysés (fig 3). Le premier stade est 

« l’hyperplasie » : elle correspond à une prolifération accrue des cellules épithéliales canalaires 

normales luminales ou basales ; elle entraine ainsi un épaississement de l’épithélium canalaire 

et une obstruction partielle du canal galactophore. Ce stade hyperplasique n’augmente pas le 

risque de cancer du sein chez les femmes de moins de 55 ans.  

Nous pouvons également distinguer un stade « hyperplasique dit atypique ». Cette hyperplasie 

est caractérisée par une prolifération augmentée des cellules luminales uniquement. Elle 

multiplie le risque de cancer du sein par un facteur 4 à 5.  

Ensuite, les cellules acquièrent des anomalies génétiques et architecturales qui conduisent le 

plus souvent à la formation de lésions pré-cancéreuses ou dysplasie. Dans ces cellules, 

l’accumulation de modifications génétiques et épigénétiques permet la formation d’un 

« carcinome in situ » ; les cellules restent localisées au niveau de la lésion, la membrane 

basale est intacte et aucune invasion dans le tissu n’est observée.  

Au sein de la tumeur ainsi formée, de nouvelles altérations génétiques peuvent modifier les 

capacités invasives et métastatiques des cellules tumorales. Lorsque les cellules de la tumeur 

primaire sont capables d’altérer l’intégrité de la lame basale et d’envahir le tissu conjonctif 

environnant de la tumeur primaire, le « carcinome est dit infiltrant ». Le franchissement de la 

lame basale est une étape décisive dans la progression tumorale ; elle signifie que les cellules 

tumorales peuvent envahir le stroma par perte d’adhérence, sécrétion de protéase, et peuvent 

mettre en place de l’angiogenèse. Enfin, la dernière étape reflétant l’agressivité tumorale est 

la capacité des cellules tumorales à former des métastases dans l’organisme entier : c’est « le 

carcinome invasif ». Cette étape est caractérisée par la circulation des cellules tumorales dans 

les réseaux lymphatiques et/ou sanguins pour coloniser différents organes notamment le 

cerveau pour les cellules cancéreuses mammaires et former une tumeur secondaire.  
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3. La tumorigenèse mammaire 

La tumorigenèse mammaire est un processus multifactoriel faisant appel à une succession 

d’altérations génétiques permettant la transformation d’une cellule normale en une cellule 

cancéreuse. Selon Hanahan et Weinberg, six modifications physiologiques cellulaires, 

distinctes et complémentaires sont nécessaires pour permettre à la cellule transformée de 

prendre le dessus sur les cellules saines du tissu (Hanahan & Weinberg, 2000). Ces 

modifications sont : 

 Indépendance vis-à-vis des signaux de croissance 

 Perte de sensibilité aux signaux anti-prolifératifs 

 Résistance à l’apoptose 

 Potentiel réplicatif illimité 

 Capacité à envahir les tissus et à métastaser 

 Néo-angiogenèse 

Plus récemment, deux autres caractéristiques pouvant intervenir dans le processus tumoral 

ont été proposées : la reprogrammation du métabolisme énergétique pour supporter la 

croissance accrue des cellules cancéreuses et l’échappement à la destruction par le système 

immunitaire (Hanahan & Weinberg, 2011). Ces modifications physiologiques sont directement 

liées à l’activation des oncogènes et/ou la suppression des gènes suppresseurs de tumeur qui 

sont des résultantes d’altérations génétiques et épigénétiques sporadiques, ou plus rarement 

héréditaires (5-10% des cancers du sein) (Leredours & Lidereau, 2002 ; Mavaddat et al., 2010 

; Apostolou & Fostira, 2013 ; Mahdi et al., 2013). 

a. Altérations génétiques 

Activation d’oncogène 

On considère comme oncogène tous les gènes dont la régulation positive participe au 

processus tumoral. Dans le cancer du sein, cette activation peut être due à une amplification 

génique, des mutations ponctuelles ou encore des translocations chromosomiques (Osborne 

et al., 2004). La plupart des oncogènes est impliquée dans la transduction du signal de 

prolifération (FGF, PDGF, EGF, Erb-B2, Ras, Raf, MEK, Myc, Jun, …), dans la régulation du 

cycle cellulaire (Cycline D1, Cdk4, Cdc25), dans la régulation du pouvoir métastatique 

(métalloprotéases, protéines d’adhésions cellulaires) ou encore dans l’angiogenèse (VEGF).  

Dans le cancer du sein, les amplifications les plus fréquentes concernent les oncogènes 

CCND1 (cycline D1), c-myc et ERBB2. Néanmoins, l’expression de ces différents oncogènes 

peut également être régulée positivement par des facteurs de transcription par exemple.  
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- CCND1, ce gène codant pour la cycline D1 est localisé sur le chromosome 11 en 

position p13. Cette protéine est un régulateur majeur du cycle cellulaire ; elle intervient 

notamment dans les transitions G1/S et G2/M du cycle. Elle possède également des 

activités de facteurs de transcription. Dans 50% des carcinomes mammaires, la cycline 

D1 est surexprimée alors que son amplification génique n’est retrouvée que dans 15% 

des cas (Arnold & Papanikolaou, 2005). Cette différence s’explique par le fait que 

l’expression de la cycline D1 peut être régulée positivement par d’autres facteurs 

comme les œstrogènes ou encore la protéine P53 via son effet sur P21 (Roy & 

Thompson, 2006). De plus, une étude a mis en évidence que la surexpression de cette 

protéine est corrélée à une résistance au Tamoxifen lorsque celui-ci est administré 

dans des cas de cancers hormono-dépendants (Stendahl et al., 2004). 

- c-myc, ce gène codant pour la protéine nucléaire Myc est localisé sur le chromosome 

8 en position q24. Il s’agit d’un facteur de transcription régulant l’expression de 

nombreux gènes humains impliqués dans divers processus cellulaires : prolifération, 

croissance, différenciation et apoptose (Chen & Olopade, 2008). Comme pour la 

cycline D1, Myc est surexprimé dans 40% des tumeurs mammaires alors que son 

amplification génique n’est retrouvée que dans 15% des cas. Cette différence peut être 

expliquée par une augmentation de la transcription de l’ARNm et/ou une stabilisation 

de l’ARNm et de la protéine dans la cellule. Par ailleurs, plusieurs études ont mis en 

évidence une corrélation entre l’expression de Myc, les tumeurs de haut grade et un 

mauvais pronostic (Xu et al., 2010b). 

- ERBB2, ce gène codant pour la protéine HER2 ou Erb-B2 est localisé sur le 

chromosome 17 en position q21-22. Cette protéine HER2 est un récepteur à activité 

tyrosine kinase orphelin. Il fait parti d’une famille de récepteurs regroupant 4 membres : 

HER1 ou EGFR, HER2, HER3 et HER4. Le récepteur HER2 s’hétérodimèrise avec les 

récepteurs HER3 ou HER4 pour induire sa signalisation. Dans 25% des cancers du 

sein, Erb-B2 est surexprimé et son gène amplifié ; ce qui conduit à son 

homodimérisation et/ou son hétérodimérisation. Par l’intermédiaire de ses voies de 

signalisation pro-tumorale, Erb-B2 est impliqué dans divers processus cellulaires : 

prolifération, angiogenèse, interaction cellulaire, induction de métastase, résistance à 

l’apoptose (Moasser, 2007). Les tumeurs dites HER+ sont aujourd’hui un sous-type de 

cancer du sein, elles sont associées à un phénotype invasif et à un mauvais pronostic. 

En effet, ces tumeurs sont résistantes à l’hormono-thérapie et à certaines 

chimiothérapies. Afin de pallier ces résistances, les tumeurs HER2+ font l’objet de 

thérapies ciblées utilisant des anticorps monoclonaux anti-HER2 ou anti-HER2/HER3. 

Ces différentes thérapies sont détaillées dans le paragraphe P29.    
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Inhibition de gènes suppresseurs de tumeur 

On considère comme gène suppresseur de tumeur tous les gènes dont la régulation négative 

favorise le développement tumoral. Certains de ces gènes ont un rôle dans la régulation de la 

prolifération cellulaire, ce sont les « gatekeepers ». Nous pouvons citer Rb qui régule 

négativement la progression du cycle cellulaire ou encore PTEN qui est un inhibiteur de la voie 

PI3K. D’autres gènes sont impliqués dans la réparation de l’ADN lors de cassures simples ou 

doubles brins ; ils sont ainsi impliqués dans la stabilité génétique : ce sont les « caretakers ». 

Nous pouvons citer P53 et BRCA qui, lors de dommages à l’ADN, permettent un arrêt de 

cellules en cycle et la mise en place de complexes de réparation de l’ADN. Selon le modèle 

de Knudson, leur participation à la tumorigenèse nécessite une altération des deux allèles du 

gène en question (Knudson, 1971). Lors de cancer héréditaires, pour BRCA1 par exemple, 

l’un des deux allèles est muté sur la lignée germinale et l’autre allèle est muté de façon 

sporadique dans l’ADN tumoral (Knudson, 2001). Ces gènes constituent donc les gènes de 

prédisposition.  

Dans le cancer du sein, les gènes suppresseurs de tumeur les plus fréquents sont : BRCA1/2, 

TP53 et Rb. 

- BRCA1/2 sont des gènes de prédisposition aux cancers du sein, de l’ovaire, du 

pancréas et de la prostate. Ces gènes sont localisés respectivement sur les 

chromosomes 17q22 et 13q12-13. Les protéines BRCA, grâce à leur interaction avec 

les protéines Rad51, P53 et l’ADN polymérase, sont impliquées dans la réparation de 

l’ADN, la régulation du cycle cellulaire et la régulation de la transcription (Venkitaraman, 

2002 ; Foulkes & Shuen, 2013). Dans les cancers familiaux, les gènes BRCA1/2 sont 

mutés dans 50% des cas. Les femmes porteuses d’une mutation BRCA1 ont un risque 

de développer un cancer du sein avant 70 ans de 65%. Ce risque est de 39% pour les 

femmes porteuses d’une mutation BRCA2 (données Inca). Les mutations BRCA sont 

rarement des mutations ponctuelles ; il s’agit généralement de délétion ou de 

duplication de grand domaine (de 14 à 17 kb). Elles sont généralement retrouvées 

dans des tumeurs de haut grade et de mauvais pronostic. Par ailleurs, les mutations 

BRCA2 sont plus spécifiques des cancers du sein chez l’homme puisqu’elles y sont 

retrouvées dans 10% des cas (Thompson & Easton, 2001 ; Perou et al., 2000). 

- TP53 est localisé sur le chromosome 17p13.1. Il code pour une protéine impliquée 

dans la réparation de l’ADN. Lors de dommages à l’ADN, P53, en activant P21, induit 

un arrêt temporaire du cycle cellulaire durant lequel a lieu la réparation. Si les 

dommages sont trop importants, P53, en activant la protéine Bax, peut orienter la 

cellule vers un processus d’apoptose, éliminant ainsi les cellules potentiellement 
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malignes de l’organisme (Lacroix et al., 2006). Ainsi, P53 est un gardien du génome. 

Dans 25% des cancers du sein, P53 est muté et est associé à un mauvais pronostic 

(Yang et al., 2013).  

- Rb est localisé sur le chromosome 13q14.1. Cette protéine intervient dans le cycle 

cellulaire notamment dans la régulation négative de la transition G1/S du cycle 

cellulaire. Lorsque Rb est phosphorylé, il régule négativement le facteur de 

transcription E2F1 et les CDK (Di Fiore et al., 2013). Ainsi, une perte de p-Rb provoque 

une perte des checkpoints du cycle cellulaire et donc une prolifération anarchique des 

cellules ; ce qui contribue à l’agressivité de la tumeur. Dans 25 à 30% des cancers du 

sein, une perte d’hétérozygotie du gène Rb est retrouvée (Bosco & Knudsen, 2007). 

b. Origine du cancer du sein 

Les tumeurs, y compris les tumeurs mammaires, sont très hétérogènes en termes de 

différenciation cellulaire, transformation et altérations génétiques. Cette hétérogénéité est, à 

l’heure actuelle, expliquée par deux modèles de progression tumorale : le modèle stochastique 

et le modèle hiérarchique.  

Dans le modèle stochastique, également nommé modèle de l’évolution clonale, toutes les 

cellules du tissu, quelque soit leur degré de différenciation, acquièrent une série de mutations 

sporadiques selon Hanahan et Weinberg (fig 4). Ces altérations génétiques permettent alors 

à un clone cellulaire un avantage prolifératif ou de survie par rapport aux autres cellules 

différenciées du tissu. La prolifération aberrante de ce clone permettra ainsi la formation de la 

masse tumorale. Cependant, aujourd’hui, cette hypothèse semble obsolète puisque, selon 

cette théorie, peu ou pas de hiérarchie cellulaire serait observée au sein de la tumeur. De plus, 

il est difficile de comprendre comment une cellule différenciée, qui se divise donc très peu, 

peut acquérir une série de mutations. Enfin, si un clone cellulaire, par l’intermédiaire d’un set 

de mutations, est capable de former une tumeur, comment expliquer qu’il faille injecter un 

grand nombre de cellules en souris immunodéficientes pour obtenir une tumeur par 

xénogreffe. 
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Figure 4. Hypothèse de l’évolution tumorale dans le cancer du sein. En condition 

normale, les cellules souches de la glande mammaire donnent naissance aux cellules 

progénitrices myoépithéliales et luminales. Ces dernières forment respectivement les 

cellules myoépithéliales et luminales de la glande mammaire.  Le modèle stochastique de 

l’évolution tumorale : les cellules différenciées subissent des altérations géniques ou 

épigénétiques, elles se transforment alors en cellules cancéreuses, ce qui aboutira à la 

formation d’une tumeur. L’hétérogénéité tumorale est définie par le(s) type(s) cellulaire(s) à 

l’origine de la tumeur. Le modèle hiérarchique de l’évolution tumorale : les cellules souches 

et les cellules progénitrices subissent des altérations géniques, elles deviennent 

cancéreuses et permettent la formation de tumeur. L’hétérogénéité tumorale est apportée 

par les capacités multipotentes des cellules souches. (Adapté de Shipitisin & Polyak, 2008). 
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Au cours des dernières années, plusieurs données expérimentales ont mis en évidence 

l’existence d’une sous-population au sein de la tumeur. En 1997, l’équipe de Dick a mis en 

évidence que, dans les leucémies, cette sous-population est capable de former une tumeur 

identique à la tumeur d’origine après xénogreffe en souris immunodéficentes (Bonnet & Dick, 

1997). Ils introduisent alors la notion de cellules souches cancéreuses (CSC). Les cellules 

souches possèdent une capacité d’auto-renouvellement illimité et sont multipotentes. Elles 

donnent naissance à des cellules progénitrices précoces puis tardives. Ces cellules 

progénitrices sont ensuite capables de donner naissance à l’ensemble des types cellulaires 

du tissu considéré (fig 4). Les CSC ont ensuite été isolées dans de nombreux cancers, 

notamment dans le cancer du sein en 2003 (Al-Hajj et al., 2003). L’isolement et la 

caractérisation des CSC font intervenir des combinaisons de marqueur variable en fonction du 

cancer étudié. Par exemple, dans le cancer du sein, les CSC sont caractérisées par une forte 

expression du marqueur de surface CD44 et une faible expression, voire une absence, du 

marqueur CD24 (phénotype CD44+/CD24-/low). L’existence de ces cellules a permis 

l’élaboration d’un nouveau modèle tumoral : le modèle hiérarchique (fig 4). Selon cette 

théorie, les cellules souches adultes de l’épithélium acquièrent des altérations génétiques qui 

leur permettent, en plus de leur capacité d’auto-renouvellement illimité, de proliférer de façon 

continue et de manière indépendante vis-à-vis de leur « niche environnementale ». Les 

cellules souches étant multipotentes, elles sont également responsables de l’hétérogénéité 

cellulaire observée au sein d’une tumeur. L’existence des CSC expliquerait également le 

gradient de différenciation cellulaire observé dans les tumeurs (Reya et al., 2001 ; Clevers, 

2011).  

Bien que ces deux théories soient différentes, elles reposent toutes deux sur les mêmes 

principes : une cellule, par altération génétique, acquiert des capacités de prolifération 

augmentées par rapport aux autres cellules du tissu. Ces mutations leurs confèrent un 

avantage sélectif de prolifération ; elles permettent la formation d’une tumeur hétérogène. 

Cependant, ces deux théories possèdent leur limite puisque selon le modèle stochastique, il 

est difficile d’expliquer l’hétérogénéité cellulaire observée dans les tumeurs. Selon le modèle 

hiérarchique, il est difficile d’expliquer la différenciation des cellules souches car elles 

perdraient leur potentiel d’auto-renouvellement illimité.  

Pour répondre à ces questions, récemment, deux nouveaux concepts ont été proposés. Ces 

concepts tiennent compte des deux théories déjà existantes. Selon ces concepts, une cellule 

initiatrice de cancer (CIC) acquiert les premières mutations sporadiques à l’origine du cancer. 

Il est important de noter que dans ces théories, la cellule initiatrice n’est pas nécessairement 

une cellule souche. Le premier concept, émis par Visvader, est : une CIC, par mutations 

génétiques ou épigénétiques, forme tous les sous-types tumoraux  (fig 5A) (Visvader, 2011). 
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Figure 5. Mécanismes d’apparition des cancers selon Visvader. (A) Une cellule 

initiatrice de cancer (en jaune) subit des altérations génétiques conduisant à l’apparition des 

différents sous-types de cancer. (B) Un même évènement oncogénique se produit sur des 

cellules à différents stades de différenciation ; ce qui permet l’apparition des sous-types 

tumoraux. (C) Mécanisme d’apparition du cancer du sein selon Visvader. Plusieurs 

évènements oncogéniques apparaissent à différents stades de différenciation cellulaire 

conduisant à l’apparition des principaux sous-types tumoraux existant dans le cancer du 

sein. (Visvader, 2011; Visvader & Stingl, 2014). 
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Le second concept, émis par ce même auteur, est : un même évènement oncogénique peut 

survenir à différents stades de différenciation cellulaire et par conséquent former les différents 

sous-types tumoraux (fig 5B). Selon Hanahan et Weinberg, 6 altérations géniques sont 

nécessaires pour induire la transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse. 

L’ordre d’apparition de ces mutations peut également influencer sur le sous-type tumoral. 

Récemment, cet auteur a appliqué ces concepts de l’apparition tumorale dans le cancer du 

sein (Visvader & Stingl, 2014). Selon lui, les cellules initiatrices de cancer du sein sont 

différentes en fonction du sous-type tumoral (fig 5C). En effet, en comparant les profils 

d’expressions géniques entre les différentes tumeurs et les différents types cellulaires de la 

glande mammaire, il est apparu que les tumeurs de type Claudin-low dériveraient des cellules 

souches de la glande mammaire et que les tumeurs basal-like, HER2+, luminales A et B 

dériveraient des cellules progénitrices luminales. Ces trois derniers sous-types seraient 

ensuite différenciés par de nouvelles altérations génétiques. Dans ce mécanisme 

d’oncogenèse, les deux concepts précédemment émis sont utilisés.   

L’hétérogénéité tumorale mise en avant dans l’ensemble de ces théories est responsable des 

différents échecs thérapeutiques. Afin de palier à ces échecs, il est donc primordial d’identifier 

toutes les sources de cette hétérogénéité.  

c. Influence du microenvironnement tumoral 

La survenue du cancer résulte donc d’une succession d’altérations génétiques et 

épigénétiques conduisant à la transformation d’une cellule saine en une cellule tumorale. 

Cependant dans les cancers, les mutations sur les cellules épithéliales ne conduisent pas à  

elles seules à l’apparition de la tumeur. Aujourd’hui, il est admis que le microenvironnement 

tumoral subit également des altérations qui sont nécessaires au développement de la tumeur. 

En effet, selon Hanahan et Coussens, 7 des 8 altérations cellulaires essentielles à la 

transformation cellulaire sont influencées par le microenvironnement tumoral (Hanahan & 

Coussens, 2012).   

Le microenvironnement des cellules épithéliales mammaires est constitué d’une matrice 

extracellulaire et d’une multitude de cellules non épithéliales : les adipocytes (en grande 

majorité), les macrophages, les fibroblastes, les lymphocytes et les cellules endothéliales. 

L’ensemble de ces cellules permet de maintenir l’homéostasie tissulaire de la glande 

mammaire.  

Les cellules tumorales mammaires modifient ce microenvironnement pour leur permettre 

d’échapper au système immunitaire. Ces modifications du microenvironnement facilitent 

également la prolifération, la survie, l’invasion, la transition épithélio-mésenchymateuse 

(TEM), l’angiogenèse mais aussi le remodelage de la matrice extracellulaire (fig 6). 
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Figure 6. Interaction de la cellule tumorale avec son microenvironnement. La cellule 

tumorale, par sécrétion de plusieurs composés, active les fibroblastes ainsi que les 

macrophages. Ces derniers ainsi que les adipocytes, en sécrétant des facteurs de 

croissance, des protéases et des composants de la matrice extracellulaire, favorisent la 

prolifération de la cellule tumorale, son invasion et l’angiogenèse. 
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Les cellules tumorales mammaires dialoguent avec l’ensemble des cellules du 

microenvironnement et activent leurs effets pro-tumoraux (Mueller & Fusenig, 2004 ; Hu & 

Poyak, 2008 ; Polyak & Kalluri, 2010 ; Mao et al., 2013). En effet, elles sont capables de 

recruter les fibroblastes de ce microenvironnement pour les convertir en fibroblastes associés 

au cancer ou CAF (cancer associated fibroblasts). Une fois activés, les CAF sécrètent un 

grand nombre de composés, notamment des composants de la matrice extracellulaire 

(fibronectine, collagène, …), des cytokines, des protéases mais aussi des facteurs de 

croissance (FGF, IGF, VEGF, HGF/SF) qui favorisent le développement du cancer (Elenbaas 

& Weinberg, 2001 ; Kalluri & Zeisberg, 2006). En effet, les cytokines augmentent la 

prolifération cellulaire en activant les boucles autocrine et paracrine (Orimo et al., 2005) ; les 

protéases, en remodelant la matrice extracellulaire, sont impliquées dans l’invasion tumorale 

et la transition épithélio-mésenchymateuse (Lochter et al., 1997 ; Kleer et al., 2008) ; et enfin, 

les facteurs de croissance permettent la prolifération cellulaire, la survie, l’angiogenèse et 

l’invasion tumorale (fig 6). 

Les cellules cancéreuses mammaires, en sécrétant des chimioattractants tels que le CSF-1 

(Colony-Stimulating Factor-1) ou les CCL2/5 (Chemokine C-C motif ligand 2/5), sont 

également capables de recruter des macrophages associés aux tumeurs (TAM, tumor-

associated macrophages) (Soria & Ben-Baruch, 2008 ; Laoui et al., 2011 ; Obeid et al., 2013). 

Ces derniers sécrètent des facteurs de croissance notamment l’EGF qui sera capable de 

stimuler les cellules épithéliales cancéreuses mammaires et donc d’augmenter leur 

prolifération, migration et invasion (Wyckoff et al., 2004 ; Goswami et al., 2005). Les TAM sont 

également capables de sécréter du VEGF qui favorisera l’angiogenèse de la tumeur 

(Carmeliet, 2003) (fig 6). 

De plus, les adipocytes, présents en majorité dans le sein, sont capables de sécréter des 

facteurs de croissance (HGF/SF), des adipokines (leptine) ou encore des protéines de la 

matrice extracellulaire (collagène) qui favorisent la croissance et la migration/invasion des 

cellules tumorales (Iyengar et al., 2005 ; Vona-Davis & Rose, 2007 ; Walter et al., 2009 ; Dirat 

et al., 2011) (fig 6). En effet l’obésité, en plus d’augmenter le risque de cancer du sein, est 

associée à un mauvais pronostic et à un phénotype tumoral agressif (Rose & Vona-Davis, 

2014). 

Le microenvironnement, outre ces effets pro-tumoraux, est également capable de sécréter des 

facteurs anti-tumoraux. En effet, notre équipe a mis en évidence que les cellules épithéliales 

normales mammaires sécrètent de l’IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding Protein 3) et 

de la maspine afin d’induire l’apoptose des cellules cancéreuses de ce tissu (Toillon et al., 

2007). Ces cellules sécrètent également des facteurs inhibiteurs de croissance tels que le 
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TGF-β1, le TNF-α, le MDGI ou encore des interleukines ou des protéoglycanes (Bourhis et al., 

2000). 

Outre le microenvironnement, notre laboratoire a mis en évidence que les cellules 

cancéreuses mammaires sécrètent des facteurs de croissance, de façon autocrine : les 

neurotrophines. Ces facteurs de croissance sont le NGF (Nerve Growth Factor), le BDNF 

(Brain-Derived Neurtrophic Factor) et la NT4/5 (Neurotrophin-4/5). Ils sont capables d’induire 

la prolifération, la survie et la migration/invasion de ces cellules cancéreuses mammaires 

(Descamps et al., 2001 ; Dolle et al., 2003 ; Vanhecke et al., 2011 ; Demont et al., 2012). Par 

ailleurs, nous avons mis en évidence que ces facteurs peuvent faire l’objet de cible 

thérapeutique. En effet, des inhibiteurs de NGF, BDNF ou de NT4/5 réduisent la formation de 

tumeur mammaire dans des modèles de xénogreffes (Adriaenssens et al., 2008 ; Vanhecke 

et al., 2011 ; Aubert et al., 2015).  

Ainsi, cibler les facteurs de croissance et l’activation de leurs voies de signalisation semble 

avoir un intérêt thérapeutique privilégié dans le traitement du cancer du sein. 

4. Classification des cancers du sein 

A l’heure actuelle, il est impossible de définir un stade précoce et un stade tardif de la tumeur, 

puisque cela supposerait une évolution régulière et linéaire de la formation tumorale. 

Cependant, il est important de classer les tumeurs afin de créer des groupes homogènes sur 

le plan pronostic mais aussi thérapeutique. Aujourd’hui, il existe plusieurs types de 

classification des tumeurs mammaires. Dans ce paragraphe, trois classifications différentes 

seront abordées : la première tient compte des caractéristiques macroscopiques, histologiques 

et pronostiques des tumeurs ; la seconde tient compte de la taille de la tumeur (T), de l’invasion 

ganglionnaire (N) et de l’invasion métastatique (M) des autres tissus : il s’agit de la 

classification dite « TNM ». Enfin la dernière classification tient compte des altérations 

génétiques observées dans la tumeur. 

a. La classification histologique 

En fonction de leur diagnostic et de leur évolution, les tumeurs mammaires peuvent être 

bénignes ou malignes. Ces deux groupes de tumeurs sont définis en fonction des 

caractéristiques macroscopiques, histologiques et pronostiques des tumeurs.  

Une tumeur est dite « bénigne » lorsqu’elle est bien délimitée et encapsulée dans le tissu. Le 

plus souvent, il s’agit d’une masse tissulaire qui est non cancéreuse. Les cellules constituant 

cette masse ont une croissance lente et restent localisées à proximité de leur lieu de naissance 

dans le tissu. Ainsi, ces tumeurs ne forment aucune métastase et après exérèse complète, 
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aucune récidive n’est observée. Ces tumeurs ont un diagnostic très favorable et sont 

fréquemment diagnostiquées avant l’âge de 30 ans chez la femme.  

A l’inverse du groupe précédent, les tumeurs malignes sont généralement non délimitées et 

non encapsulées. Les cellules présentes dans ces tumeurs ont une croissance rapide et sont 

capables d’infiltrer et de détruire les tissus adjacents à leur lieu de naissance. Ces tumeurs 

peuvent former des métastases et induire une récidive après exérèse complète de la tumeur 

primaire. La majorité des tumeurs malignes (95% des cas) sont des adénocarcinomes : des 

tumeurs ayant pour origine les cellules épithéliales glandulaires. Lorsque les cellules 

cancéreuses sont issues des cellules des canaux, nous sommes en présence d’un cancer 

canalaire ; lorsque les cellules cancéreuses proviennent des cellules lobulaires, nous parlons 

de cancer lobulaire. En fonction de leur envahissement dans le tissu environnant, les 

adénocarcinomes sont classés en plusieurs groupes : 

 Les carcinomes in situ (non infiltrants) :  

Il existe deux types de carcinomes in situ : les carcinomes canalaires in situ (CCIS) qui 

proviennent des cellules de la lumière du canal galactophore ; les carcinomes lobulaires in situ 

(CLIS) qui proviennent de la prolifération des acini des lobules. Ces carcinomes n’envahissent 

pas le tissu conjonctif, la membrane basale est intacte ; iIs sont donc généralement de bon 

pronostic. Cependant, ces carcinomes sont rares (2-3%) puisqu’ils ne sont jamais 

diagnostiqués à ce stade.  

 Les carcinomes invasifs (infiltrants) : 

Ces carcinomes sont caractérisés par une membrane basale altérée et un envahissement 

tumoral dans le tissu conjonctif environnant. Comme les carcinomes in situ, deux types de 

carcinomes invasifs existent : les carcinomes invasifs canalaires (75% des cas de cancer du 

sein) et les carcinomes invasifs lobulaires (5 à 15% des cas de cancer du sein). Ces 

carcinomes invasifs représentent la majorité (98% des cas) des cancers du sein puisque le 

cancer du sein est généralement diagnostiqué à ce stade. Des formes rares de ces carcinomes 

invasifs ont été diagnostiquées : les carcinomes tubuleux, mucineux, médullaires, papillaires 

ou encore les carcinomes apocrines, neuroendocrines et adénoïdes kystiques.  

 Les cancers du sein métastatiques : 

Cette forme de cancer du sein provient généralement des cellules néoplasiques des 

carcinomes invasifs. Ces cellules sont capables de disséminer à partir de la tumeur primaire 

dans le réseau lymphatique préférentiellement mais aussi dans les vaisseaux sanguins. Les 

premiers relais ganglionnaires (ganglions axillaires, les ganglions des chaines mammaires 

internes et sub-claviculaires) sont alors colonisés et peuvent être à l’origine d’une 
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dissémination générale du cancer. Cet envahissement ganglionnaire est le reflet du potentiel 

métastatique des cellules de la tumeur primaire. La dissémination des cellules cancéreuses 

mammaires n’est pas aléatoire dans l’organisme ; un tropisme pour les os, les poumons, le 

cerveau et le foie a été observé.  

 Les autres formes de cancer du sein (rare) : 

Le cancer inflammatoire : Les cellules cancéreuses infiltrent le réseau lymphatique dans la 

peau du sein, ce qui engendre une embolie lymphatique ; il s’agit donc d’un cancer très 

agressif et de mauvais pronostic. Il est dit « inflammatoire » puisqu’il est souvent associé à 

une augmentation du volume du sein, et des changements au niveau de la peau du sein 

(rougeur, chaleur, œdème).  

La maladie de Paget du mamelon : il s’agit d’un cancer du sein qui est caractérisé par une 

éruption cutanée de la peau du mamelon et de l’aréole. Le plus souvent, ce signe clinique est 

associé à un adénocarcinome sous-jacent qui prend naissance dans les canaux du sein et se 

répand jusqu’à l’épiderme du mamelon et de l’aréole.  

Dans de très rares cas, d’autres formes de cancer du sein peuvent être diagnostiquées : des 

tumeurs phyllodes, des sarcomes ou encore des lymphomes du sein. Les tumeurs phyllodes 

sont, le plus souvent, des tumeurs dites « bénignes » ; elles sont traitées par une chirurgie. 

Enfin, les sarcomes et lymphomes du sein sont traités de la même manière que les autres 

sarcomes et lymphomes non Hodgkinien, par chimiothérapie.  

b. La classification TNM 

Cette classification repose principalement sur des observations anatomiques de la tumeur. En 

effet, dans un premier temps, le volume tumoral est mesuré et un score T compris entre 0 et 

4 lui est attribué. Il est à noter que plus la valeur est élevée, plus le volume de la tumeur et son 

extension à la cage thoracique est important. Ensuite, l’invasion ganglionnaire par les cellules 

tumorales est analysée et également scorée avec des valeurs N comprises entre 0 et 3. La 

cotation N dépend du territoire ganglionnaire envahi par les cellules tumorales, plus ou moins 

proche du site de la tumeur, des dimensions des adénopathies, de leur nombre et de leur 

éventuelle fixation aux tissus voisins. Enfin, l’invasion métastatique M est analysée et notée 

M0 ou M1. La valeur M0 est associée à l’absence de métastase et la valeur M1 à la présence 

de métastase, quelque soit leur nombre, leur volume et leur localisation. Une fois l’ensemble 

des valeurs TNM diagnostiquées, nous pouvons déterminer le stade de la progression 

tumorale. Ce stade est noté de 0 à IV ; où 0 correspond à un cancer in situ de petite taille, 

sans invasion ganglionnaire ni de métastase et IV correspond à un cancer avancé avec 

envahissement ganglionnaire et la présence de métastases multi-sites T4N3M1. 



  La glande mammaire  

25 
 

c. La classification moléculaire 

Pendant de nombreuses années, la classification des différents sous-types de cancer du sein 

reposait sur l’expression des récepteurs hormonaux, notamment des récepteurs aux 

œstrogènes, à la progestérone et du récepteur HER2. Mais, les différents sous-groupes de 

patients ainsi générés ne répondaient pas de la même manière aux traitements. En 2000, 

Perou et collaborateurs ont étudié les profils d’expression des gènes de 65 tumeurs 

mammaires obtenues à partir de 42 individus par microarray (Perrou et al., 2000). Sur les 8102 

gènes présents sur la puce, ils n’en n’ont retenu que 496. L’expression de ces gènes était 

significativement différente entre les tumeurs, mais avec de faibles variations entre deux 

tumeurs issues d’un même patient. L’analyse de ces gènes a permis de mettre en évidence 

deux groupes : un groupe dit oestrogènes récepteur-négatif (ER-) et un groupe dit oestrogènes 

récepteur-positif (ER+). Une analyse plus précise de ces groupes montre que les tumeurs ER+ 

expriment les récepteurs aux facteurs hormonaux (œstrogènes et progestérone), les 

cytokératines spécifiques des cellules luminales ainsi que d’autres marqueurs de ce type 

cellulaire : elles sont donc nommées tumeurs luminales. De plus, des détections des 

récepteurs aux œstrogènes et progestérone, d’HER2 et du marqueur de prolifération Ki-67 par 

immunohistochimies ont permis de mettre en évidence 2 sous-groupes de tumeurs luminales : 

luminal-A et luminal-B.   

Dans la branche des tumeurs ER-, 3 sous-groupes ont été identifiés : les HER2+, basal-like 

et normal-like. Les différences entre ces groupes de tumeurs reposent sur des modifications 

d’expression du récepteur HER2 et sur l’expression de cytokératine spécifique des différents 

types cellulaires. Les caractéristiques de ces sous-groupes sont détaillées dans le tableau 3. 

Récemment, deux autres types de tumeurs mammaires ont été mis en évidence : les tumeurs 

dites « molecular apocrine » qui montrent une activation du récepteur aux androgènes, et les 

tumeurs dites « claudin-low » qui sont caractérisées par une faible expression des marqueurs 

de jonction cellulaire (CDH1, Cadherin-1, CLDN, claudin).    
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Tableau 3. Caractéristiques moléculaires des différents sous-types de cancer du sein.  

Pronostic : - - très défavorable ; - défavorable ; +/- intermédiaire ; + bon 

 

 

 

 

 

 

sous-type  
ER/PR/

HER 

fréquence  
dans les 
cancers 

autres 
 marqueurs 

gènes  
caractéristiques 

grade  
histologi

que 
pronostic 

luminal-A 
ER+ 
PR+ 

HER2- 
50-60% 

CK8/18+ 
ER1+ 
Ki67- 

LIV1, FOXA1,  
XBP1, GATA3, 
 BLC2, erBb3, 

erbB4 

grade I ou II + 

luminal-B 

ER+/- 
PR+/- 
HER2-

/+ 

15-20% Ki67+ 

v-MYB, GGH,  
LAPTMB4, 

NSEP1, 
CCNE1 

grade II ou III +/- 

HER2 
positive 

ER- 
PR- 

HER2+ 
15-20% 

Ki67+ 
P53 mutée 

EGFR,  
P-cadherine 

grade III - 

basal-like 
ER- 
PR- 

HER2- 
8-37% 

CK5/14/17+ 
laminine+ 
P53 mutée 

Ki67+ 

P-cadherine, 
calvéoline, 

EGFR,  
grade III - - 

normal-like 
ER-/+ 
PR? 

HER2- 
5-10% 

CK5- 
EGFR- 

  grade I +/- 

molecular 
apocrine 

ER- 
PR- 

HER2+
/- 

  CK5+ 
AR, FAS, 

ERBB2, XBP1 
grade II ou III +/- 

claudin low 
ER- 
PR- 

HER2- 
12-14% 

CK5,  
CDH1 bas/- 

CLND1 
bas/- 

CD44, SNAI3 grade III - 
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III. Les thérapies dans le cancer du sein 

Le cancer du sein est une maladie multifactorielle avec une hétérogénéité inter- et intra-

tumorale très diversifiée. A l’heure actuelle, plusieurs stratégies thérapeutiques pour traiter ce 

cancer sont employées. Dans tous les types de cancer, la chirurgie est requise. Lorsque la 

tumeur est petite, une mastectomie partielle est réalisée. Dans des cas volume tumoral 

important (T3 ou T4), le chirurgien recourt à une mastectomie totale du sein.  

La chirurgie est complétée par une radiothérapie, chimiothérapie ou hormono-thérapie, 

lorsque celle-ci est possible. Ces traitements sont souvent administrés de manière adjuvante, 

c’est-à-dire après la chirurgie ; ils permettent ainsi d’éliminer les cellules cancéreuses 

proliférantes qui seraient encore présentes dans l’organisme. Dans certains cas, ils seront 

administrés de façon néoadjuvante (avant la chirurgie). Cette option est proposée aux 

personnes ayant une tumeur de volume important (T3 ou T4) pour permettre une réduction du 

volume tumoral et ainsi éviter la mastectomie complète. L’ensemble des traitements sont 

décrits en fonction des trois types majeurs de cancer du sein : les ER+/PR+, les HER2+ et les 

triples négatifs (ER-/PR-/HER2-) et regroupés dans le tableau 4 (voir P. 31). 

1. Les tumeurs hormono-dépendantes 

Ces tumeurs représentent 60 à 65% des cancers du sein, elles sont souvent traitées par 

chimiothérapies et/ou hormono-thérapies. La chimiothérapie repose sur l’utilisation de 

molécules anthracyclines ou de taxanes. Ces deux composés possèdent des modes d’action 

différents mais permettent l’apoptose des cellules proliférantes. Les anthracyclines modifient 

la structure de l’ADN, ce qui empêche sa réplication et par conséquent entraine la mort 

cellulaire. Les principales molécules anthracycliques utilisées pour traiter le cancer du sein 

sont : la doxorubicine, la gemcitabine ou encore le cisplatin. Elles sont administrées également 

dans les cancers du sein dit triples négatifs.  

Les taxanes (le paclitaxel par exemple) sont des inhibiteurs de la formation des microtubules. 

En leur présence, toute cellule se divisant est incapable de former de nouveaux microtubules ; 

les cellules vont donc mourir. Ces différents groupes d’agents chimiothérapeutiques sont 

relativement efficaces ; cependant, ils ne sont pas spécifiques des cellules cancéreuses. 

Les tumeurs hormono-dépendantes peuvent également être traitées par des inhibiteurs de 

l’activation du récepteur aux œstrogènes : le tamoxifen ; ou encore des inhibiteurs 

d’aromatases (IA). L’aromatase est un enzyme permettant la conversion de la testostérone en 

oestradiol. Ce dernier est ensuite converti en œstrogènes sous l’action d’autres enzymes. Les 

IA empêchent la synthèse de l’œstrogène par l’organisme. En l’absence d’œstrogènes, les 

cellules œstrogènes-dépendantes ne prolifèrent plus ; elles vont donc mourir. Une étude a 

comparé les effets du tamoxifen et des IA chez les femmes ménopausées. Il est apparu que 
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les femmes traitées avec les IA montrent une meilleure réponse au traitement avec une 

diminution significative du taux de métastases (Howell et al., 2005). Chez ces personnes, les 

IA sont donc les molécules de premier choix dans ce type de cancer.  

2. Les tumeurs HER2+ 

Ce type tumoral représente 20 à 25% des cancers du sein ; il est caractérisé par une 

surexpression du récepteur orphelin HER2. Comme décrit précédemment, ce récepteur 

appartient à la famille des récepteurs HER 1 à 4.  Les principales stratégies thérapeutiques 

mises en œuvre pour traiter ces tumeurs utilisent des anticorps monoclonaux anti-HER. La 

molécule la plus utilisée est le trastuzumab aussi connu sous le nom d’Herceptine. Il s’agit 

d’un anticorps monoclonal spécifique du domaine juxta-membranaire du récepteur HER2. Cet 

anticorps, en se fixant sur ce récepteur, empêche ainsi son activation. Il permet également 

l’activation des protéines régulatrices du cycle cellulaire p21 et p27. Ces protéines vont alors 

inhiber la prolifération cellulaire en induisant un arrêt du cycle cellulaire (Miller et al., 2014).   

Des résistances à ce traitement ont rapidement été constatées, notamment dans les tumeurs 

ayant une forme tronquée de HER2. Pour pallier ces phénomènes, d’autres anticorps anti-

HER sont apparus. Ces anticorps monoclonaux reconnaissent différents domaines sur les 

récepteurs HER ; ils possèdent donc des modes d’actions complémentaires. La première 

molécule apparue, le lapatinib (Tykerb), est un inhibiteur spécifique du domaine intracellulaire 

du récepteur anti-HER2. Cet inhibiteur est également capable de se fixer sur le récepteur 

HER1 (EGFR) et d’empêcher son activation. Il possède donc deux cibles potentielles sur les 

cellules tumorales. 

Le pertuzumab (Perjeta) se fixe sur le domaine de dimérisation de HER2 avec le récepteur 

HER3. Une étude préclinique a montré un effet synergique de 50% du trastuzumab avec le 

pertuzumab (Scheuer et al., 2009 ; Baselga, 2010). 

Un anticorps anti-HER3 (MM-121) ainsi qu’un anticorps anti-HER2/HER3 (MM-111) sont 

actuellement en essai clinique de phase I/II. La première molécule empêche l’activation du 

récepteur HER3 tandis que la seconde empêche l’hétérodimérisation du récepteur HER2 avec 

le récepteur HER3.  

Enfin, la molécule T-DM1, composée du trastuzumab couplé à un dérivé de maytansine, 

montre des effets prometteurs dans le cadre de tumeur HER2+. La maytansine est une 

molécule inhibitrice de la formation des microtubules. Ce composé T-DM1 se fixe sur le 

récepteur HER2, il est alors internalisé dans la cellule. Ensuite, sa dégradation par le 

protéasome permet la libération de la maytansine qui va alors empêcher la formation des 

microtubules et par conséquent induire la mort cellulaire. Des essais cliniques de phase I ont 
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montré que le T-DM1 possède les mêmes effets thérapeutiques que la combinaison du 

trastuzumab avec le docetaxel (un agent chimiothérapeutique) (Higgins & Baselga, 2011). 

Cette étude montre également que le T-DM1 ne possède pas les effets secondaires 

usuellement observés lors d’un traitement chimiothérapeutique puisque la maytansine est 

active uniquement dans les cellules cancéreuses HER2+.  

Par ailleurs, pour pallier aux résistances aux anticorps, des inhibiteurs de voies de 

signalisation, notamment la voie PI3K/Akt/mTOR, sont également utilisés. La voie de 

signalisation mTOR (mammalian Targets Of Rapamycin) joue un rôle central dans la 

prolifération cellulaire, la survie, la migration ou encore l’angiogenèse. Un inhibiteur naturel de 

cette voie de signalisation existe : la rapamycine. De plus, une étude a mis en évidence que 

la rapamycine inhibe la prolifération de 20 lignées cellulaires cancéreuses mammaires et 

augmente les effets de l’Herceptine (Wang et al., 2007a). Ainsi des dérivés de la rapamycine, 

plus facilement solubilisable et avec une meilleure stabilité, ont été développés : l’everolimus 

par exemple. Cette molécule restaure la sensibilité cellulaire aux anti-HER2 (Serra et al., 

2008). Cette molécule est actuellement en essai clinique de phase I. 

Outre l’activation constitutive des voies de signalisation des récepteurs, un second mécanisme 

de résistance aux anti-HER2 a été identifié : c’est l’activation du récepteur IGF1R. Afin de 

contrebalancer ce mécanisme de résistance, un inhibiteur de l’activation d’IGF1R 

(dalotuzumab) est actuellement en essai clinique de phase II (Merck, clinicaltrials.gov).  

3. Les tumeurs triples négatives 

Ces tumeurs représentent 10 à 15% des cancers du sein. De par l’absence de récepteurs 

hormonaux, il est difficile de les cibler spécifiquement. Ces tumeurs sont très agressives et 

disséminent facilement dans l’organisme. Le principal traitement est l’utilisation 

d’anthracyclines et de taxanes.  

Cependant, ces tumeurs sont souvent associées à un statut BRCA1/2 muté. Une étude a mis 

en évidence que l’inhibition de PARP dans les tumeurs où la réparation de l’ADN est 

impossible, conduit à la mort cellulaire (Iglehart & Silver, 2009). Ainsi, des molécules 

inhibitrices de PARP (olaparib et iniparib) sont actuellement en cours d’essai clinique. 

L’olaparib montre des effets bénéfiques lorsqu’il est administré seul à des patientes possédant 

des mutations pour BRCA1 et/ou 2. Plusieurs essais cliniques de phase I testent les effets de 

l’olaparib en combinaison avec des agents chimiothérapeutiques (cisplatin, carboplatin, 

paclitaxel) (Tomao et al., 2015). L’iniparib est un inhibiteur de PARP ; cependant, une récente 

étude a montré qu’il est capable d’induire les foyers de réparation γ-H2AX et un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G2/M. La combinaison de l’iniparib avec la gemcitabine ou le cisplatin 
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augmente la durée de vie sans métastases de façon significative comparée à la chimiothérapie 

seule (O’Shaughnessy et al., 2011).  

Par ailleurs, le récepteur HER1 (EGFR) est fréquemment surexprimé dans les tumeurs triples 

négatives. Il est également associé à un mauvais pronostic. Un anticorps anti-EGFR est 

actuellement en essai clinique de phase II : il s’agit du cetuximab (Erbitus). Lorsqu’il est utilisé 

en combinaison avec un agent chimiothérapeutique (cisplatin), de bons résultats ont été 

obtenus (Baselga et al., 2010). En effet, l’utilisation de cette combinaison double le taux de 

réponse comparé aux résultats obtenus avec le cisplatin seul. D’autres combinaisons sont 

actuellement en cours d’essai clinique : cetuximab+carboplatin ; cetuximab+irinotecan.  

D’autres inhibiteurs de l’EGFR (erlotinib et lapatinib) sont actuellement en cours d’essai en 

combinaison avec des agents chimiothérapeutiques (carboplatin, docetaxel). 

Les tumeurs triples négatives étant fortement prolifératives, un essai a combiné l’inhibiteur de 

la voie de signalisation mTOR (l’everolimus) avec un inhibiteur d’EGFR (lapatinib). Il est 

apparu que ces deux molécules possèdent un effet synergique dans ce sous-type tumoral. 

Par ailleurs, sur des souris immunodéficientes xénogreffées, la tumeur formée possède un 

retard de croissance lorsque les souris sont traitées avec cette combinaison thérapeutique 

comparé aux souris contrôles (Liu et al., 2011). 

4. Les inhibiteurs non spécifiques 

Pour finir, les tumeurs ont besoin de nutriments et d’oxygène pour se développer. Pour cela, 

elles sont capables de former de nouveaux vaisseaux sanguins : c’est la néo-angiogenèse. 

Un puissant anti-VEGF est actuellement utilisé pour traiter les cancers du sein quelque soit le 

sous-type tumoral : c’est le bevacizumab (Avastin). Il s’agit d’un anticorps monoclonal ciblant 

le récepteur VEGF et empêchant ainsi son activation. Une étude a comparé les effets du 

paclitaxel seul ou en combinaison avec le bevacizumab. Une meilleure réponse thérapeutique 

chez les patientes ayant reçu la combinaison a été observée (de 21% à 37% respectivement) 

(Miller et al., 2007). Cependant, le bevacizumab est associé à d’importants effets secondaires 

: accidents vasculaires cérébraux, défaut de cicatrisation des plaies, dommages sur des 

organes (Choueiri et al., 2011). Ainsi les Etats-Unis ont retiré cette molécule dans le cadre du 

traitement du cancer du sein. 

A ce jour, d’autres inhibiteurs multi-kinases sont en cours d’essai clinique. Le sunitinib est une 

molécule ciblant les trois récepteurs aux VEGF, PDGFR α et β, RET, c-Kit, FLT3 et le récepteur 

au CSF-1. Un essai clinique de phase II a mis en évidence que le sunitinib administré en 

monothérapie possède un effet bénéfique de 16% chez les patientes traitées. Aucun bénéfice 

n’a été observé si cette molécule est administrée en combinaison avec le docetaxel comparé 

à son administration seule (Tomao et al., 2015).  
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Un second composé multi-kinase est également en cours d’essai thérapeutique : le sorafenib. 

Cette molécule cible les récepteurs au VEGF1 et 2, PDGFR α et β, c-Kit, FLT3 mais aussi la 

kinase Raf. Cette molécule est donc inhibitrice de l’angiogenèse mais aussi inhibitrice de la 

prolifération cellulaire. Elle a montré des effets bénéfiques lorsqu’elle est administrée en 

combinaison avec le capecitabine (un agent chimiothérapeutique) (Higgins & Baselga, 2011).  

D’autres agents thérapeutiques sont actuellement en cours d’essai clinique. Ces agents sont 

des inhibiteurs : du cycle cellulaire (anti-Chk (UCN-01), anti-CDK (Dinaciclib)) ; du protéasome 

(Bortezomib) ; des histones désacétylases (Panobinostat) ; de kinase (Dasatinib) ; de la voie 

Wnt (PORCN, LGK974) (Tomao et al., 2015). Ces molécules doivent encore montrer leur 

efficacité en administration seule ou en combinaison et être peu cytotoxiques. Par conséquent, 

il faut évaluer le rapport bénéfice/risque de l’utilisation de ces drogues pour traiter le cancer 

du sein.   

L’ensemble de ces thérapies est regroupé et classé dans le tableau suivant (tableau 4). 

ER+/PR+ HER2+ ER-/PR-/HER2- 

tamoxifen trastuzumab : anti-HER2 olaparib : inhibiteur PARP 

inhibiteurs 
d'aromatase 

lapatinib : inhibiteur HER2 
                inhibiteur HER1 

iniparib : inhibiteur PARP 

  pertuzumab : anti-HER2 cetuximab : anti-EGFR 

  T-DM1 : anti-HER2+taxane erolotinib : anti-EGFR 

  MM-121 : anti-HER3 lapatinib: anti-EGFR 

  MM-111: anti-HER2/HER3   

  dalotuzumab : anti-IGF1R   

chimiothérapies : 
doxorubicine, gemcitabine, cisplatin, paclitaxel, docetaxel, capecitabine 

inhibiteurs : 
everolimus : inhibteur de  mTOR 
bevacizumab : inhibiteur VEGF 
sunitinib : inhibiteur multi-kinase 
sorafenib : inhibiteur multi-kinase 

Tableau 4. Tableau regroupant les différentes thérapies utilisées pour traiter le cancer du sein 
en fonction du sous-type tumoral. 

 

Malgré l’éventail de molécules thérapeutiques déjà sur le marché, le cancer du sein est 

encore la première cause de mortalité par cancer chez la Femme en France et dans le 

monde. Afin de réduire cette mortalité, il est essentiel d’identifier tous les acteurs 

impliqués dans la tumorigenèse de la glande mammaire ainsi que dans les résistances 

aux traitements.  
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Les longs ARN non codants 
 

Récemment le projet GENCODE a mis en évidence que 90% du génome est transcrit. Parmis 

ces transcrits, uniquement 2% sont des ARNm permettant la synthèse de protéines, les autres 

transcrits sont des ARN non codants mais aussi du bruit de fond transcriptionnel. Les ARN 

non codants sont divisés en deux groupes : les petits ARN non codants d’une taille inférieure 

à 200 nts ; et les longs ARN non codants d’une taille supérieure à 200 nts. Les longs ARN non 

codants (lncRNA) sont impliqués dans tous les processus cellulaires tels que la prolifération, 

la migration, l’apoptose, ou encore le maintien des cellules souches. Dans ce chapitre, nous 

étudierons l’ensemble des mécanismes mis en place par les lncRNA pour induire ces différents 

phénotypes. Les petits ARN non codants feront l’objet du chapitre suivant (voir P. 55). 

I. Les longs ARN non codants : classification 

1. Découverte des longs ARN non codants 

En 1950, les scientifiques de l’époque pensaient que l’Homme (un organisme fortement 

développé et complexe) possédait un génome plus important qu’un organisme peu développé 

(Kung et al., 2013). En 1970, des expériences d’hybridation ADN-ARN ont mis en évidence 

que l’Homme ne possède que 20 000 à 30 000 gènes codants. A l’époque, le reste du génome 

est appelé « ADN poubelle » ou « junk DNA » puisqu’il contient des transposons, des 

pseudogènes ou des séquences répétées. En 1980, il a été mis en évidence que ces 

séquences non codantes pouvaient réguler l’intégrité du génome, l’expression des gènes, la 

synthèse des ARNm matures ou encore servir de réservoir à l’évolution des espèces. En 2005, 

par séquençage du génome entier, il a été mis en évidence que le taux de séquences non 

codantes dans un organisme est le reflet de sa complexité. Ces séquences non codantes ont 

longtemps été considérées comme étant un bruit de fond transcriptionnel sans fonction dans 

la cellule. Au cours des dernières années, un intérêt grandissant a été porté à l’étude de ces 

fragments d’ADN.  

En 2012, le consortium ENCODE, a mis en évidence 9640 loci permettant l’expression des 

longs ARN non codants chez l’Homme (Bernstein et al., 2012; Derrien et al., 2012). Le projet 

GENCODE a, quant à lui, mis en évidence que 40% des longs ARN non codants sont transcrits 

à partir de locus contenant des gènes codants pour des protéines. Aujourd’hui, selon la base 

de données LNCipedia 2.0, 32 183 lncRNA ont été annotés. Pour la majorité d’entre eux, leur 

fonction dans la cellule doit encore être identifiée.  
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Figure 7. Classification des longs ARN non codants (lncRNA). (1) Les lncRNA sont 

classés en fonction de leur origine dans le génome. Les longs ARN intergéniques sont issus 

de fragments distants d’au moins 1 kb d’un gène codant pour une protéine (lincRNA). (2) Ils 

peuvent être transcrits en orientation antisens aux gènes codants. (3) Lors de lépissage des 

ARNm, les introns peuvent former des lncRNA : ce sont les lncRNA introniques. (4) Ils 

peuvent également être transcrits à partir des enhancers (eRNA). (adapté de Clark & 

Blackshaw, 2014). 
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2. Classification des longs ARN non codants 

Les longs ARN non codants peuvent être classés selon leur origine de transcription dans le 

génome, dans ce cas, nous comptabiliserons 5 groupes de longs ARN non codants. Certains 

lncRNA possèdent leur propre promoteur, ils sont transcrits par l’ARN polymérase de type II, 

polyadénylés et épissés : ce sont les large-intergenic non coding RNA (lincRNA) (fig 7-1). 

Ces lincRNA sont transcrits à partir de séquence comprise entre deux gènes codants mais 

leur transcription ne déborde pas sur l’expression de ces gènes. Ils sont généralement 

localisés à plus de 5 kb des gènes codants et ont une taille supérieure à 1000 nts (Kung et al., 

2013; Shi et al., 2013). Nous pouvons citer par exemple les lincRNA Xist (Brockdorff et al., 

1992; Brown et al., 1992), HOTAIR (Rinn et al., 2007), MALAT1 (Ji et al., 2003) ou encore H19 

(Brannan et al., 1990). Les différents modes d’action de ces 4 ARN non codants seront 

développés dans le paragraphe suivant (voir P. 37).  

Ensuite, les lncRNA peuvent être transcrits en orientation antisens aux gènes codants (fig 7-

2). Ces transcrits antisens peuvent déborder partiellement ou entièrement sur ces gènes 

codants. Ils sont principalement retrouvés dans des régions soumises à l’empreinte 

génomique. Les lncRNA les plus connus et étudiés sont transcrits à partir des loci suivants : 

Tsix/Xist (Lee et al., 1999), Kcnq1/Kcnq1ot1 (Kanduri et al., 2006) et Igf2r/Air (Lyle et al., 

2000). Ces transcrits y contrôlent la mise en place et le maintien de l’empreinte. Un chapitre 

sera consacré à l’étude de l’empreinte génomique et le rôle des lncRNA dans la mise en place 

et le maintien de celle-ci (voir P. 73).  

Certains lncRNA sont issus de pseudogène. A cause de mutation non sense ou d’un décalage 

de la phase ouverte de lecture, les pseudogènes sont générallement transcrits en lncRNA. 

Les lncRNA peuvent acquérir de nouvelles fonctions dans la cellule et réguler de façon post-

transcriptionnelle l’expression des gènes par exemple.  

Lors de l’épissage des ARNm, les introns éliminés peuvent former des lncRNA : ce sont les 

longs ARN non codants introniques. Ils ont une fonction similaire à l’ARNm à partir duquel 

ils sont synthétisés. Par exemple, l’ARN non codant COLDAIR, transcrit à partir du locus FLC 

(Flowering repressor locus), est impliqué dans le phénomène de vernalisation de la plante (fig 

7-3) (Heo & Sung, 2011).  

Enfin, la dernière classe des ARN non codant sont des transcrits peu abondants dans la 

cellule, qui sont rapidement dégradés par les exosomes et qui possèdent des fonctions peu 

connues. Ils sont synthétisés à proximité des points d’initiation de la transcription des ARNm 

mais aussi des ARN antisenses ; ils sont très courts (d’une taille allant de 20 à 2500 nts), 

coiffés et polyadénylés. Leur transcription est probablement impliquée dans l’ouverture de la 

chromatine pour favoriser l’expression de l’ARNm auquel ils sont associés : ce sont les ARN  
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Figure 8. Représentation des principaux modes d’action des longs ARN non codants. 

Dans le noyau, les longs ARN non codants peuvent réguler l’expression des gènes par des 

modifications épigénétiques (HOTAIR, Xist). Ils peuvent réguler l’épissage des ARNm en 

formant des sous-domaines nucléaires (MALAT1). Dans le cytoplasme, les longs ARN non 

codants peuvent être précurseurs de petits ARN (siRNA, miRNA) (MALAT1, Xist). Ils 

peuvent empêcher la fonction des microARN en piégeant ces derniers (linc-RoR). Enfin, ils 

peuvent fixer des protéines pour en modifier leur localisation cellulaire et/ou leur fonction 

(gadd7, MALAT1). (adapté de Shi et al., 2013). 
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enhancers (eRNA) (fig 7-4). Ils sont parfois considérés comme étant un bruit de fond 

transcriptionnel généré par la fixation du complexe d’initiation de la transcription sur les 

enhancers ou à proximité des promoteurs.   

Ces différents lncRNA exercent des fonctions cellulaires variées. 

II. Modes d’action des longs ARN non codants 

En fonction de leur localisation cellulaire, les lncRNA ont différentes fonctions. Ils peuvent être 

impliqués dans la formation de compartiment cellulaire, dans la régulation de l’expression des 

gènes ou encore dans la régulation de l’activité des protéines (fig 8). 

1. Modes d’action nucléaire 

a. Formation de sous-domaines nucléaires 

Les lncRNA peuvent réguler la formation de sous-domaines nucléaires appelés paraspeckles. 

Ces structures sont composées de protéines impliquées dans le transport des ARNm, de 

facteurs d’épissage, d’ARNm en cours de maturation et d’ARN non codants. Plusieurs études 

ont montré que l’ARN non codant NEAT1 (nuclear enriched autosomal transcript 1) est 

essentiel à la formation de ces domaines. En effet, dans les cellules souches embryonnaires, 

où NEAT1 n’est pas exprimé, les paraspeckles ne sont pas formés (Chen & Carmichael, 2009). 

A l’inverse, dans les cellules en différenciation, une augmentation du nombre et de la taille des 

paraspeckles a été retrouvée associée à une augmentation de l’expression de NEAT1 

(Sunwoo et al., 2009). Par ailleurs, des expériences d’imagerie sur des cellules où l’expression 

de NEAT1 est sous l’action d’un promoteur inductible ont montré que la formation des 

paraspeckles se produit uniquement lorsque cet ARN est transcrit (Mao et al., 2011). Un 

second ARN non codant MALAT1/NEAT2 (Metastasis-associated lung adenocarcinoma 

transcript 1) est également localisé dans les paraspeckles ; cependant il n’est pas essentiel à 

l’intégrité de ce domaine nucléaire contrairement à NEAT1 (Bernard et al, 2010 ; Tripathi et 

al., 2010 ; Nakagawa et al., 2012). Ce dernier est conservé entre les espèces, ce qui lui 

suggère un rôle important dans la cellule. En effet, il a été mis en évidence que NEAT2 est 

capable de se fixer sur des facteurs d’épissage SR, notamment la protéine SF2/ASF, et d’en 

modifier leur phosphorylation. Cependant, bien que MALAT1 soit associé à un mauvais 

pronostic dans les cancers, des souris déficientes en MALAT1 sont viables et ne possèdent 

pas de retard de croissance (Eißmann et al., 2012) ; ceci suggère la présence d’autres ARN 

assurant les fonctions de MALAT1 dans la cellule.  
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Figure 9. Stabilité chromosomique. (A) Sur un télomère normal, l’extrémité 

chromosomique, constituée du motif répété UUAGGG, est assez longue pour être reconnue 

par les protéines du complexe Shelterin, notamment Rap1. Ce complexe, en se fixant sur 

ces extrémités, permet la formation de la boucle T et empêche l’expression de l’ARN non 

codant TERRA. (B) Lorsque les télomères sont courts, les protéines du complexe Shelterin 

ne sont plus associées aux motifs répétés. La boucle T ne se forme plus et l’ARN non codant 

TERRA est exprimé. Cet ARN non codant recrute alors l’ARN TERC et la télomèrase TERT. 

L’unité minimale catabolique de la télomèrase est ainsi constituée au niveau des télomères 

courts. Elle permettra l’ajout de motifs UUAGGG en tandem à ces extrémités, ce qui 

augmentera leur taille et les protégera de l’action d’exonucléases. (adapté de Cusanelli et 

al., 2013). 
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b. Stabilité chromosomique 

Les longs ARN non codants ont un rôle majeur dans la stabilité chromosomique. L’extrémité 

des chromosomes est composée d’un motif répété UUAGGG. Ce motif est reconnu par un 

certain nombre de protéines : TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TPP1 et POT1. Elles forment le 

complexe « Shelterin » qui permettra la formation de la boucle T à chaque extrémité 

chromosomique (Artandi & DePinho, 2010). Cette boucle protège les chromosomes de l’action 

des exonucléases. A chaque cycle de réplication, une partie des télomères est éliminée, faute 

de matrice à répliquer. Lorsque les télomères sont courts, la boucle T ne peut plus se former, 

les extrémités chromosomiques sont alors reconnues comme des cassures doubles brins 

susceptibles d’être dégradées par les exonucléases. La télomèrase reconnait ces 

chromosomes courts, elle y ajoute un motif répété ; ce qui permet d’allonger les extrémités 

chromosomiques et ainsi de protéger les chromosomes de la dégradation. La télomèrase est 

constituée de la protéine TERT, qui est une Telomerase reverse transcriptase, et de l’ARN 

non codant TERC (Telomerase RNA component), qui sert de matrice à la télomèrase. Une 

fois associée au télomère, cette enzyme va ajouter ces séquences répétées aux extrémités 

qui seront reconnues par les protéines du complexe Shelterin et la boucle T se formera de 

nouveau.  

Un second ARN non codant est impliqué dans le maintien des télomères : TERRA (Telomeric 

Repeat containing RNA). Cet ARN est transcrit par l’ARN polymérase II, il est rarement 

polyadénylé (7% des cas) et est nucléaire. TERRA est transcrit à partir d’une région riche en 

CpG subtélomérique des chromosomes, sa longueur peut varier de 100 à 9000 bases paires 

(bp). Cet ARN est transcrit uniquement lorsque les télomères sont courts (fig 9). Lorsqu’il est 

transcrit, il s’associe au télomère de son chromosome d’origine. Il a souvent été admis que 

TERRA était en compétition avec la télomèrase pour se fixer sur les télomères (Artandi & 

DePinho, 2010; Feuerhahn et al., 2010). Récemment, Cusanelli et collaborateurs ont mis en 

évidence que TERRA était capable de s’associer à la télomèrase (TERT) ainsi qu’à l’ARN 

TERC (Cusanelli et al., 2013). De plus, ils ont également observé que l’association 

TERRA/télomère permet une mise en conformation de l’extrémité chromosomique favorable 

à l’activité de la télomèrase. Il semblerait donc que TERRA possède un rôle d’ARN « scaffold » 

et que son association avec la télomèrase favorise l’activité de cette dernière. Lorsque la 

télomèrase est recrutée au niveau des télomères courts, elle va ajouter plusieurs fois le motif 

UUAGGG à l’extrémité du chromosome. Elle ajoute en moyenne 200 nts mais elle peut en 

ajouter jusque 400. Ceci permettra au chromosome de reformer sa boucle T et ainsi de le 

protéger de la dégradation et donc de le stabiliser. Ce processus est retrouvé dans les cellules 

en prolifération, non différenciées ; c’est pourquoi, l’ensemble de ces études a été réalisé dans 

des levures. 
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Figure 10. Mécanisme d’inactivation du chromosome X. (A) Composition du centre 

d’inactivation du chromosome X (Xic). Les gènes du Xic permettent l’expression de plusieurs 

ARN non codants (Xist, Tsix, Jpx) impliqués dans la régulation de l’inactivation du 

chromosome X chez les mammifères. (B) A partir du chromosome X actif, le gène Tsix 

s’exprime en un ARN non codant qui recrute Dnmt3a. Cette enzyme est responsable de la 

méthylation du promoteur de Xist sur cet allèle et par conséquent empêche l’expression de 

ce gène. Ce chromosome restera donc actif dans la cellule. Sur le chromosome inactif, 

l'expression de l’ARN non codant Jpx favorise l’expression de Xist. Cet ARN va alors se 

fixer au complexe PRC2 via son motif RepA et induire l’inactivation du chromosome. (C) 

Lorsque Xist est exprimé, il recrute le complexe PRC2 et en s’associant avec son 

chromosome d’origine, il induit la méthylation du chromosome. Cette méthylation se réalise 

de proche en proche le long du chromosome X. 
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c. Régulation de l’expression des gènes 

Les lncRNA peuvent réguler l’expression des gènes par des modifcations épigénétiques. 

L’épigénétique est l’étude des changements héréditaires dans la fonction des gènes, ayant 

lieu sans altération sur la séquence ADN. Ils sont également capables de moduler l’activité du 

complexe d’initiation de la trancription.  

L’inactivation du chromosome X 

Au cours du développement embryonnaire, les modifications épigénétiques permettent, entres 

autres, l’inactivation de l’un des deux chromosomes X chez la Femme.  

Il s’agit du processus épigénétique le plus décrit et le plus étudié. Elle est permise par 

l’expression différentielle de trois ARN non codants : Xist, Tsix et Jpx. L’ARN non codant Xist 

est l’un des premiers à avoir été découvert chez les mammifères (Brockdorff et al., 1992 ; 

Brown et al., 1992). Cet ARN non codant est responsable de l’inactivation de l’un des deux 

chromosomes X chez la femme. Il a une taille comprise entre 17 et 20kb et son expression est 

régulée par l’ARN non codant Tsix (Lee, 2012). Ces deux ARN non codants (Xist et Tsix) sont 

transcrits à partir du centre de régulation : le centre d’inactivation du chromosome X (Xic). 

Lorsque Tsix est exprimé, il recrute une ADN méthyltransférase (Dnmt3a) qui méthylera l’ADN 

et empêchera ainsi l’expression de Xist ; le chromosome sera donc actif (fig 10). A l’inverse, 

sur le second chromosome X, l’expression de l’ARN Jpx active l’expression de Xist en trans. 

Une fois transcrit, Xist recrute le complexe polycomb PRC2 par l’intermédiaire de motifs 

répétés RepA et s‘associe à son chromosome d’origine. Sur celui-ci, le complexe PRC2 induira 

une triméthylation de la lysine 27 de l’histone H3 ; cette marque épigénétique sera responsable 

de l’inactivation de ce chromosome X (Brockdorff et al., 2013) (fig 10). L’inactivation de l’un 

des deux chromosomes X chez la Femme est donc un exemple de compensation génique. Ce 

mécanisme permet ainsi un équilibre de l’expression des gènes présents sur ce chromosome 

entre les individus.  

A partir du chromosome X actif, une transcription associée au motif RepA a été retrouvée. 

Bien que le rôle de cette transcription ne soit pas encore clairement défini, il semblerait que 

l’ARN RepA fixe les protéines du complexe polycomb et empêche leur action sur ce 

chromosome.  

Ces modifications épigénétiques ont également lieu lors de la mise en place de l’empreinte 

génomique. Un chapitre sera consacré à cette régulation d’expression génique (voir P. 73). 

Régulation de l’expression des gènes HOX 

Les modifications épigénétiques par les lncRNA peuvent aussi avoir lieu en trans. Le premier 

ARN non codant à réguler l’expression des gènes en trans identifié est l’ARN non codant 

HOTAIR (HOX transcript antisense RNA). Cet ARN est exprimé à partir du locus HOX C situé 
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Figure 11. Mécanisme d’action des ARN non codants HOTAIR et HOTTIP. (A) Le 

lncRNA HOTAIR, exprimé à partir du locus HOX C, en s’associant à la protéine EZH2, 

permet le recrutement du complexe PRC2 au locus HOX D. HOTAIR se fixe également avec 

le complexe LSD1/CoREST. Ainsi HOTAIR permet la triméthylation de la lysine 27 et la 

déméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 ; ce qui réprime l’expression des gènes du locus. 

(B) Lorsqu’il est exprimé, HOTTIP est capable de recruter la protéine MLL1 par 

l’intermédiaire de WDR5. La MLL1 (une histone méthyltransférase) va méthyler la lysine 4 

de l’histone H3 : une marque activatrice de l’expression des gènes. Cette modification 

permettra l’expression des gènes HOX A. 

En vert : les marques activatrices de l’expression génique. En rose : les marques inhibitrices 

de l’activation génique. (Angrand et al., 2015). 
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sur le chromosome 12. Une fois exprimé, HOTAIR fixe la sous-unité catalytique EZH2 du 

complexe polycomb PRC2. Cette association va alors permettre la triméthylation de la lysine 

27 de l’histone H3 sur le locus HOX D, situé sur le chromosome 2. Cette modification 

épigénétique étant une marque répressive de l’expression, les gènes du locus HOX D ne 

seront pas exprimés (Brockdorff, 2013 ; Bergmann & Spector 2014) (fig 11A).  De plus, il a été 

mis en évidence que HOTAIR fixe la protéine LSD1, une protéine faisant partie du complexe 

répresseur REST. Cette protéine est une histone déméthylase, permettant la perte de 

méthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (une modification activatrice de l’expression des 

gènes). Lorsque LSD1 est associée à HOTAIR, elle permet alors la perte de la marque 

H3K4me3 au niveau du locus HOX D ; ce qui contribue également à réprimer l’expression des 

gènes de ce locus (Tsai et al., 2010). Ainsi, HOTAIR, grâce à ses interactions protéiques, est 

une molécule chaperonne permettant l’inactivation de l’expression des gènes du locus HOX 

D. 

A l’inverse, les lncRNA peuvent également favoriser l’expression des gènes. C’est le cas de 

l’ARN non codant HOTTIP (HOXA transcript at the distal tip) qui est transcrit à partir du locus 

HOX A. Cet ARN est capable de se fixer sur la protéine MLL (Mixed-lineage leukemia) via le 

motif répété WD (WDR5) (Kanhere & Jenner, 2012 ; Bergamm et al., 2014). Cette protéine est 

une histone H3 lysine 4 méthyltransférase. Cette modification épigénétique favorise 

l’expression des gènes. Par ailleurs, des expériences de capture de conformation de la 

chromatine ont montré que HOTTIP, en se fixant sur WRD5/MLL, permet une mise en 

conformation de la chromatine favorable à l’expression des gènes situés à distance de l’unité 

de transcription HOTTIP (Wang et al., 2011) (fig 11B). Cette conformation de la chromatine 

permet à la méthyltransférase (MLL1) associée à HOTTIP de méthyler l’H3K4. Les gènes 

présents dans la boucle seront alors exprimés. HOTTIP joue donc un rôle d’activateur de la 

transcription des gènes du locus HOX A.   

LncRNA et le complexe d’initiation de la transcription 

Dans les cellules, les eRNA ne sont ni épissés ni polyadénylés et sont souvent retrouvés dans 

les exosomes. Cependant, certains peuvent être épissés et polyadénylés, ce sont les 

elncRNA. Ces ARN non codants favorisent l’expression des gènes codants situés à proximité 

de leur loci d’expression. Dans les cellules cancéreuses mammaires (MCF-7), l’expression de 

plusieurs ARN enhancers (TFF1, FOXC12 ou encore CA12) est régulée positivement par le 

17-β-oestradiol (Li et al., 2013). Ils régulent l’expression en cis des gènes situés plus loin sur 

le chromosome en favorisant la formation d’une boucle d’interaction entre les enhancers et 

ces gènes. L’un des gènes cibles de ces eRNA activés par l’oestradiol est le gène codant la 

cohésine.  
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Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence que l’eRNA transcrit à partir des enhancers du 

locus MyoD1 favorise le recrutement de l’ARN polymérase II à ce locus et l’expression des 

gènes de ce site (Mousavi et al., 2013).  

Cependant, dans certains cas, la transcription de l’ARN non codant empêche l’expression du 

gène codant situé en aval. C’est le cas du gène codant pour la déhydrofolate réductase 

(DHFR). Ce gène possède deux promoteurs : un promoteur dit majoritaire qui permet 

l’expression du gène et un promoteur minoritaire situé en amont. Dans les cellules en arrêt de 

cycle, un transcrit court, non codant, exprimé à partir du promoteur minoritaire a été identifié. 

Les auteurs ont également mis en évidence que cet ARN non codant s’associe au facteur de 

transcription TFIIB et empêche ainsi l’activation du promoteur majoritaire. Cependant, cet effet 

est labile puisqu’un ajout de sérum dans le milieu diminue l’expression de l’ARN non codant 

et favorise l’expression de la DHFR (Martianov et al., 2007).  

d. Formation de triplex ARN-ADN•ADN 

Les longs ARN non codants peuvent s’associer à la double hélice de l’ADN, ce qui forme un 

triplex ARN-ADN•ADN. Pour la formation de ce triplex, un appariement de type Hoogsteen est 

nécessaire. Cet appariement permet l’association d’une uridine avec une adénosine. Il est 

possible que la formation de ce triplex oligonucléotidique soit permise par la présence de 

protéines sur l’ARN comme c’est le cas pour le lncRNA Xist. En effet, lorsque Xist est exprimé, 

il se fixe sur son chromosome d’origine et induit l’inactivation de ce dernier. Des études ont 

montré que l’interaction Xist/chromosome X est permise par la protéine YY1 qui est un facteur 

de transcription en doigt de zinc (Jeon & Lee, 2011). Cette protéine, en se fixant sur Xist et sur 

le chromosome X, permet ainsi la formation du triplex et par conséquent l’inactivation du 

chromosome.  

Cependant, dans d’autres cas, il se peut que l’association ARN/protéine empêche la formation 

du triplex. Par exemple, l’ARN non codant Jpx peut se fixer sur la protéine CTCF (CCCTC-

binding factor) (Sun et al., 2013). Il semblerait que cette interaction empêche Jpx d’activer la 

transcription de Xist.  

Le processus de formation mais surtout le rôle de ces triplex sont très controversés. D’autres 

études doivent être réalisées pour mieux les définir.  

2. Modes d’action cytosolique 

a. Précurseur de petits ARN 

Dans le cytosol, les structures secondaires des longs ARN non codants peuvent être 

reconnues par des endonucléases spécifiques type Dicer. Ils seront alors clivés par cette 

enzyme, ce qui générera des petits ARN non codants type siARN, microARN ou encore ARN 
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de transfert dont les fonctions sont détaillées dans le chapitre suivant (voir P. 55). En effet, les 

longs ARN non codants peuvent être précurseurs de microARN. C’est le cas de l’ARN non 

codant linc-MD1 qui génère deux microARN (miR-206 et miR-133b) dans les cellules 

musculaires différenciées et lors de dystrophie musculaire (Cesana et al., 2011).  

Les longs ARN non codants peuvent également être précurseurs de siARN. Par exemple, les 

ARN Xist et Tsix, impliqués dans l’inactivation du chromosome X, sont capables de s’associer 

en duplex et d’être exportés dans le cytosol. Dans ce compartiment, ce duplex d’ARN est 

reconnu par l’enzyme Dicer qui va alors générer un siARN fonctionnel dans la cellule. Cet ARN 

interférant serait nécessaire à l’inactivation du chromosome X chez la femme (Ogawa et al., 

2008). 

Nous pouvons également citer l’ARN non codant MALAT1 dont l’extrémité 3’ est clivée par les 

RNase P et RNase Z. Ce clivage génère un ARN de transfert de 61 bp et l’ARN MALAT1 

d’environ 6700 bp qui est localisé dans les paraspeckles (Wilusz et al., 2008). 

 

b. Eponge à ARN  

Les lncRNA peuvent interagir avec des microARN pour les empêcher de se fixer sur leurs 

ARNm cibles : ce sont des éponges à microARN (competitive endogenous RNA, ceRNA). Les 

éponges à microARN peuvent se présenter sous différentes formes (fig 12). Nous pouvons 

citer par exemple, l’ARN non codant RoR (Regulator of Reprogramming) qui est impliqué dans 

le maintien des cellules souches, d’où son nom (Loewer et al., 2010). En effet, il a été mis en 

évidence que le lincRNA-RoR était capable de fixer le microARN-145. Ce microARN réprime 

l’expression des gènes Sox2, Oct3/4 et Nanog ; protéine impliquée principalement dans la 

formation et le maintien des cellules souches (Wang et al., 2013). Ainsi le lincRNA-RoR, en 

fixant le miR-145, favorise l’apparition et le maintien des cellules souches.  

Par ailleurs, le lncRNA LINCMD1, qui est spécifique des cellules musculaires, est capable de 

fixer les microARN miR-133 et miR-135 (Geisler & Coller, 2013). Ces deux microARN sont 

connus pour réprimer l’expression des ARNm MALM1 (mastermind-like 1) et MEF2C (myocyte 

enhancer factor 2) : deux facteurs de transcription impliqués dans l’expression de gènes 

spécifiques de la cellule musculaire. Ainsi, de manière indirecte, le LINCMD1 active 

l’expression de ces facteurs en se fixant sur les miR-133 et 135.  

Récemment, des éponges à microARN plus stables ont été mises en évidence : ce sont les 

circular RNA (circRNA ou ciRNA). Ces deux formes d’éponges sont issues de l’épissage des 

exons. Les circRNA peuvent être constitués d’exons et d’introns alors que les ciRNA sont 

constitués uniquement d’introns (Zhang et al., 2013b). Comme les ceRNA, ces ARN non 

codants circulaires fixent des microARN et les empêchent d’agir dans la cellule. C’est le cas  
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Figure 12. Modulation de l’effet des microARN par les longs ARN non codants. Les 
éponges à microARN peuvent se présenter sous différentes formes. Les longs ARN non 
codants, les pseudogènes et les ARN circulaires servent de leurre au microARN. Les ARN 
circulaires, issus de l’épissage alternatif des ARNm, sont plus stables que les autres types 
d’éponges connus. Les longs ARN non codants antisens peuvent interagir avec les ARNm 
transcrits à partir du même locus et par conséquent masquer le site de fixation du microARN. 
(adapté de Kartha & Subramanian, 2014). 
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par exemple, du circRNA CDR1as qui agit comme une éponge des miR-7 (Geisler & Coller, 

2013)  (fig 12). 

Cependant, quelques différences entre ces deux types d’éponges sont à noter. La formation 

des ciRNA est permise par la présence d’un site consensus en 5’ du site d’épissage ; tandis 

que la formation des circRNA est permise par l’absence de queue polyA sur l’ARNm.  

De plus, les ciRNA sont plutôt nucléaires et régulent l’expression de leur propre gène alors 

que les circRNA sont cytosoliques et jouent un rôle d’éponge (Zhang et al., 2013b; Hansen et 

al., 2013; Memczak et al., 2013). En effet, le ciRNA intronique ankrd52 régule positivement 

l’expression du gène auquel il est associé en se fixant sur la machinerie d’élongation de la 

transcription par l’ARN polymérase II.  

L’ARN non codant PTENP1 est produit à partir d’un pseudogène situé en position 9p13.3. Il 

possède une forte homologie de séquence avec l’ARNm PTEN. Ces deux ARN, PTEN et 

PTENP1, sont en compétition pour les mêmes sets de microARN (miR-17, miR-21, miR-214, 

miR-19 et miR-26) puisque des sites de fixation pour ces derniers sont présents sur les deux 

ARN (Poliseno et al., 2010) (fig 12). Une corrélation positive entre l’expression de PTEN et 

PTENP1 est retrouvée dans une série de tumeur. Un faible niveau d’expression du 

pseudogène permet de restaurer l’expression de l’ARNm PTEN dans les tissus. L’ARN non 

codant PTENP1, grâce à sa fonction d’éponge à microARN, possède donc un rôle de 

suppresseur de tumeur. 

Les lncRNA peuvent aussi masquer le site de fixation du microARN en interagissant avec 

l’ARNm. Ce mode d’action est surtout décrit pour les lncRNA synthétisés en orientation 

antisens de gènes codants : BACE-AS (Alzheimer-associated β-secretase-1) par exemple. 

Cet ARN non codant forme un ARN double brin lorsqu’il s’associe avec l’exon 6 de l’ARNm 

BACE. Lorsque ce duplex est formé, le site de fixation du miR-485-5p sur l’ARNm est masqué, 

le microARN ne peut plus interagir avec cette cible (fig 12). Par conséquent, une augmentation 

de protéine BACE est observée dans les cellules. Cette protéine étant une enzyme impliquée 

dans le clivage de la protéine pre-amyloïde, une synthèse plus élevée de peptide Aβ1-42 a 

été mis en évidence lorsque BACE-AS est exprimé. Ce peptide s’agrège en plaques, 

nommées plaques d’amyloïdes, dans le cerveau. L’apparition de ces plaques est responsable 

de la maladie d’Alzheimer (Faghihi et al., 2008, 2010).    

Ainsi, les lncRNA, en fixant des microARN ou en masquant leur site de fixation sur les ARNm 

cibles, altèrent la fonction des microARN.  
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c. Interaction lncRNA/protéine 

Les lncRNA sont capables d’interagir avec les protéines et d’en moduler leur fonction. L’ARN 

non codant gadd7, qui est induit par la lumière UV, influence la stabilité des ARNm dans la 

cellule en se fixant sur la protéine TDP43 (TAR DNA-binding protein 43) (Geisler & Coller, 

2013). Cette protéine est impliquée dans l’épissage alternatif des ARNm, dans le transport des 

ARNm du noyau au cytosol, dans la traduction des ARNm mais aussi dans le contrôle de leur 

stabilité. Elle est notamment impliquée dans le saut de l’exon 9 de l’ARNm CFTR, ce qui se 

traduit par un phénotype de fibrose cystique. L’invalidation de TDP43 permet de restaurer une 

protéine CFTR fonctionnelle (Ayala et al., 2006). Lorsqu’elle est associée à l’ARN non codant 

gadd7, sa fonction est réprimée. Un second ARN non codant, MALAT1, réprime également la 

fonction de cette protéine en la piégeant dans le noyau. Cibler TDP43 ou favoriser son 

association avec les ARN non codants gadd7 et MALAT1 peut avoir un interêt thérapeutique 

chez les individus atteints de la mucoviscidose.   

Dans ce précédent cas, l’association lncRNA-protéine réprime l’activité de la protéine dans la 

cellule. Dans d’autres cas, l’association lncRNA-protéine peut favoriser l’action de la protéine. 

En effet, l’association de l’ARN non codant SRP (signal recognition particule) avec 6 protéines 

permet la formation d’un complexe ribonucléoprotéique (RNP) qui est nécessaire à la mise en 

conformation des protéines lors de leur synthèse. L’ARN SRP reconnait le peptide naissant 

dans le cytosol de la cellule et sa présence dans le RNP permet au peptide naissant d’être 

conduit au réticulum endoplasmique. Ainsi, la protéine en cours de synthèse pourra être 

formée correctement et avoir les bonnes conformations et modifications post-traductionnelles 

(Grotwinkel et al., 2014).  

Les longs ARN non codants peuvent aussi s’associer aux protéines du complexe polycomb 

(EZH2 notamment). Cette association permet alors de cibler ce complexe sur le promoteur de 

certains gènes et de réguler l’expression de ces gènes par des modifications épigénétiques 

(voir P. 43).  

Un long ARN non codant peut avoir plusieurs modes d’actions dans la cellule. C’est le cas par 

exemple du lincRNA-RoR. Cet ARN non codant peut être une éponge à ARN mais il peut 

également se fixer sur la protéine P53 et altérer sa fonction (Zhang et al., 2013a).  

La fonction des longs ARN non codants dans la cellule a fait l’objet de deux revues dans des 

journaux soumis à comité de lecture. (Annexe 1 et Annexe 2) (voir  P. 317). 
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III. Les ARN non codants dans la glande mammaire et sa tumorigenèse 

Comme nous l’avons décrit précédemment, la glande mammaire est une structure en 

constante évolution chez la femme. En effet, au rythme des grossesses, les alvéoles se 

développent et atteignent leur maximum de différenciation lors de la lactation. Lorsque la 

période de sevrage est terminée, une involution de la glande mammaire est constatée, avec 

principalement la régression des alvéoles. Ce potentiel de croissance et de différenciation est 

notamment permis par les cellules souches présentes dans la glande mammaire. Plusieurs 

études microarray ont mis en évidence l’expression d’ARN non codant dans la glande 

mammaire de souris (Shore & Rosen, 2014). De plus, dans les tissus néoplasiques, une 

expression aberrante de ces ARN non codants a été constatée. Bien que peu étudiés, les ARN 

non codants semblent donc être impliqués dans la formation du tissu mais aussi dans sa 

cancérisation.  

1. ARN non codant et développement de la glande mammaire 

La glande mammaire est en constante évolution : pendant la grossesse, la prolifération des 

acini est maximale ; à la lactation, la différenciation des bourgeons terminaux permet la 

production de lait. Plusieurs études ont révélé l’implication des ARN non codants dans la 

prolifération et la différenciation alvéolaire au cours de la grossesse. Par exemple, l’ARN non 

codant SRA1 (Steroid receptor RNA activator 1) permet la prolifération cellulaire, le 

développement du réseau de canaux galactophores et la différenciation des cellules 

alvéolaires (Lanz et al., 1999, 2003). Cet ARN non codant est également impliqué dans la 

différenciation cellulaire dans d’autres tissus (le muscle par exemple) (Caretti et al., 2006 ; Xu 

et al., 2010a).   

 

Deux autres ARN non codants sont principalement impliqués dans le contrôle de la 

différenciation des alvéoles. En effet, l’ARN non codant PINC (Pregnancy induced non-coding 

RNA) est surexprimé lors de la grossesse dans les cellules alvéolaires (Hansji et al., 2014). A 

la naissance, son niveau d’expression diminue, permettant ainsi la différenciation des cellules 

épithéliales et la production de lait (Ginger et al., 2001 ; Askarian-Amiri et al., 2011). Lors de 

la phase d’involution, son expression augmente à nouveau. Ainsi, cet ARN non codant permet 

de maintenir les cellules alvéolaires dans un état indifférencié et par conséquent d’empêcher 

la lactation.  

L’ARN non codant Zfas1 se comporte de façon similaire à l’ARN PINC. Il est exprimé dans les 

cellules alvéolaires lors de la grossesse et l’involution et son expression diminue à la lactation 

(Shore & Rosen, 2014).  
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Figure 13. Implication des ARN non codants dans la glande mammaire normale et 

cancéreuse. Dans la glande mammaire normale, plusieurs ARN non codants agissent 

comme gène suppresseur de tumeur (ZFAS1, PTENP1, MEG3, GAS5). Lors de la 

tumorigenèse, l’expression de certains ARN non codants favorise la progression tumorale 

et augmente l’agressivité de la tumeur (UCA, LSINCT5, H19, SRA, HOTAIR, treRNA). 

(Adapté de Shore & Rosen, 2014). 
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Enfin, notre équipe a mis en évidence que l’ARN non codant H19 est également impliqué dans 

la prolifération des cellules alvéolaires lors de la grossesse (Adriaenssens et al., 1999). Le rôle 

de cet ARN dans la glande mammaire sera décrit plus tard dans le manuscrit (voir P. 73). 

2. ARN non codant et cancer du sein 

Dans les cancers du sein, une expression aberrante de plusieurs ARN non codants a été 

constatée. Comme pour les ARNm, les ARN non codants peuvent être des oncogènes ou des 

gènes suppresseurs de tumeur. Dans ce paragraphe, quelques exemples de lncRNA 

impliqués dans la tumorigenèse de la glande mammaire seront décrits. 

a. Les ARN non codants suppresseurs de tumeur 

L’expression de l’ARN non codant MEG3 (Maternally expressed gene 3) dans les tumeurs 

mammaires est diminuée, laissant penser que ce dernier possède une fonction de gène 

suppresseur de tumeur. En effet, une surexpression ectopique de MEG3 permet une 

diminution de prolifération, d’angiogenèse et une augmentation de l’apoptose des cellules 

cancéreuses mammaires (Zhou et al., 2007; Gordon et al., 2010).  

Dans les cancers du sein, l’expression d’un second ARN non codant est diminuée : GAS5 

(growth arrest-specific transcript 5). Cet ARN non codant se fixe sur les récepteurs aux 

glucocorticoïdes, par l’intermédiaire de deux sites de fixation en forme de tige-boucle ; ce qui 

empêche l’interaction de ces derniers avec leurs cibles usuelles et par conséquent empêche 

leur activation (Kino et al., 2010). Ces récepteurs sont impliqués dans le contrôle de la 

croissance cellulaire, de la survie et du métabolisme. Lorsque GAS5 est surexprimé dans des 

cellules cancéreuses mammaires, une diminution de prolifération cellulaire ainsi qu’une 

augmentation de l’apoptose ont été constatée (Mourtada-Maarabouni et al., 2009). 

Dans les cellules épithéliales mammaires, l’ARN non codant Zfas1 empêche la prolifération et 

la différenciation des cellules, ce qui lui suggère un rôle de suppresseur de tumeur (Askarian-

Amiri et al., 2011 ; Ginger et al., 2006). De plus, dans les carcinomes ductaux de la glande 

mammaire, l’expression de Zfas1 est diminuée. Ces données, associées au paragraphe 

précédent, semblent confirmer son rôle de gène suppresseur de tumeur dans la tumorigenèse 

de la glande mammaire.   

L’expression de ces ARN non codants dans les cellules de la glande mammaire protège celle-

ci de la tumorigenèse (fig 13). 

b. Les ARN non codants oncogènes 

Les ARN non codants oncogènes sont plus décrits que les suppresseurs de tumeur car ils 

induisent une hausse de la prolifération cellulaire ainsi qu’une hausse de la formation de 
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tumeur. La majorité de ces ARN non codants oncogènes est impliquée dans la prolifération et 

la migration/invasion cellulaire. Ils sont donc associés aux carcinomes in situ et invasifs (fig 

13).  

Par exemple, l’expression de l’ARN non codant UCA1 (urothelial carcinoma-associated 1) est 

augmentée dans plusieurs cancers : cancer de la vessie et cancer du sein. Cet ARN non 

codant se fixe sur la protéine hnRNP et empêche la fonction de cette dernière ; ainsi la protéine 

P27 est moins exprimée. Dans les cellules cancéreuses mammaires, une augmentation de 

l’expression d’UCA1 favorise la prolifération cellulaire. A l’inverse des cellules invalidées pour 

l’ARN UCA1 prolifèrent moins et forment des tumeurs plus petites lorsqu’elles sont injectées 

en souris immunodéficientes (Huang et al., 2014; Wang et al., 2006). Par ailleurs, dans les 

carcinomes de cellules squameuses, il semblerait que cet ARN soit impliqué dans la résistance 

à la doxorubicine (Tsang et al., 2007). Dans les cancers du sein, cette fonction n’a pas encore 

été décrite.  

L’ARN non codant HOTAIR est surexprimé dans les cancers du côlon, du foie et du sein 

(Hansji et al., 2014). Cet ARN non codant, en s’associant avec les protéines du complexe 

répresseur PRC2, permet la reprogrammation cellulaire et par conséquent la transformation 

des cellules normales en cellules cancéreuses. Ainsi, les cellules surexprimant HOTAIR ont 

des capacités de prolifération, de migration et d’invasion qui sont augmentées.  

D’autres ARN non codants, impliqués dans l’intégrité du noyau, sont également des 

oncogènes dans les cancers : MALAT1 dans les cancers du poumon et du sein par exemple ; 

LINSCT5 (long stress-induced noncoding trancript 5) dans les cancers ovariens et du sein. 

Ces deux ARN non codants permettent la formation et la maintenance des paraspeckles 

(sous-domaines nucléaires). Des cellules cancéreuses mammaires invalidées pour l’ARN 

LINSCT5 ont des capacités de prolifération diminuées (Silva et al., 2011). De même, lorsque 

MALAT1 est réprimé, un défaut d’épissage de certains transcrits est constaté (Lin et al., 2011). 

Par ailleurs, une perte d’expression de MALAT1 dans les cellules est corrélée à une 

augmentation de l’expression des gènes voisins de cet ARN non codant (Zhang et al., 2012).   

Certains ARN non codants vont favoriser la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) dans 

les cancers. Ces ARN seront alors impliqués dans les processus de migration et d’invasion 

cellulaires ; ils seront donc associés aux métastases. Nous pouvons citer l’ARN non codant 

treRNA (translational regulatory RNA). Cet ARN favorise l’expression du gène Snail : un 

régulateur de l’EMT (Orom et al., 2010). De plus, il est capable de réprimer l’expression de la 

E-cadhérine, ainsi que d’autres marqueurs de cellules épithéliales (Gumireddy et al., 2013). 

Ces effets moléculaires sont associés à une hausse de la migration, de l’invasion cellulaire 
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mais aussi du taux de métastases pulmonaires après injection en souris immunodéficientes. 

Cet ARN non codant est donc associé aux capacités métastatiques des tumeurs.  

Enfin, dans les cancers du sein, nous avons mis en évidence que l’ARN H19 possède un rôle 

d’oncogène. En effet, cet ARN favorise la transition G1/S du cycle cellulaire dans plusieurs 

lignées cellulaires cancéreuses mammaires (Berteaux et al., 2005). Le rôle de l’ARN H19 dans 

la tumorigenèse sera décrit plus tard dans le manuscrit (voir P. 73). 

Les ARN non codants peuvent également induire la résistance des tumeurs aux différents 

traitements. C’est le cas de l’ARN non codant ARA (Adriamycin resistance associated) qui est 

exprimé dans les tumeurs traitées à la doxorubicine (Jiang et al., 2014). Cet ARN non codant 

régule l’activation de plusieurs voies de signalisation, notamment les voies MAP kinase et 

d’adhésion focale. Ainsi, lorsqu’il est surexprimé, cet ARN favorise la prolifération et la 

migration cellulaire, il augmente donc les capacités métastatiques des cellules tumorales.   

En conclusion, les ARN non codants sont impliqués dans le développement de la 

glande mammaire, dans sa cancérisation mais aussi dans les phénomènes 

d’échappement tumoral aux traitements. Il est donc nécessaire d’identifier les différents 

mécanismes mis en place par ces derniers pour induire la progression tumorale et/ou 

les résistances thérapeutiques afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.  
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Les microARN 

Les petits ARN non codants sont divisés en plusieurs groupes : les ARN de transfert (tRNA), 

les microARN (miRNA), les siARN ou encore les ARN se fixant sur les protéines PIWI (piRNA). 

Ce chapitre est principalement consacré à l’étude des microARN : leur découverte, leur 

synthèse et leur fonction dans la cellule.  

I. Découverte des microARN 

1. Découverte des microARN

Le premier microARN, découvert en 1993 chez le ver nématode Caenorhabditis elegans, est 

le microARN lin-4 ; il est généré à partir du gène de même nom (Lee et al., 1993). Les auteurs 

ont montré que l’expression du miRNA lin-4 empêche la traduction de l’ARNm lin-14, un ARNm 

codant pour une protéine nucléaire. A l’époque, ils pensaient que le microARN lin-4 était 

capable d’interagir avec l’ARNm lin-14 grâce à une complémentarité de séquence avec 

l’UTR3’ de cet ARNm. Cette interaction serait responsable de l’inhibition de l’expression de lin-

14 et permettrait le bon développement de la larve. En effet, à la fin de la première étape du 

développement de la larve, une diminution d’expression de lin-14 permet d’initier la seconde 

étape du développement de la larve (Wightman et al., 1993; Olsen et al., 1999).  

Depuis leur découverte, le nombre de microARN identifié n’a cessé d’augmenter. En effet, en 

2014, la base de données miRBase répertoriait 2588 microARN chez l’Homme, 466 microARN 

chez Drosophila melanogaster et 434 microARN chez Caenorhabditis elegans (Ha & Kim, 

2014). Les microARN sont donc les petits ARN les plus abondants dans une cellule somatique. 

2. Nomenclature

A leur découverte, les microARN étaient nommés en fonction de leur phénotype associé : lin-

4 ou let-7 par exemple. Les microARN qui ont ensuite été identifiés par clonage ou par 

séquençage ont reçu un numéro : miR-21, miR-125. Comme pour les protéines, il existe des 

familles de microARN. Tous les microARN appartenant à une même famille possèdent la 

même seed sequence (séquence minimale d’interaction avec son ARNm cible); ils sont 

différenciés par l’ajout d’une lettre : par exemple miR-125a et miR-125b. Les microARN 

appartenant à la même famille sont redondants, c’est-à-dire qu’ils possèdent les mêmes 

ARNm cibles. En 2014, 196 familles de microARN, conservées entre les mammifères, étaient 

identifiées ; ceci reflète de leur importance au cours de l’évolution.  
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Figure 14. Synthèse des microARN. (1) Les microARN sont transcrits par l’ARN 

polymérase II sous forme d’un pri-miRNA. (2) Le pri-miRNA est clivé par une première 

enzyme : Drosha. (3) Obtention d’un pré-miRNA qui est exporté dans le cytosol grâce à 

l’exportine 5. (4) Dans le cytosol, le pré-miRNA est clivé par Dicer : obtention d’un duplex 

de microARN qui est pris en charge par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex). 

(5) Dans ce complexe, le brin passager du duplex est dégradé. (6) Le microARN, alors 

mature, se fixera sur ses ARNm cibles pour induire leur clivage ou l’inhibition de leur 

traduction. (adapté de Garzon et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Les microARN                                                                                                                      

57 
 

Un même microARN peut être transcrit à partir de plusieurs loci différents. Ils sont, dans ce 

cas, différenciés par l’ajout d’un chiffre : miR-125b-1, miR-125b-2. Ils possèderont les mêmes 

ARNm cibles.  

Généralement, un même transcrit peut être précurseur de plusieurs microARN ; il s’agit d’une 

unité polycistronique. Dans cette unité, les microARN n’appartiennent pas à la même famille, 

ils ne possèdent pas la même seed sequence. L’unité polycistronique la plus conservée est le 

cluster impliqué dans le développement bilatéral des animaux : miR-100/let-7/miR-125 (Ha & 

Kim, 2014).  

Les gènes permettant la formation des microARN sont notés : mir-xxx tandis que les microARN 

matures sont notés : miR-xxx (Tetreault & DeGuire, 2013). Les microARN matures sont sous 

forme de duplex d’ARN. Dans ce duplex, le premier brin d’ARN est appelé brin guide ou miR-

xx-5p et le second brin, brin passager ou miR-xx-3p ou miR*. Au cours de la maturation du 

microARN, le brin passager est souvent dégradé. Dans de rare cas, ce brin miR-xx-3p peut 

être fonctionnel dans la cellule et avoir des ARNm cibles.  

En 2006, il était admis qu’environ 30% des gènes codants pour une protéine pouvaient être 

régulés par un microARN (Garzon et al., 2006). En 2014, il était estimé qu’environ 60% des 

gènes codants pour des protéines ont au minimum un site de fixation potentiel à un microARN 

(Ha & Kim, 2014). Un microARN peut réguler l’expression de plusieurs ARNm. L’expression 

d’un ARNm peut être régulée par plusieurs microARN différents. Pour la majorité d’entre eux, 

leur fonction dans la cellule doit encore être identifiée.  

II. Les voies de synthèse des microARN 

A ce jour, deux voies de synthèse sont à l’origine de la formation des microARN : une voie 

majoritaire dite canonique (fig 14) et une voie minoritaire dite non-canonique.  

1. La voie canonique 

a. Formation du pré-miRNA 

Les microARN sont transcrits par l’ARN polymérase II sous forme d’un pri-miRNA. Il possède 

une taille d’environ 1 kilobase (kb) et contient une structure type tige-boucle où la tige possède 

30~35 nts. Généralement, le pri-miRNA est porté par les introns des ARNm, les ARN non 

codants, ou plus rarement, les exons. Lorsqu’il est transcrit, la tige-boucle du pri-miRNA est 

reconnue par la protéine Drosha (RNase III), qui en association avec une protéine 

stabilisatrice : DGCR8, va former le complexe microprocesseur (Denli et al., 2004; Gregory et 

al., 2004 ; Han et al., 2004). Ce complexe va cliver le pri-miRNA pour générer le pré-miRNA. 

Drosha est une endonucléase, de 160 kDa, spécifique des ARN doubles brins. 
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Figure 15. Schéma représentant le pri-miRNA. Sur le pri-miRNA, les séquences UG et 

CNNC en 5’ et 3’ de la tige sont reconnues par le complexe microprocesseur constitué de 

l’enzyme Drosha et son cofacteur DGCR8. Drosha clive alors la tige à 22 nts de l’extrémité 

apicale. Il génère ainsi le pré-miRNA avec une extrémité 5’ phosphorylée et une extrémité 

3’ débordante de 2 nts. (adapté de Ha & Kim, 2014). 
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Elle possède trois domaines importants : 

 Une partie Nt qui lui permet une localisation nucléaire. 

 Une partie intermédiaire qui permet le recrutement de la protéine DGCR8. 

 Une partie Ct qui contient un domaine RNase III (RIIID) en tandem et un domaine de 

liaison aux ARN doubles brins.  

Les domaines RIIIDa et RIIIDb constituent la partie catalytique de l’enzyme. Le domaine RIIIDa 

va cliver l’ARN double à l’extrémité 3’ tandis que le domaine RIIIDb va cliver l’ARN doubles 

brins à l’extrémité 5’. Drosha va générer une extrêmité 3’ débordante de 2 nts (Blaszczyk et 

al., 2001 ; Han, et al., 2004 ;  Zhang et al., 2004a). 

La protéine DGCR8 est un cofacteur essentiel de la synthèse des microARN qui est conservée 

entre les espèces (Pasha chez D. melanogaster ; PASH-1 chez C. elegans). Cette protéine se 

trouve dans le nucléoplasme et possède plusieurs domaines importants pour sa 

fonction (Yeom et al., 2006 ; Han et al., 2006 ; Sohn et al., 2007): 

 Un signal de localisation nucléaire en partie Nt 

 Un domaine de dimérisation et de fixation de l’hème en partie intermédiaire  

 Un domaine de liaison à la protéine Drosha en partie Ct 

Elle possède également deux domaines de liaisons aux ARN doubles brins, ce qui lui permet 

de reconnaitre les pri-miRNA (Yeom et al., 2006).  

Un Knock-out (KO) pour Drosha ou DGCR8 est léthal au stade embryonnaire, ce qui reflète 

du rôle essentiel de ces protéines et par conséquent des microARN au cours du 

développement embryonnaire (Wang et al., 2007b ; Chong et al., 2010). Il a récemment été 

mis en évidence que des motifs UG et CNNC, respectivement en Nt et Ct sur le pri-miRNA, 

permettent au complexe microprocesseur de reconnaitre ce dernier (fig 15) (Auyeung et al., 

2013). Le facteur d’épissage SRp20 (aussi connu sous le nom SRSF3), qui reconnait 

également le motif CNNC, favorise la fixation de Drosha sur le pri-miRNA.  

Lorsque le complexe microprocesseur est associé au pri-miRNA, Drosha va cliver l’ARN 

doubles brins à 22 nts de la jonction apicale (fig 15) en générant une extrémité 5’ phosphorylé 

et une extrémité 3’ débordante de 2 nts (Zeng et al., 2005 ; Han et al., 2006). Le pré-miRNA 

sera ensuite reconnu par un certain nombre de protéine et exporté dans le cytosol.  

La synthèse du pré-miRNA n’affecte pas l’épissage de l’ARNm puisqu’elle a lieu avant celui-

ci (Kim & Kim, 2007). De plus, les microARN pouvant être portés par les introns, le pri-miRNA 

est reconnu lorsque l’ARNm est épissé. La formation du microARN peut affecter la stabilité  
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Figure 16. Schéma représentant le pré-miRNA. Les extrémités 5’ et 3’ du pré-miRNA sont 

reconnues par l’enzyme Dicer et son cofacteur TRBP. Elle va alors cliver la boucle du pré-

miRNA pour former un ARN doubles brins de 22 nts. Ce duplex forme le microARN immature 

constitué du brin guide (rouge) et du brin passager (bleu). (adapté de Ha & Kim, 2014). 
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d’un ARNm si celui-ci est contenu dans l’exon de l’ARNm. Dans ce cas, le clivage de l’ARNm 

par Drosha induit la dégradation de l’ARNm. Ce phénomène se produit lorsque le miR-198 est 

synthétisé puisqu’il est contenu dans l’UTR3’ de FSTL1 (Sundaram et al., 2013). 

b. Export du pré-miRNA dans le cytosol 

L’export du pré-miRNA dans le cytosol est permis par l’exportine 5 : EXP5 (protéine codée par 

le gène XPO5). L’exportine 5 va former un complexe avec la protéine nucléaire RAN●GTP et 

le pré-miRNA (Bohnsack et al., 2004 ; Lund et al., 2004). 

Dans le pore nucléaire, le GTP est hydrolysé, le complexe va alors se dissocier et libérer le 

pré-miRNA  dans le cytosol de la cellule.  

L’export des pré-miRNA est augmenté lors de dommages à l’ADN de manière ATM 

dépendante (Melo et al., 2010 ; Wan et al., 2013). Une irradiation ou des UV induisent des 

cassures doubles brins à l’ADN. Ces cassures vont activer la protéine ATM qui activera, à son 

tour, la protéine ATR. Cette dernière va phosphoryler la nucléoporine NUP153. NUP153 

phosphorylée interagit avec l’exportine 5, ce qui permet d’augmenter l’export des pré-miRNA 

dans le cytosol.  

c. Maturation du pré-miRNA dans le cytosol 

Dans le cytosol, le pré-miRNA est clivé par une seconde endonucléase : Dicer. Cette enzyme 

va générer un duplex de microARN de 22 nts qui sera pris en charge par le complexe RISC 

(RNA-induced silencing complex) (Bernstein et al., 2001 ; Grishok et al., 2001 ; Hutvagner et 

al., 2001 ; Ketting et al., 2001 ; Knight & Bass, 2001). Dicer est une endonucléase, de 200kDa, 

de type RNase III. Cette protéine est composée de trois domaines importants (fig 16) (Macrae 

et al., 2006 ; Park et al., 2011 ; Tsutsumi et al., 2011 ; Tian et al., 2014) : 

 En partie Nt : une hélicase qui reconnait le pré-miRNA et qui interagit avec la boucle 

de ce dernier 

 En partie intermédiaire : un domaine PAZ (PIWI/AGO/ZWILLE) qui interagit avec la 

partie terminale du pré-miRNA.  

 En partie Ct : un domaine RNase III en tandem qui va former le centre catalytique de 

la protéine 

Dicer, grâce à son domaine PAZ, reconnait à la fois l’extrémité 5’ phosphorylée et l’extrémité 

3’ débordante du pré-miRNA (Zhang et al., 2004). Le domaine PAZ en se fixant sur ces deux 

extrémités crée une poche dans lequel le pré-miRNA sera piégé (fig 16). Cette poche permet 

aux domaines hélicase et RNase III de la protéine Dicer de se retrouver au niveau de la boucle 

du pré-miRNA. La distance entre les domaines PAZ et RNase III joue donc un rôle de 

« règle moléculaire ». Dicer pourra alors cliver le pré-miRNA à la base de cette boucle pour 
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générer le duplex de microARN : ARN doubles brins de 22 nts (Park et al., 2011 ; Tian et al., 

2014). Dicer clive le pré-miRNA à une distance comprise entre 21 et 25 nts de chacune des 

extrémités du pré-miRNA.  

Chez D. melanogaster, il existe deux protéines Dicer : Dicer 1 et Dicer 2. L’association du pré-

miRNA avec la protéine Dicer est fonction de la structure de ce pré-miRNA. Dicer 1 est associé 

aux miRNA tandis que Dicer 2 est associé aux siRNA (Lee et al., 2004). Chez l’Homme, il 

n’existe qu’une seule protéine Dicer qui est en charge à la fois des miRNA et des siRNA.  

Un knock-out de la protéine Dicer est léthal chez la souris au stade embryonnaire (Bernstein 

et al., 2003). Ceci montre encore une fois l’importance des microARN au cours du 

développement.  

Comme la RNase Drosha, Dicer peut être associée à des cofacteurs : TRBP (TAR RNA 

binding protein) et PACT (double strand RNA binding domain) (Chendrimada et al., 2005 ; 

Haase et al., 2005 ; Lee et al., 2006). Cependant, à l’inverse des cofacteurs associés à Drosha, 

la fonction de ces derniers est encore mal définie à ce jour.  

d. Maturation du duplex de microARN 

Le duplex de microARN généré par Dicer va ensuite être pris en charge par une protéine de 

type Argonaute (AGO) pour former le complexe RISC (Tabara et al., 1999 ; Hammond et al., 

2001 ; Mourelatos et al., 2002). Au sein de ce complexe, le microARN poursuit sa maturation : 

le brin passager du duplex est dégradé.  

Les protéines de type Argonaute sont divisées en plusieurs classes : AGO, PIWI et Worm-

specific AGO (WAGOs). Les protéines AGO sont des protéines ubiquitiaires, présentes dans 

le complexe RISC. Elles permettent la maturation des microARN, des siARN mais aussi leur 

fonction sur les ARNm cibles. Les protéines PIWI sont spécifiques des cellules germinales et 

elles sont principalement associées aux piARN.  

La protéine AGO est constituée de plusieurs domaines contenus dans deux lobes principaux 

(Song et al., 2004 ; Ma et al., 2005 ; Parker et al., 2005 ; Wang et al., 2008b) : 

 Lobe Nt : il contient un domaine Nt et un domaine PAZ 

 Lobe Ct : il contient un domaine MID (middle) et un domaine PIWI 

Le domaine PIWI possède une structure similaire à la RNase H et permet le clivage de l’ARNm 

cible entre les nucléotides 10 et 11 du microARN (Liu et al., 2004 ; Song et al., 2004 ; Parker 

et al., 2005).  
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Chez l’Homme, il existe 4 protéines AGO (1, 2, 3, 4) qui peuvent former le complexe RISC. La 

protéine AGO2 permet de cliver l’ARNm ciblé tandis que les 3 autres protéines (AGO1, AGO3 

et AGO4) empêchent la traduction de l’ARNm. 

Comme pour les protéines Drosha et Dicer, un KO AGO2 est léthal au stade embryonnaire 

(Liu et al., 2004).  

Chez D. melanogaster, la protéine AGO1 prendra en charge les miRNA possédant un U en 

position 5’. La protéine AGO2 prendra en charge les siRNA possédant un C en position 5’ 

(Okamura et al., 2004 ;  Förstemann et al., 2007 ; Tomari et al., 2007). Chez l’Homme, les 4 

protéines AGO prennent en charge les miRNA et siRNA sans aucune distinction (Meister et 

al., 2004 ; Liu et al., 2004 ;  Azuma-Mukai et al., 2008 ; Su et al., 2009 ;  Yoda et al., 2010 ; 

Dueck et al., 2012). Le chargement du complexe RISC est encore mal compris mais il se 

pourrait que les protéines Dicer et TRBP y jouent un rôle (Chendrimada et al., 2005 ;  Gregory 

et al., 2005 ; Maniataki & Mourelatos, 2005 ; Miyoshi et al., 2005; MacRae et al., 2008). 

Cependant, un KO Dicer n’empêche pas les siRNA de s’associer au complexe RISC ; la 

protéine Dicer n’est donc pas indispensable au chargement de ce complexe (Kanellopoulou 

et al.,  2005 ; Murchison et al., 2005). 

Dans un premier temps, le complexe RISC est immature : pré-RISC puisque le duplex de petits 

ARN (siRNA ou miRNA) est formé. Après chargement du RISC, le brin passager du duplex 

est éliminé. S’il y a un mésappariement au centre du duplex, l’endonucléase C3P0 va cliver le 

brin passager pour générer un RISC mature (Matranga et al., 2005 ; Miyoshi et al., 2005 ;  

Rand et al., 2005 ; Leuschner et al., 2006 ; Diederichs & Haber, 2007 ; Liu et al., 2009 ; Ye et 

al., 2011). Un mésappariement entre les nucléotides 2-8 et 12-15 peut également permettre 

un désassemblage du duplex de microARN de façon ATP-indépendant (Tomari et al., 2004, 

2007 ; Yoda et al., 2010). Cependant, il est très rare qu’il y ait un mésappariement dans un 

duplex de microARN, le brin passager d’un microARN n’est donc pas éliminé de cette manière. 

Par ailleurs, dans un duplex de microARN, aucune marque spécifique n’a été identifiée pour 

discriminer le brin guide du brin passager. A ce jour, nous savons que le brin possédant une 

extrémité 5’ moins stable thermodynamiquement sera le brin guide du duplex ; l’autre brin sera 

le brin passager, il sera éliminé (Khvorova et al., 2003 ; Schwarz et al., 2003). La faible stabilité 

du brin guide pourrait faciliter la dissociation du microARN de son ARNm cible (Kawamata & 

Tomari, 2010). De plus, la présence d’un U en position Nt peut être aussi la caractéristique du 

brin guide (Lau et al., 2001 ; Czech et al., 2009 ; Hu et al., 2009 ; Okamura et al., 2009 ; 

Ghildiyal et al., 2010). Après la dissociation du duplex, le brin passager est rapidement 

dégradé. Le complexe RISC est alors mature, il va pouvoir scanner tous les ARNm dans la 

cellule pour permettre la fixation du microARN qu’il contient sur ses cibles. Ainsi, les modalités  
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Figure 17. Autres voies de synthèse des microARN: voie non canonique. A. Voie 

Drosha indépendante. Lors de l’épissage des ARNm, les introns peuvent être reconnus 

comme des pré-miRNA nommés mirtrons. Ils sont pris en charge par l’enzyme Dicer pour 

générer un ARN doubles brins. Dans quelques cas, l’action d’exonucléase 5’-3’ ou 3’-5’ est 

nécessaire. Les ARN de transfert, après action de RNase Z et P, peuvent aussi former un 

pré-miRNA reconnu par Dicer. B. Voie Dicer indépendante. Lorsque que Drosha clive son 

substrat, elle génère un pré-miRNA d’une taille de 18 nts ne pouvant pas être reconnu par 

Dicer. Ce pré-miRNA est reconnu par le complexe RISC qui dégradera la boucle et 

permettra la maturation du microARN. (adapté de Yang & Lai, 2011). 
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de maturation (brin guide, brin passager, mécanisme de dissociation du duplex) du pré-RISC 

sont encore mal définies.   

Le brin guide du duplex est prédominant dans la majorité des tissus. Cependant, dans certains 

cas, le brin passager du duplex peut aussi avoir des ARNm cibles. Nous pouvons, par 

exemple, citer le miR-675-5p (brin guide) qui agit dans le colon et le miR-675-3p (brin 

passager) qui possède un rôle dans le placenta (Tsang et al., 2010 ; Keniry et al., 2012). Ces 

deux microARN sont générés par l’ARN non codant H19 (Cai & Cullen, 2007). 

2. Les voies non canoniques 

Les microARN peuvent être synthétisés de façon Drosha ou Dicer-indépendante. Ces voies 

de synthèse non canoniques sont moins fréquentes. 

a. La voie non canonique Drosha-indépendante 

Dans le cytosol, lors de l’épissage des ARNm, les introns excisés peuvent être reconnus par 

l’enzyme Dicer comme étant des pré-miRNA (fig 17). A partir de ces introns, nommés mirtrons, 

Dicer va générer un duplex d’ARN qui sera ensuite recruté dans le complexe RISC pour y être 

maturé (Berezikov et al., 2007 ; Okamura et al., 2007 ;  Ruby et al., 2007). Cette voie de 

synthèse ne nécessite donc pas l’action de l’enzyme Drosha. Parfois, l’intervention de RNase 

est nécessaire pour digérer les extrémités 5’ et/ou 3’ de l’intron épissé et ainsi permettre sa 

reconnaissance par l’enzyme Dicer (Flynt et al., 2010).  

Les microARN peuvent également provenir d’ARN de transfert (Babiarz et al., 2008). Ces ARN 

de transfert sont des petits ARN transcrits par l’ARN polymérase de type III. Nous pouvons 

citer l’ARN de transfert à l’isoleucine (tRNA-Ile) qui peut être digéré par deux RNases : la 

RNase P et la RNase Z. Ces deux RNases digèrent l’ARNt respectivement aux extrémités 5’ 

et 3’. Cette digestion génère un substrat semblable au pré-miR qui sera reconnu par Dicer. 

L’action de cette endonucléase permet ensuite la formation du miR-1983 (Babiarz et al., 2008).   

Lors de la transcription de certaines parties du génome par l’ARN polymérase III, des petits 

ARN ayant une structure secondaire type épingle à cheveux peuvent être formés. Ils sont 

reconnus par l’exportine 1 qui les exportera dans le cytosol de la cellule. Dans ce compartiment 

cellulaire, ces petits ARN seront reconnus par l’enzyme Dicer qui va alors cliver la boucle de 

l’épingle et former un duplex de microARN (Ha & Kim, 2014).  

b. La voie non canonique Dicer-indépendante 

A ce jour, un seul microARN synthétisé par cette voie a été identifié ; il s’agit du miR-451 

(Cheloufi et al., 2010 ; Cifuentes et al., 2010 ; Yang et al., 2010). Ce microARN, sous la forme 

pri-miR-451 est dans un premier temps clivé par l’enzyme Drosha dans le noyau de la cellule 
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Figure 18. Mode d’action des microARN. (A)  La protéine AGO2, associée aux protéines 

GW182 et DCP1/2, permet la déstabilisation de l’ARNm en dégradant la queue polyA ainsi 

que la coiffe en 5’. (B) Les microARN associés au complexe RISC se fixent sur l’UTR3’ des 

ARNm et interagissent avec la coiffe située à l’extrémité 5’. Cette association empêche la 

fixation du facteur eIF4E sur l’UTR5’ et empêche donc la fixation du ribosome sur l’ARNm. 

(C) La protéine AGO2, présente dans le RISC, peut également réprimer la phase 

d’élongation de la traduction de l’ARNm. (adapté de Stefani & Slack, 2008) 
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pour former un pré-miR-451 d’environ 18 nts (fig 17). Ce pré-miRNA possède une taille 

suffisante pour être exporté dans le cytosol via l’exportine 5. Dans le cytosol, ce pré-miRNA 

n’est pas reconnu par Dicer puisqu’il est trop petit. Cependant, il possède une taille correcte 

pour être pris en charge directement par le complexe RISC. Dans ce complexe, la boucle du 

pré-miR-451 est clivée par la protéine AGO2 qui possède une activité RNase ; obtention d’un 

miR- 451 mature (Yoda et al., 2013). 

L’existence de ces voies alternatives nous montre la flexibilité de la synthèse des microARN. 

Chez les vertébrés, seulement 1% des microARN sont synthétisés par l’utilisation de ces voies 

non canoniques.   

III. Rôles des microARN 

Les microARN ont un rôle biologique important puisqu’ils sont impliqués dans le 

développement, la prolifération et la différenciation cellulaire. Ils ont également un rôle dans la 

transduction du signal, l’apoptose ou encore la tumorigenèse. Dans ce paragraphe, nous 

étudierons les différents mécanismes associés aux microARN. Nous verrons également 

quelques exemples de microARN impliqués dans des cancers. 

1. Mode d’action et régulation des microARN 

a. Régulation négative par les microARN 

Il est aujourd’hui admis que les microARN exercent un effet négatif sur leurs ARNm cibles. En 

général, les microARN engendrent la dégradation de leurs ARNm cibles ou l’inhibition de leur 

traduction en se fixant les UTR3’. Leur action est régulée par l’association du complexe RISC 

avec des cofacteurs et/ou par la présence de protéines spécifiques sur les ARNm. De plus, le 

mode d’action des microARN est également déterminé par la complémentarité de séquence 

entre le microARN et son ARNm cible. En effet, une complémentarité parfaite entre le 

microARN et son ARNm cible engendre une dégradation de l’ARNm cible (Hutvagner & 

Zamore, 2002 ; Martinez &Tuschl, 2004). Cette dégradation est permise par l’activité 

endonucléase de la protéine AGO2. Cette enzyme va cliver le microARN et son ARNm cible 

entre les nucléotides 10 et 11. Ce clivage entrainera la dégradation de l’ARNm par l’action 

d’exonucléase 5’3’ et 3’5’.  

Par ailleurs, si la complémentarité du microARN et de son ARNm cible est imparfaite 

(notamment entre les nucléotides 10 et 11), l’ARNm cible ne sera pas traduit et une 

modification de sa stabilité, suite à une déadénylation et une perte de la coiffe 5’, sera 

observée (Behm-Ansmant et al., 2006 ; Giraldez et al., 2006 ; Jackson & Standart, 2007 ;Wu 

et al. 2006) (fig 18 A).  
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Le mécanisme permettant la répression de la traduction de l’ARNm n’est pas clairement défini. 

Néanmoins, plusieurs études montrent que le microARN empêche la fixation du complexe 

d’initiation de la traduction tandis que d’autres montrent que le microARN empêche 

l’élongation de la protéine (Humphreys et al., 2005 ; Pillai et al., 2005 ; Maroney et al., 2006 ; 

Nottrott et al., 2006) (fig 18 B, C). En effet, la protéine AGO2, lorsqu’elle est présente sur 

l’UTR3’ des ARNm, est capable de fixer l’UTR5’ de cet ARNm, et plus précisément la coiffe 

de celui-ci. Cette interaction empêche le recrutement de la protéine eIF4e, protéine à l’origine 

de l’initiation de la traduction des ARNm (Humphreys et al., 2005 ; Mathonnet et al., 2007). 

De plus, la protéine AGO du complexe RISC est capable d’interagir avec la protéine GW182 : 

une protéine localisée dans les P-bodies. Cette association engendre la localisation du 

complexe RISC, du microARN et de son ARNm cible dans ce compartiment cytosolique. 

Aucunes protéines impliquées dans la traduction des ARNm n’ont été retrouvées dans les P-

bodies. La localisation du complexe RISC-miR-ARNm dans ce compartiment permettrait donc 

également la répression de la traduction des ARNm. Cependant, une déplétion des P-bodies 

n’affecte pas la répression de la traduction des ARNm (Chu & Rana, 2006 ; Jackson & 

Standart, 2007). Ainsi, la localisation du complexe RISC-miR-ARNm dans ce compartiment 

cellulaire survient après la répression de la traduction de l’ARNm. Dans les P-bodies, les 

protéines DCP1/2 et GW182 vont ensuite supprimer la coiffe et déadényler l’ARNm qui sera 

alors dégradé. 

b. Régulation positive par les microARN 

En 2007, Vasudevan et collaboateurs ont mis en évidence que le miR-369-3p pouvait exercer 

un effet positif sur l’ARNm TNFα (Vasudevan et al., 2007). L’ARNm TNFα contient des 

séquences riches en AU (ARE). Le microARN miR-369-3p reconnait ces séquences, ce qui lui 

permet de se fixer sur cet ARNm. Lorsque les cellules sont en prolifération, le microARN est 

associé au complexe RISC et induit une répression de la traduction de l’ARNm. Lors d’arrêt 

du cycle cellulaire, les auteurs montrent que la protéine AGO2 est associée à la protéine FXR1. 

La présence de FXR1 au niveau des séquences riches en AU induit un effet positif du 

microARN sur son ARNm cible. En effet, lors de privation nutritive, les auteurs ont observé 

une augmentation de la traduction de l’ARNm TNFα. Ainsi, lorsque les cellules sont arrêtées 

dans le cycle, les microARN ont un effet activateur sur leurs ARNm cibles. 

En 2008, Ørom et al., ont mis en évidence que le microARN-10a se fixe sur l’UTR5’ d’ARNm 

de protéine ribosomale (Ørom et al., 2008). La synthèse des protéines ribosomales est régulée 

par des motifs 5’TOP qui sont sensibles aux signaux de stress cellulaire et au statut nutritif 

des cellules. Les auteurs montrent que le miR-10a se fixe sur l’UTR5’ de ces ARNm grâce à 

ces motifs. De plus, ils mettent en évidence qu’en absence de nutriment, le miR-10a, en se 
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fixant sur l’UTR5’ de ces ARNm, y exerce un effet positif. En effet, une augmentation de la 

traduction des protéines ribosomales a été observée lors de privation nutritive. De plus, les 

auteurs ont également mis en évidence que le miR-10a pouvait se fixer sur l’UTR3’ de ces 

ARNm. Cette interaction est responsable d’une inhibition de la traduction des ARNm codant 

pour les protéines ribosomales. Ainsi, l’absence de nutriment, la présence de motif 5’TOP et 

la fixation du miR-10a sur l’UTR5’ permettent l’effet positif de ce microARN.  

Par ailleurs, la même année, il a été mis en évidence que le miR-122 exerçait un effet positif 

sur la traduction des protéines du virus de l’hépatite C (Henke et al., 2008).  

c. Autres modes de régulation 

L’effet d’un microARN peut également être modulé par la présence de protéine sur l’ARNm 

cible. En effet, lorsque la protéine DND1 est présente sur les ARNm NANOS1 et TDRD7, elle 

masque le site de fixation du miR-430, ce qui empêche la régulation négative de ce dernier 

sur ces ARNm (Mishima et al., 2006 ; Kedde et al., 2007).  

La protéine HuR se fixe sur l’UTR3’ de l’ARNm CAT1 et empêche la fonction du miR-122. En 

effet, la présence de HuR sur CAT1 induit sa translocation des P-bodies vers le cytosol et 

permet sa traduction (Bhattacharyya et al., 2006). Cette même protéine peut également 

exercer un effet négatif puisqu’elle agit en synergie avec let-7 pour réprimer la traduction de 

l’ARNm MYC (Kim et al., 2009).  Par ailleurs, la protéine HuR est également capable de réguler 

la formation des microARN (Keniry et al., 2012). En effet, au cours du développement 

embryonnaire, son association avec l’ARN non codant H19 empêche la formation du miR-675 

généré par ce dernier.  

Ainsi, en fonction de l’état physiologique des cellules, des protéines associées au complexe 

RISC et des protéines associées aux ARNm, l’action des microARN sur leurs ARNm cibles 

peut être différente.  

2. Les microARN dans le cancer 

Les microARN sont impliqués dans tous les processus cellulaires. Une dérégulation de leur 

expression peut être responsable de cancer. En effet, en 2005, il a été mis en évidence que 

29 microARN sont dérégulés dans les cancers du sein (Iorio et al., 2005). Dans les cancers, 

comme pour les gènes, ils peuvent agir en tant qu’oncogène ou suppresseur de tumeur. 

a. Suppresseur de tumeur 

Les premiers microARN suppresseur de tumeur ont été mis en évidence dans les Leucémie 

Lymphocytique Chronique (CLL) (Garzon et al., 2006). Il s’agit des miR-15a et miR-16-1 (Calin 

et al., 2002). Ces deux microARN régulent négativement l’expression du gène B-cell 
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CLL/lymphoma 2 (BCL2), un gène qui est fréquemment surexprimé dans ce type de cancer. 

Au cours de cancer, l’expression des miR-15a et miR-16-1 est réprimée à cause d’une délétion 

génétique. Le gène BCL2 est donc surexprimé, ce qui induit une prolifération accrue des 

cellules B matures.  

Les microARN de la famille let-7 agissent également comme suppresseur de tumeur dans les 

cancers. En effet, une diminution d’expression de ces microARN a été observée dans plusieurs 

cancers : cancer du sein et des poumons par exemple.  

b. Oncogène 

Le miR-155 est le premier microARN oncogène à avoir été mis en évidence. Ce microARN est 

surexprimé dans les maladies de Hodgkin, lymphome B diffus à large cellules, CLL à cellules 

B, cancer du poumon et cancer du sein. Ce microARN est codé par l’ARN non codant BIC et 

réprime l’expression de l’histone désacétylase 4 (HDAC4) en se fixant sur l’ARNm (Sandhu et 

al., 2012). Cette protéine étant un co-répresseur de l’expression de BCL6 (B-cell lymphoma 

6), l’expression de BCL6 est donc augmentée dans ces cancers. Ceci permet une 

augmentation de la prolifération et de la survie des cellules B.  

c. Oncogène ou suppresseur de tumeur ?  

Si le rôle pour les microARN 15a, 16-1 et 155 est clairement défini dans les cancers, pour 

d’autres microARN, leur fonction dans les cancers n’est pas clair. En effet, l’expression du 

miR-146, par exemple, est augmentée dans beaucoup de cancer, notamment dans les 

cancers du sein, de la prostate, de la thyroïde ou encore des ovaires (He et al., 2005 ;  Volinia 

et al., 2006 ;  Dahiya et al., 2008 ; Wang et al., 2008a). Dans les cancers du sein, le miR-146 

régule négativement l’expression de la protéine BRCA1 (protéine impliquée dans le processus 

de réparation de l’ADN) (Garcia et al., 2011). Ainsi, dans ce cancer, le miR-146 possède un 

rôle d’oncogène. 

A l’inverse, plusieurs autres études ont mis en évidence qu’une diminution d’expression du 

miR-146 est associée à une augmentation de survie et de prolifération des cellules 

hématopoïétiques (Boldin et al., 2011). Dans ces cellules, le miR-146 régule négativement 

l’expression des activateurs de la voie NF-κB (IRAK1, TRAF6). Cette voie étant impliquée dans 

la survie cellulaire, il semblerait donc que le miR-146 possède un rôle de suppresseur de 

tumeur dans les cellules hématopoïétiques. Par ailleurs une autre étude a mis en évidence 

que l’expression du miR-146 est régulée positivement par la voie NF-κB (Taganov et al., 2006). 

Il existe ainsi une boucle de rétrocontrôle permettant de réguler l’expression de miR-146. Les 

auteurs supposent qu’en fonction de taux d’activation de la voie NF-κB, le miR-146 possède 

un rôle d’oncogène ou de suppresseur de tumeur.  
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Un second microARN (miR-29) peut également être oncogène ou suppresseur de tumeur 

(Kasinski et al., 2011). Le miR-29 induit l’apoptose des cellules de leucémies aigues 

myéloblastiques (AML) ou de cancer du poumon après xénogreffe en souris 

immunodéficientes (Fabbri et al., 2007 ; Garzon et al., 2009). Ce qui semble indiquer un rôle 

de suppresseur de tumeur pour ce microARN. A l’inverse, dans les B-CLL, il semblerait que le 

miR-29 joue un d’oncogène en réprimant l’expression d’une protéine d’adhésion cellulaire : 

PXDN (Peroxidasin homologue) (Santanam et al., 2010). 

IV. Les microARN : une cible thérapeutique ? 

Au cours du cancer, les microARN ont donc un rôle majeur. Il est nécessaire d’identifier 

l’ensemble de leurs ARNm cibles afin de les cibler lors de thérapie. 

Plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant les microARN ont déjà été réalisées. Par exemple, 

pour les microARN ayant un rôle d’oncogène, des inhibiteurs spécifiques de 

microARN (antagomirs) ont déjà été testés. En effet, en 2010, Ma et collaborateurs ont injecté 

des cellules cancéreuses mammaires 4T1 dans des souris immunodéficientes (Ma et al., 

2010). Après l’obtention d’une tumeur, ils ont injecté un inhibiteur spécifique du miR-10b dans 

la veine de la queue des souris. Une réduction importante du taux de métastases dans les 

poumons lorsque les souris ont reçu l’inhibiteur a été observée. Cependant, ils n’ont pas 

observé de diminution de taille de la tumeur primaire. Ainsi, l’inhibiteur du miR-10b empêche 

l’apparition de métastase.  

A l’inverse, des stratégies permettant de restaurer l’expression de certains microARN ont 

également été réalisées.Par exemple, le microARN-34, dont la transcription est régulée par la 

protéine P53, est souvent réprimé lors de cancers suite aux mutations de la protéine P53 

(Kasinski et al., 2011). Plusieurs équipes ont restauré l’expression de miR-34 par l’utilisation 

de miR-34 mime. Ces auteurs ont injecté le miR-34 mimétique soit dans la tumeur xénogreffée 

soit dans le système sanguin de souris et ils ont observé une diminution du volume tumoral 

(Wiggins et al., 2010 ; Trang et al., 2011). Cet effet négatif sur la tumeur est dû à une diminution 

de la prolifération cellulaire et à une induction de l’apoptose.  

En conclusion, les microARN sont nécessaires au bon développement mais aussi au 

bon fonctionnement des différents processus cellulaires. Dans une cellule, les 

microARN exercent majoritairement un effet négatif en se fixant sur les UTR3’ de leurs 

ARNm cibles soit en les dégradant soit en inhibant leur traduction. Cependant, dans 

certaines conditions, les microARN peuvent exercer un effet positif sur leurs ARNm 

cibles en augmentant leur traduction. Lors de cancer, les microARN peuvent agir 

comme des oncogènes ou des suppresseurs de tumeur en fonction de leurs cibles. Au 
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cours de cancer, il est donc nécessaire d’identifier le niveau d’expression mais aussi le 

rôle des microARN afin de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques plus spécifiques.  
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Le locus H19/IGF2 
 

Avant de décrire en détail le locus H19/IGF2, je vais vous décrire les mécanismes permettant 

l’empreinte génomique et quelques locus soumis à cette régulation d’expression. Ensuite, je 

vous détaillerai la complexité du locus H19/IGF2 : la mise en place de son empreinte, son 

organisation tri-dimensionnelle, ses nouveaux transcrits ainsi que la fonction des principaux 

gènes (IGF2 et H19) dans les cellules normales et cancéreuses. 

I. L’empreinte génomique parentale 

1. Historique de l’empreinte génomique 

Les mammifères sont des organismes diploïdes où chaque paire de chromosome est 

composée d’un chromosome maternel et d’un chromosome paternel. La majorité des gènes 

présents sur ces chromosomes possède une expression biallélique. Cependant, en 1970, la 

notion « d’empreinte chromosomique » est apparue chez les mammifères (Cooper et al., 

1971 ; Crouse et al., 1971). Elle est principalement décrite au niveau du chromosome X et 

permet un dosage d’expression des gènes présents sur ce chromosome, plus couramment 

nommé, dosage génique. Ce mécanisme permet ainsi un même taux d’expression des gènes 

entre les individus males et femelle.   

A la même époque, dans l’objectif de déterminer les régions chromosomiques nécessaires au 

développement, des gènes sont transloqués dans le génome. Les auteurs ont observé que 

les souris possédant certaines mutations ne sont pas viables (Searle & Beechey, 1978). Ceci 

suggère que ce(s) gène(s) ne sont présent(s) ou exprimé(s) qu’à partir de leur chromosome 

d’origine. Ces observations ont ensuite été complétées dans les années 1980 par deux 

équipes différentes. En 1984, les équipes de McGrath, Solter et Surani ont injecté deux 

génomes maternels (gynogénotes), ou deux génomes paternels (androgénotes) ou un 

génome paternel et un génome maternel (condition normale) dans des ovocytes fécondées 

dépourvus de pro-nucleus (fig 19) (McGrath & Solter, 1984a, 1984b ; Surani et al., 1984). Les 

deux équipes ont observé que les zygotes gynogénotes et androgénotes ne sont pas viables. 

Ainsi, l’ensemble de ces données montrent que dans les génomes maternel et paternel, il 

existe des gènes spécifiques, non redondants et nécessaires à la survie et au bon 

développement de l’embryon.  

De plus, en 1989, l’équipe de Wolf Reik a mis en évidence que le syndrome de Prader-Willi 

est transmis uniquement par l’allèle paternel (Reik, 1989).  

Les bases de l’empreinte génomique ont été posées lors de la découverte du premier gène 

soumis à l’empreinte génomique : le gène Igf2r (Insulin-like growth factor type 2 receptor) 

(Barlow et al., 1991). Ce gène est exprimé uniquement à partir de l’allèle maternel. Quelques  
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Figure 19. Mise en évidence de l’importance des deux génomes : maternel et paternel. 

Dans un zygote fertilisé dépourvu de pro-nucleus, le génome maternel est injecté seul ou 

en association avec le génome paternel. Le génome paternel est aussi injecté seul ou en 

association avec le génome maternel. Seuls les individus ayant reçu les deux génomes 

(maternel et paternel) sont viables. Sur chacun des deux génomes, il existe des gènes 

essentiels au développement embryonnaire. (adapté de Barlow & Bartolomei, 2014). 
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mois plus tard, deux autres gènes soumis à l’empreinte génomique et appartenant au même 

locus ont été identifiés. Ce sont les gènes Igf2 et H19 (clone H19 isolé à partir d’une banque 

de foie fœtal) (Bartolomei et al., 1991 ; DeChiara et al., 1991 ; Ferguson-Smith et al., 1991). 

Ces gènes sont exprimés respectivement à partir de l’allèle paternel et maternel.  

L’empreinte génomique parentale est un mécanisme complexe, finement régulé et reposant 

sur des modifications épigénétiques. Nous en donnons la définition suivante : expression 

exclusive d’un seul des deux allèles d’un gène selon son origine parentale et qui résulte de 

modifications épigénétiques différentes sur chacun des allèles. Les modifications 

épigénétiques sont des modifications chromosomiques réversibles et transmissibles qui 

s’ajoutent à la séquence nucléotidique apportant une information supplémentaire et se 

manifestant par une expression phénotypique. 

A ce jour, environ cent gènes sont soumis à l’empreinte génomique parentale. Ces gènes sont 

regroupés en cluster dont la taille varie de 100 à 4000 kbp. Un cluster contient de 3 à 12 gènes 

dont, au minimum, un gène produisant un ARN non codant. Le centre de régulation de 

l’empreinte, IC (imprinting control) ou IR (imprinting region), est une zone riche en 

dinucléotides CpG regroupés en îlots, également appelée DMR (Differentially-methylated 

region). Le locus peut également contenir d’autres DMR, ce sont des DMR secondaires dont 

la méthylation sera fonction de l’état de méthylation de l’IC. 

2. Mise en place et maintien de l’empreinte génomique 

La mise en place de l’empreinte génomique nécessite la reconnaissance de l’allèle maternel 

et de l’allèle paternel dans l’embryon. La distinction des deux allèles doit avoir lieu avant la 

fécondation puisque dans l’embryon, sans marque spécifique, il serait impossible de 

différencier l’allèle d’origine maternel de l’allèle d’origine paternel. La mise en place de 

l’empreinte génomique se produit donc lors de la gamétogenèse. Cette empreinte doit être 

spécifique du gamète d’origine (maternel ou paternel), transmissible aux cellules filles du 

zygote lors des différentes mitoses et labile dans les gamètes de l’embryon. Ce dernier point 

est primordial puisque l’individu mâle ou femelle doit produire uniquement un type de gamètes : 

mâle ou femelle. De manière général, l’allèle maternel est hyperméthylé tandis que l’allèle 

paternel est hypométhylé. Ces modifications épigénétiques sont maintenues dans les cellules 

somatiques de l’embryon et de l’individu adulte. Dans les cellules germinales, ces marques 

épigénétiques sont effacées à un stade précoce ; de nouvelles marques spécifiques du sexe 

de l’individu sont apposées sur ses gamètes. Ainsi l’empreinte génomique est transmise aux 

générations suivantes grâce aux gamètes. 

Les modifications épigénétiques responsables de l’empreinte génomique sont diverses et 

variées. Sur l’ADN, une seule modification épigénétique se produit : la méthylation des 
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cytosines. Cette modification épigénétique se produit uniquement sur les cytosines présentes 

dans des régions riches en CG, dites « îlots CpG ». Ce processus est catalysé par des 

enzymes appelées DNA methyltransferase (Dnmt). La première enzyme identifiée chez 

l’Homme est la Dnmt1 (Bestor, 1988). Cette enzyme est responsable du maintien de la marque 

épigénétique lors des divisions cellulaires et est nécessaire au développement normal puisque 

une délétion du gène Dnmt1 est létale au stade embryonnaire chez la souris (Leonhardt et al., 

1992 ; Li et al., 1992 ; Liu et al., 1998). D’autres enzymes sont, quant à elles, spécifiques d’une 

méthylation de novo de l’ADN : Dnmt3A et Dnmt3B par exemple (Okano et al., 1998). Ces 

enzymes contiennent dans leur domaine Ct l’activité DNA méthyltransférase. D’autres Dnmts 

servent de cofacteurs lors de la méthylation de l’ADN : c’est le cas de Dnmt3L qui ne possède 

pas d’activité méthyltransférase. Cette enzyme contribue à la formation du complexe 

Dnmt3A/Dnmt3B et permet l’interaction de ce complexe avec la chromatine.  

En l’absence de ces enzymes, la méthylation des régions imprintées est modifiée : les gènes 

possèdent alors une expression biallélique qui est caractérisée par des syndromes du 

développement. Cependant, dans certains cas, l’absence de méthylation induit une perte 

d’expression du gène. Ceci suggère que la méthylation de l‘ADN réprime mais aussi active 

l’expression des gènes.  

Dans l’embryon précoce, la méthylation générale des allèles est retirée sauf sur certaines 

régions du génome : les centres de contrôle de l’empreinte génomique (IC/IR). Ces régions 

doivent conserver leur état de méthylation afin de conserver l’empreinte génomique parentale. 

Les CpG méthylés sont reconnus par un certain nombre de protéines, notamment les protéines 

à methyl-binding domain (MBD3 par exemple). Ces protéines, en se fixant sur l’ADN méthylé, 

empêchent la déméthylation de celui-ci dans l’embryon. Ainsi, l’empreinte génomique 

parentale est conservée au niveau des loci la subissant.  

L’empreinte génomique parentale consiste également en des modifications épigénétiques des 

histones : la méthylation, la désacétylation, la phosphorylation, la sumoylation ou encore 

l’ubiquitinylation. Ces modifications sont catalysées par différentes enzymes: histones methyl-

transferase (HMT) et histone deactylase (HDAC) par exemple. Ces modifications, comme la 

méthylation de l’ADN, modulent la compaction de la chromatine.  

La méthylation des histones peut se produire sur des résidus arginine (modification 

épigénétique activatrice de l’expression) ou sur des résidus lysine. En fonction de la lysine qui 

est méthylée, la marque épigénétique est activatrice (H3K4, H3K36, H3K76) ou inhibitrice 

(H3K9, H3K27, H3K20) de l’expression génique (Voelkel & Angrand, 2007). Ces marques 

épigénétiques sont permises par plusieurs histones lysines méthyltransférase (HMT) : les 

protéines des familles SET1, SET2, SUV39 ou encore EZH par exemple. Chacune de ces 

enzymes sont spécifiques pour la méthylation de chaque lysine, cependant, elles sont 
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redondantes. L’histone méthyltransférase la plus décrite est la protéine EZH2, appartenant à 

la famille des EZH (Enhancer of Zeste homologous). Cette protéine constitue la sous-unité 

catalytique du complexe répresseur polycomb PRC2 composé des protéines EZH2, SUZ12 et 

ESC. L’enzyme EZH2 permet la méthylation des lysines 9 et 27 de l’histone H3 (H3K9, 

H3K27). Elle est donc impliquée dans la répression de l’expression des gènes. De plus, la 

marque épigénétique H3K27 est reconnue par les protéines du complexe PRC1. Ce complexe 

est notamment composé d’une lysine 119 histone H2A E3 ubiquitine ligase. Il permet donc 

l’ubiquitinylation de ce résidu sur l’histone H2A (Voelkel & Angrand, 2007). Cette modification 

épigénétique contribue à la répression de l’expression génique en compactant la chromatine.  

Par ailleurs, certaines lysines méthylées permettent l’expression des gènes (H3K4 par 

exemple). Cette modification épigénétique est apportée par la MLL1 et supprimée par le 

complexe LSD1/CoREST par exemple (Voelkel & Angrand, 2007).  

La désacétylation des histones, apportée par les histones deacetylase (HDAC), permet 

également la répression génique. Plusieurs HDAC ont été décrites dans la littérature. Elles 

sont classées en fonction de leur homologie de séquence avec d’autres protéines. On 

distingue ainsi 4 classes d’HDAC : classes I à IV. Elles ont ensuite été numérotées en fonction 

de leur découverte. Ainsi, la première histone désacétylase, découverte en 1996, porte le nom 

HDAC1 (Taunton et al., 1996). A l’heure actuelle, 18 HDAC ont été décrites. Elles sont toutes 

capables de désacétyler les lysines des histones H3 et/ou H4. Il existe donc une très forte 

redondance de ces enzymes dans la cellule. Certaines exercent leur action de manière 

spécifique, c’est le cas de l’HDAC 11, par exemple, qui est impliquée dans la désacétylation 

des lysines 9 et 14 de l’histone H3. Tandis que d’autres sont plus généralistes : HDAC8 qui 

permet la désacétylation de toutes les lysines des histones H3 et H4 ou encore HDAC1 qui 

permet la désacatylation de toutes les lysines sur toutes les histones (H2A, H2B, H3 et H4) 

(Seto & Yoshida, 2014). L’action de ces enzymes est régulée par trois complexes différents : 

Sin3, NuRD et CoRest. Ces complexes peuvent être recrutés par des protéines à methyl-

binding domain (MBD). Ainsi, les HDAC et HMT sont principalement impliquées dans la 

répression de l’expression des gènes. 

Pour finir, plusieurs études ont mis en évidence une relation directe entre la méthylation de 

l’ADN et les modifications épigénétiques des histones. En effet, les Dnmt1, 3A, 3B et 3L sont 

capables de recruter les enzymes HDAC1 et EZH2 (Fuks et al., 2000, 2001 ; Deplus et al., 

2002 ; Fuks, 2003 ; Viré et al., 2006). De plus, la répression génique apportée par les Dnmt 

est levée lorsque les cellules sont traitées avec un inhibiteur spécifique des HDAC (la 

trichostatin A). Ainsi, les enzymes impliquées dans les modifications épigénétiques (les 

Dnmt, les HMT et les HDAC) sont conjointement régulées et participent au verrouillage 

de la chromatine et par conséquent à la répression de l’expression des gènes. 
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Figure 20. Exemples de locus soumis à l’empreinte génomique parentale. (A) Le locus 

Igf2r/Airn. Sur l’allèle paternel, l’absence de méthylation sur l’ICR permet l’expression de 

l’ARN non codant Air. Celui-ci recrute alors la méthylase G9A qui va réprimer l’expression 

des gènes du locus (Igf2r, SLC22a2, Slc22a3) à partir de cet allèle par modifications 

épigénétiques. Sur l’allèle maternel, la méthylation de l’ICR réprime l’expression de Air, les 

gènes Igf2r, SLc22a2, SLc22a3 sont alors exprimés. (B) Le locus Kcnq1/Kcnq1ot1. L’ICR 

non méthylé sur l’allèle paternel permet l’expression de l’ARN non codant Kcnq1ot1. Cet 

ARN recrute alors les méthyltransférases G9a et EZH2 qui réprimeront l’expression des 

gènes du locus à partir de cet allèle. Sur l’allèle maternel, l’ICR est méthylé, Kcnq1ot1 n’est 

donc pas exprimé, aucune modification épigénétique ne module l’expression des gènes du 

locus : ils sont donc exprimés. (C) Le locus Ube3A/Ube3A-as. Sur l’allèle paternel, l’absence 

de méthylation sur l’ICR permet l’expression de l’ARN non codant Ube3A-as et des gènes 

MAGEL2, NDN, MKRN3. Cet ARN non codant est alors précurseur de snoRNA qui 

réprimeront l’expression du gène Ube3A. La méthylation de l’ICR sur l’allèle maternel permet 

l’expression du gène Ube3A et la répression d’Ube3A-as, MAGEL2, NDN, MKRN3. En bleu 

sont représentés les ARN non codants antisens (adapté de Berteaux et al., 2010). 
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3. Quelques exemples de locus soumis à l’empreinte génomique 

Le premier gène soumis à l’empreinte génomique parentale identifié est le gène Igf2r chez la 

souris (Barlow et al., 1991). Ce gène est localisé sur le chromosome 17 chez la souris et 6 

chez l’Homme. L’expression du gène Igf2r est régulée par l’expression de l’ARN non codant 

Air (Antisense Igf2r RNA). Cet ARN non codant est exprimé à partir du centre de contrôle de 

l’empreinte (ICE, imprinting control element) qui est localisé dans un intron du gène Igf2r (fig 

20A). Au total, ce cluster de 300kbp contient 4 gènes codants et 1 ARN non codant. Sur l’allèle 

paternel, l’ICR n’est pas méthylé, l’ARN non codant Air est donc exprimé. Il est transcrit en 

orientation antisens par rapport au gène Igf2r (fig 20 A). Lorsqu’il est exprimé, Air est capable 

de fixer un certain nombre de protéines, notamment la protéine G9a. Cette protéine catalyse 

la méthylation de l’H3K9 ; elle ajoute donc une marque répressive de l’expression des gènes. 

L’association Air/G9a induit la méthylation des gènes du cluster Igf2r/Air sur l’allèle paternel. 

Sur l’allèle d’origine maternel, l’ICR étant méthylé, l’ARN non codant Air n’est pas exprimé, la 

G9a n’est donc pas recrutée sur cet allèle, les gènes du locus (Slc22a3, Slc22a2, Igf2r) 

s’expriment (Sleutels et al., 2002 ; Sanli & Feil, 2015). Des expériences d’invalidation de cet 

ARN non codant ont mis en évidence des défauts dans la mise en place de l’empreinte 

génomique. Ainsi, Air est essentiel dans la mise en place et le maintien de l’empreinte 

génomique parentale sur ce locus (fig 20 A). 

Cependant, il est à noter que tous les gènes d’un locus imprinté ne sont pas obligatoirement 

soumis à  cette empreinte. En effet, sur ce locus Igf2/Air, le gène Slc22a1, localisé entre deux 

gènes soumis à ce mécanisme de régulation (les gènes Igf2r et Slc22a2) possède une 

expression biallélique. Ainsi, l’empreinte génomique est un processus finement régulé et 

spécifique de certains gènes. 

Le locus Kcnq1/Kcnq1ot1 est également soumis à l’empreinte génomique. Ce locus de 750kbp 

est localisé sur le chromosome 7 chez la souris et 11 chez l’Homme en position p15 et est 

constitué de 12 gènes dont 8 sont soumis à l’empreinte génomique (fig 20 B). Le centre de 

contrôle de l’empreinte, ICR ou encore KvDMR1, est localisé dans un intron du gène Kcnq1. 

Sur l’allèle paternel, l’ICR n’est pas méthylé, l’ARN non codant Kcnq1ot1 (Kcnq1 overlapping 

transcript 1), antisens à Kcnq1, est exprimé. L’expression de cet ARN est associée à plusieurs 

modifications épigénétiques sur l’allèle paternel du locus : triméthylation de la lysine 27 de 

l’histone 3 (H3K27me3), diméthylation de l’H3K9 (H3K9me2) ainsi qu’une mono-

ubiquitinylation de la lysine 119 de l’histone H2A (H2AK119ub). Ces différentes marques 

répressives de l’expression géniques sont apportées par différentes enzymes, respectivement 

EZH2, G9a et RING1B, recrutés par l’ARN non codant Kcnq1ot1 (Wagschal et al., 2008 ; Zhao 

et al., 2010 ; Kaneko et al., 2014). La protéine RING1B est un composant du complexe 
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répresseur polycomb PRC1. Ainsi, Kcnq1ot1, en recrutant ces enzymes, permet donc de 

réprimer l’expression des gènes à partir de cet allèle. 

Sur l’allèle maternel, l’ICR est méthylé, Kcnq1ot1 n’est donc pas exprimé, l’ensemble des 

gènes soumis à l’empreinte sont donc exprimés (Kcnq1, Osbpl5, Phlda2, Slc22a18, Cdkn1c, 

Tssc4, CD81, Ascl2). 

Comme pour le locus Igf2r/Air, l’expression de Kcnq1ot1 est essentielle à la mise en place et 

au maintien de l’empreinte génomique. Cependant, il a été mis en évidence que le gène 

Cdkn1c reste soumis à l’empreinte génomique dans certains tissus de l’embryon en absence 

de Kcnq1ot1 (Shin et al., 2008). Ainsi, l’expression monoallélique de ce gène semble être 

régulée par un mécanisme indépendant de l’ARN Kcnq1ot1. En effet, l’ICR du locus contient 

des sites de fixation pour la protéine CTCF (CCCTC-binding factor), cette protéine se fixe sur 

les régions riches en CpG en absence de méthylation (Fitzpatrick et al., 2007). Cette protéine 

est peut-être impliquée dans la régulation de l’empreinte sur ce locus. Pour les gènes 

importants dans le développement embryonnaire, il est clair qu’il existe des mécanismes de 

régulation redondants afin de maintenir leur empreinte génomique et par conséquent leur 

dosage génique. Ce locus d’empreinte génomique est particulier puisqu’il est associé à un 

autre locus soumis à l’empreinte génomique, le locus H19/IGF2, qui sera décrit et détaillé dans 

le paragraphe suivant (voir P. 81) 

Enfin le troisième locus le plus décrit est le locus Ube3A/Ube3A-as. Ce locus, de 2Mbp, est 

localisé sur le chromosome 7 chez la souris et 15 chez l’Homme en position q11-13 (fig 20 C).  

Le centre de l’empreinte exerce des fonctions d’enhancers sur ce locus. En effet, sur l’allèle 

paternel, l’absence de méthylation de l’ICR permet l’expression de l’ARN non codant Ube3A-

as ainsi que l’expression des gènes MAGEL2, NDN et MKRN3. Le long ARN non codant 

Ube3A-as est alors précurseur de plusieurs petits ARN (snoRNA) qui répriment l’expression 

du gène Ube3A à partir de cet allèle (Rougeulle et al., 1998 ; Runte et al., 2001 ; Landers et 

al., 2004). Sur l’allèle maternel, la méthylation de l’ICR réprime l’expression de l’ARN Ube3A-

as, le gène Ube3A est donc exprimé. A l’inverse, les gènes MAGEL2, NDN et MKRN3 sont 

réprimés.  

Les gènes soumis à l’empreinte génomique parentale possèdent un rôle important dans le 

développement embryonnaire ou placentaire. De manière générale, il est admis que les gènes 

exprimés à partir de l’allèle paternel favorisent le développement embryonnaire (Igf2, Peg3, 

Peg1, Rasgrf1 et Dlk1) tandis que les gènes exprimés à partir de l’allèle maternel ont tendance 

à réprimer la croissance embryonnaire et/ou placentaire (Igf2r, Gnas, Cdkn1c, H19 et Grb10) 

(Barlow & Bartolomei, 2014).  
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Des dérégulations de l’empreinte génomique parentale sont associées à différents syndromes 

avec des symptômes plus ou moins importants. En effet, la perte de l’empreinte génomique 

(LOI, loss of imprinting) induit généralement des problèmes de croissance de l’embryon, de 

développement neurologique ou encore des cancers de l’embryon (tératome). 

II.  Le locus H19/IGF2 

1. L’empreinte génomique au locus H19/IGF2 

Le locus H19/IGF2, localisé sur le chromosome 11 en position p15, est particulier puisqu’il est 

adjacent au locus Kcnq1/Kcnq1ot1. Ces deux locus imprintés possèdent chacun leur centre 

de régulation de l’empreinte noté IC1 et IC2 respectivement (fig 21A). Cependant, ces deux 

locus sont impliqués dans des syndromes du développement suggérant une régulation 

concomitante de ceux-ci.  

Le locus H19/IGF2 s’étend sur 140kbp environ et contient 2 gènes dont un ARN non codant : 

IGF2 et H19. Ce locus est conservé entre les espèces et est bordé en 3’ par un gène non 

soumis à l’empreinte génomique : MRLP23 (Smits et al., 2008). Comme tous les autres gènes 

imprintés, les gènes IGF2 et H19 sont fortement exprimés dans le développement 

embryonnaire et réprimés à la naissance dans la majorité des tissus. Le gène H19 est transcrit 

en un ARN non codant de 2,3 kb possédant un rôle de suppresseur de tumeur au cours du 

développement embryonnaire (Brannan et al., 1990 ; Hao et al., 1993). Le gène IGF2 code 

pour une protéine impliquée dans la croissance de l’embryon : l’insuline-like growth factor 2 

(IGF2) (De Chiara et al., 1990). L’empreinte génomique à ce locus est permise par l’ICR (une 

DMR primaire) qui est localisée 2kbp en amont du gène H19 (Tremblay et al., 1997) (fig 21B). 

L’ICR contient 4 sites de fixation pour la protéine CTCF (CCCTC-binding factor) chez la souris 

et 7 sites chez l’Homme (Hark et al., 2000 ; Szabo et al., 2000 ; Takai et al., 2001). Cette 

protéine se fixe sur l’ICR lorsque celui-ci n’est pas méthylé. Elle y possède deux rôles : (1) elle 

empêche la méthylation de novo de cette région riche en îlots CpG, (2) elle joue un rôle 

d’isolateur chromatinien et permet la mise en place et le maintien de l’empreinte génomique. 

L’expression des gènes de ce locus est également permise par deux sets d’enhancers 

d’origine mesodermique et endodermique localisés respectivement à 12kbp en amont du gène 

H19 et 10,5kbp en aval de ce même gène (Ishihara & Sasaki, 2002 ; Drewell et al., 2002a). 

L’action de ces enhancers est régulée par la méthylation de l’ICR et la présence de CTCF sur 

celui-ci. En effet, en 1998, Hark & Tilghman ont mis en évidence une région située en amont 

du gène H19 méthylé sur l’allèle paternel (Hark & Tilghman, 1998). Ils montrent que l’allèle 

maternel est sensible à l’action des nucléases. Leurs travaux mettent en évidence que la 

méthylation de l’ICR régule l’expression des gènes du locus. 
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Figure 21. Le locus H19/IGF2. (A) Le locus 11p15 chez l’Homme. Ce locus de 1Mbp est 

constitué de 2 centres de régulation de l’empreinte IC1 et IC2. Ces centres régulent 

respectivement l’expression des gènes des locus H19/IGF2 et Kcnq1/Kcnq1ot1. Une 

dérégulation de l’empreinte est responsable de pathologies tel que le syndrome de 

Beckwith-Wiedemman. En bleu sont représentés les ARN non codants antisens. (B) Le 

locus H19/IGF2 chez l’Homme. L’expression des gènes H19 et IGF2 est régulée par le 

centre de l’empreinte nommé ICR et deux sets d’enhancers nommés Huc et Enh. En 

absence de méthylation de l’ICR, la protéine CTCF se fixe sur celui-ci et empêche l’action 

des enhancers sur le promoteur d’IGF2 (allèle maternel). Ainsi, à partir de l’allèle maternel, 

uniquement le gène H19 est exprimé. Sur l’allèle paternel, la méthylation de l’ICR réprime 

l’expression d’H19 et empêche la fixation de la protéine CTCF. Les enhancers peuvent 

activer l’expression du gène IGF2. L’empreinte génomique parentale permet l’expression 

d’H19 à partir de l’allèle maternel et l’expression d’IGF2 à partir de l’allèle paternel. (adapté 

de Berteaux et al., 2010). 

A 
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Ainsi sur l’allèle maternel, l’ICR n’étant pas méthylée, la protéine CTCF interagit avec cette 

région du locus. Elle va alors empêcher l’action des enhancers sur le promoteur du gène IGF2 ; 

uniquement le gène H19 sera exprimé (Hark et al., 2000). De plus, l’absence de méthylation 

des DMR secondaires (DMR1, DMR2) localisées dans le promoteur et le gène d’IGF2 sur ce 

même allèle réprime également l’expression du gène IGF2 (fig 21B) (Constância et al., 2000). 

Une acétylation des histones sur cet allèle au niveau du promoteur du gène H19 a également 

été détectée, permettant ainsi son expression (Grandjean et al., 2001).  

A l’inverse, la méthylation de l’ICR sur l’allèle paternel réprime l’expression du gène H19 en 

provoquant une hyperméthylation de son promoteur et empêche la fixation de la protéine 

CTCF (Srivastava et al., 2000). Les enhancers vont donc activer l’expression du gène IGF2 à 

partir de cet allèle. Par ailleurs, la méthylation de l’ICR permet la méthylation des DMR 

secondaires (DMR1, DMR2), qui vont également activer l’expression d’IGF2 sur cet allèle 

(Murrell et al., 2001). Ainsi H19 n’est exprimé qu’à partir de l’allèle maternel tandis qu’IGF2 ne 

l’est qu’à partir de l’allèle paternel (fig 21B). 

Comme la majorité des gènes soumis à l’empreinte génomique, ces deux gènes (H19 et IGF2) 

sont fortement exprimés et actifs au cours du développement embryonnaire et fœtal. Leur 

expression a été localisée dans les tissus dérivés des trois feuillets embryonnaires : 

endodermique, mésodermique et ectodermique (Hemberger et al., 1998 ; Poirier et al., 1991 ; 

Lustig et al., 1994). Lors du développement embryonnaire, le profil d’expression spatio-

temporel de ces gènes est identique, puisqu’ils sont régulés par des enhancers commun 

(Ohlsson et al., 1994). A la naissance, ces deux gènes sont largement réprimés excepté dans 

certains tissus où un niveau basal d’expression subsiste. En effet, le gène H19 est fortement 

exprimé dans le muscle squelettique (Pachnis et al., 1984 ; Leibovitch et al., 1995 ; Milligan et 

al., 2000) et un niveau basal subsiste dans les poumons, le cœur, le thymus (Poirier et al., 

1991), la glande mammaire (Dugimont et al., 1995 ; Adriaenssens et al., 1998), les glandes 

surrénales (Liu et al., 1995) et l’utérus (Ariel et al., 1997b). A l’inverse du gène H19 où 

l’expression est exclusivement d’origine maternelle même à l’âge adulte, une expression 

biallélique du gène IGF2 est observée dans le foie, le plexus choroïde et les leptoméninges 

(Ohlsson et al., 1994 ; Feil et al., 1994). Ainsi l’empreinte génomique peut être régulée de 

façon spatio-temporelle, il s’agit donc d’un mécanisme actif et finement régulé. 

2. Organisation tridimensionnelle de la chromatine 

Par 3C (Chromosome Conformation Capture), l’organisation tridimensionnelle de la 

chromatine sur ce locus a été identifiée (Murrell et al., 2004 ; Hagège et al., 2007). Dans ces 

études, le rôle critique de CTCF dans la mise en place de l’empreinte et la mise en 

conformation de la chromatine a été mis en évidence. En effet, la protéine CTCF, lorsqu’elle  
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Figure 22. Conformation tridimensionnelle de la chromatine au locus H19/IGF2 chez 

l’Homme. (A) Sur l’allèle maternel, la protéine CTCF, fixée sur l’ICR, interagit également 

avec les domaines DMR1 et MAR3. Ceci permet la formation d’un compartiment silencieux 

contenant le gène IGF2 ; seul H19 est exprimé à partir de cet allèle. Sur l’allèle paternel, 

l’ICR méthylé interagit avec la DMR2 d’IGF2, elle aussi méthylé. Cette interaction permet 

l’expression d’IGF2 à partir de cet allèle. (B) Nouvelle conformation tridimensionnelle du 

locus H19/IGF2 chez l’Homme. Sur l’allèle maternel, la protéine CTCF, associée à la 

cohésine, se fixe sur 4 domaines différents nommés: CTCF-AD, CCD, ICR et CTCF-DS. 

Ces interactions permettent la formation de plusieurs boucles. Une boucle est appelée 

compartiment silencieux, elle empêche l'expression du gène IGF2. Une seconde boucle 

contient le gène H19 ainsi que les enhancers, ce gène est alors exprimé. Sur l’allèle 

paternel, l’association CTCF/cohésine se fixe sur les domaines CTCF-AD, CCD et CTCF-

DS. Ces interactions permettent l’action des enhancers sur le promoteur d’IGF2. (Adapté de 

Murrell et al., 2004 ; Nativio et al., 2009 ; Ito et al., 2013).  
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est présente sur l’ICR, est capable d’interagir avec la matrix attachment region (MAR3 ; région 

située en aval du gène IGF2) mais aussi la DMR1 du promoteur d’IGF2 (Weber et al., 2003 ; 

Kurukuti et al., 2006) (fig 22A). Cette interaction permet la formation d’une boucle piégeant le 

gène IGF2. Cette boucle permet d’une part, l’action des enhancers sur le promoteur d’H19 et 

d’autre part, d’éloigner le gène IGF2 de ces mêmes enhancers (Engel et al., 2008 ; Kato & 

Sasaki, 2005). De plus, lorsque CTCF est associée aux domaines DMR1 et MAR3, elle recrute 

le complexe répresseur polycomb PRC2 pour induire la méthylation de la lysine 27 de l’histone 

H3 sur le promoteur d’IGF2 (Li et al., 2008). Ainsi, le gène IGF2 ne peut pas être exprimé à 

partir de l’allèle maternel.  

A l’inverse, sur l’allèle paternel, lorsque l’ICR est méthylé, il interagit avec la DMR2 du gène 

IGF2, elle aussi méthylé. Cette interaction permet un rapprochement des enhancers sur le 

promoteur d’IGF2 et donc l’expression de ce gène à partir de cet allèle (Dekker et al., 2002) 

(fig 22A).  

Récemment, plusieurs études ont mis en évidence que la fonction d’isolateur chromatinien de 

CTCF est permise par son association avec d’autres protéines telle que la cohésine. Cette 

dernière est constituée de 4 sous-unités : SMC1, SMC3, SCC1/RAD21, SCC3/SA qui sont 

capables d’interagir avec la protéine CTCF (Rubio et al., 2008 ; Wendt et al., 2008). Dans ces 

études, les auteurs montrent que l’association CTCF-cohésine est nécessaire pour réguler 

l’action des enhancers sur le promoteur d’IGF2 : cette interaction permet à la protéine CTCF 

sa fonction d’isolateur.  

De plus, en 2009, l’équipe de Murrell a montré que le locus H19/IGF2 possède 3 sites de 

fixation de la protéine CTCF en plus de l’ICR : CTCF-AD (5kbp en amont de la DMR0 d’IGF2), 

CCD (40kbp en amont de l’ICR) et CTCF-DS (30kbp en aval des enhancers) (fig 22B) (Nativio 

et al., 2009). Ils montrent que ces trois nouveaux sites de fixation de CTCF sont capables 

d’interagir entre-eux de façon CTCF-cohésine dépendante. En effet, ils mettent en évidence 

que le complexe CTCF-cohésine se fixe sur ces sites sur les deux allèles et sur l’ICR en 

absence de méthylation (fig 22B). Ainsi, les auteurs proposent, une nouvelle organisation 

tridimensionnelle de la chromatine à ce locus (fig 22B). Cependant, cette nouvelle 

conformation ne tient pas compte des interactions déjà établies, notamment l’association 

CTCF/MAR3 et CTCF/DMR1 sur l’allèle maternel.  

Ces nouvelles données suggèrent que l’organisation tridimmensionnelle de la chromatine est 

un système dynamique et labile. Par ailleurs, ces différents modèles peuvent être expliqués 

par l’évolution et l’augmentation de la sensibilité des techniques employées.   
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3. Modifications épigénétiques au locus H19/IGF2 

En plus des interactions chromatiniennes régulées par la protéine CTCF, des modifications 

épigénétiques sont impliquées dans la mise en place de l’empreinte génomique. En effet, la 

protéine CTCF est capable de recruter la protéine SUZ12 (un composant du complexe 

représseur polycomb PRC2) au niveau du promoteur d’IGF2 (Li et al., 2008 ; Zhang et al., 

2011). Le complexe PRC2, contenant également l’histone méthylase EZH2, induit alors la 

méthylation de la lysine 27 de l’histone H3 (H3K27me) sur le promoteur d’IGF2. Cette 

modification épigénétique réprime l’expression du gène IGF2 à partir de cet allèle. Ainsi, 

CTCF, en plus de ses fonctions d’isolateur chromatinien, est également impliquée dans les 

modifications épigénétiques au locus H19/IGF2.   

Par ailleurs, sur l’allèle paternel, la méthylation de l’ICR est reconnue par une protéine à methyl 

binding domain : la protéine MeCP2. Cette protéine est constituée de plusieurs domaines : un 

domaine de fixation sur les îlots CpG méthylé et un domaine de répression transcriptionnel 

(TRD). Cette protéine est nécessaire au recrutement d’histone désacétylase (HDAC) et 

d’histone méthyle transférase (HMT)  (Drewell et al., 2002b ; Fuks et al., 2003b). Ces deux 

enzymes permettent la désacétylation et la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9) 

du promoteur d’H19 sur l’allèle paternel.  

Pour résumer, la méthylation du promoteur d’H19 générée par les Dnmt, ainsi que sa 

désacétylation et la méthylation des histones générées par les HDAC et HMT permettent un 

verrouillage de la chromatine conduisant à la répression de l’expression du gène H19 à partir 

de l’allèle paternel.   

Récemment deux sites de fixation aux facteurs de transcription Sox2 et Oct4, conservés entre 

l’Homme et la souris, ont été identifiés sur l’ICR (Hori et al., 2012 ; Zimmerman et al., 2013). 

Ces facteurs de transcription se fixent sur l’ICR non méthylé ; ils se fixent donc sur l’allèle 

maternel. Ils empêchent la méthylation de novo de l’ICR et favorisent l’expression du gène 

H19 dans les syndromes de Beckwith-Wiedemman (Zimmerman et al., 2013 ; Abi-Habib et al., 

2014). Ces facteurs de transcription sont également impliqués dans le maintien des cellules 

souches dans les tissus. Venkatraman et collaborateurs ont montré que l’empreinte 

génomique au locus H19/IGF2 est nécessaire pour maintenir les cellules souches 

hématopoïétiques en quiescence (Venkatraman et al., 2013). Ces différentes études nous 

montrent que les facteurs Sox2 et Oct4 sont impliqués dans la mise en place de l’empreinte 

génomique au locus H19/IGF2. Elles suggèrent également une implication des gènes de ce 

locus dans les cellules souches. 

L’ensemble de ces nouvelles données nous montrent que la mise en place et la régulation de 

l’empreinte génomique sur ce locus est très complexe : de nouveaux facteurs essentiels à son 
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contrôle apparaissent et un nouveau modèle d’organisation tri-dimensionnelle de la 

chromatine se développe. 

4.  Pathologies associées au locus H19/IGF2 

Des modifications d’empreinte génomique au locus 11p15 sont responsables de deux 

syndromes développementaux : les sydnromes de Silver-Russel et de Beckwith-Wiedemman. 

Ces syndromes sont principalement caractérisés par des problèmes de croissance de 

l’embryon. Le diagnostic pour ces deux pathologies est réalisé pendant la grossesse ou à la 

naissance.   

Le syndrome de Beckwith-Wiedemman affecte une naissance sur 12 000. Il est caractérisé 

par un gigantisme du nouveau-né à la naissance, une viscéromégalie ainsi qu’une 

macroglossie pouvant entrainer des troubles de nutrition, d’élocution ainsi que des troubles du 

sommeil. Ce syndrome est responsable d’une prédisposition de l’enfant aux tumeurs rénales 

(nommées tumeurs de Wilms) et aux rabdhomyosarcomes. D’un point de vue génétique, il est 

caractérisé par une expression biallélique du gène IGF2 ainsi qu’une perte d’expression du 

gène H19. De manière générale, ce syndrome est provoqué par une perte d’expression des 

gènes exprimés à partir de l’allèle maternel au locus 11p15. Ce locus contient les clusters 

Kcnq1/Kcnq1ot1 et H19/IGF2. Ainsi au cours de ce syndrome, une perte d’expression des 

gènes Kcnq1, Cdkn1c ou encore H19 est observée. A l’heure actuelle, il est difficile d’associer 

ce syndrome au cluster Kcnq1/Kcnq1ot1 ou au cluster H19/IGF2 puisque bien qu’ils soient 

indépendants, il semblerait que leur régulation soit associée (Ideraabdullah et al., 2008).   

Le syndrome de Silver-Russel est plus rare, il touche 1 naissance sur 75 000 à 100 000. Il est 

caractérisé par un retard de croissance du fœtus et du nouveau-né avec une dysmorphie 

faciale et une asymétrie corporelle dans 50 à 60 % des cas. Ce syndrome est associé à une 

perte d’expression du gène IGF2 au locus H19/IGF2, ainsi qu’une expression biallélique du 

gène H19. Ce syndrome peut également être associé à des mutations sur des gènes présents 

sur le chromosome 7.  

5. Autres transcrits au locus H19/IGF2 

Au cours des dernières années plusieurs nouveaux transcrits associés au locus H19/IGF2 ont 

été identifiés. Ces différents transcrits sont également soumis à l’empreinte génomique 

parentale et sont, pour la majorité d’entre eux, des transcrits antisens aux gènes H19 et IGF2. 

Cependant, ils ne sont pas tous conservés entre les espèces ; certains sont spécifiques de la 

souris tandis que d’autres sont spécifiques de l’Homme.  

Le premier transcrit, conservé entre l’Homme et la souris, a été identifié en orientation antisens 

par rapport au gène IGF2 : IGF2-as (Moore et al., 1997; Okutsu et al., 2000). Ce gène possède  
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Figure 23. Nouveaux transcrits au locus H19/IGF2 chez l’Homme. A partir de l’allèle 

maternel, deux nouveaux transcrits ont été identifiés : 91H, un ARN non codant de 120kbp 

et HOTS, un gène codant pour la protéine de même nom (Berteaux et al., 2008; Onyango 

&Feinberg, 2011). Sur l’allèle pternel, deux gènes permettant l’expression d’ARN non codant 

ont été décrits : IGF2-as (Moore et al., 1997 ; Okutsu et al., 2000) et PIHit (Court et al., 

2011). Cependant, à ce jour, l’ARN non codant PIHit a été identifié uniquement chez la 

souris. Il est localisé à 110 kbp en amont du point d’initiation de la transcription du gène H19 

chez la souris. (Adapté de Angrand et al., 2015). 
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la même régulation que le gène IGF2 : il est exprimé uniquement à partir de l’allèle paternel 

(fig 23). Par ailleurs, aucune phase ouverte de lecture n’a été identifiée sur l’ARNm produit 

lors de la transcription de ce gène, il s’agirait donc d’un ARN non codant. La fonction de cet 

ARN non codant n’a pas encore été identifiée. Cependant, il est un bon marqueur dans les 

tumeurs de Wilms car il y est fréquemment surexprimé.  

Néanmoins, récemment, une étude a mis en évidence que l’ARN IGF2-as est exporté dans le 

cytosol et est associé aux polysomes (Duart-Garcia & Braunschweig, 2013). Par conséquent, 

cet ARN peut coder pour une protéine jusqu’à présent non identifiée.  

Plus récemment, nous avons mis en évidence l’existence d’un gène transcrit à partir de l’allèle 

maternel, en orientation antisens au gène H19, que nous avons nommé 91H (Berteaux et al., 

2008). Il s’agit d’un long ARN non codant de 120kbp chez l’Homme (fig 23). Cet ARN est 

transcrit à partir d’un promoteur contenu dans l’intron 1 du gène MRLP23. Cet ARN non codant 

ainsi que sa fonction sont conservés entre les mammifères, notamment entre l’Homme et la 

souris (Tran et al., 2012). Cependant, chez la souris, 91H est un ARN non codant de 90kbp et 

son promoteur est localisé entre les enhancers et le gène MRLP23. Il est connu que les longs 

ARN non codants antisens sont impliqués dans la régulation de l’empreinte génomique (Air, 

Kcnq1ot1 ou encore Tsix). Nous avons donc étudié les effets d’une invalidation de 91H sur 

l’expression des gènes du locus. Nous montrons qu’en absence de 91H, l’expression d’IGF2 

est diminuée. Le mécanisme responsable de cette inactivation d’expression n’a pas encore 

été identifié. Cependant, dernièrement, une étude a mis en évidence une corrélation négative 

entre 91H et IGF2 dans des carcinomes œsophagiens (Gao et al., 2015). Les auteurs montrent 

également que l’expression de 91H est diminuée dans ces tumeurs, ce qui permet la forte 

expression d’IGF2 et par conséquent le développement tumoral. Par ailleurs, dans les 

carcinomes colorectaux, il a été mis en évidence que l’expression de 91H favorise la 

prolifération, la migration et l’invasion cellulaire (Deng et al., 2014). Ce qui lui suggère un rôle 

d’oncogène dans les cancers. Ces derniers résultats sont en accord avec les données du 

laboratoire (voir P. 219). En effet, nous avons mis en évidence que les cellules cancéreuses 

mammaires invalidées stablement pour 91H ont des capacités de prolifération, migration et 

invasion diminuées par rapport aux cellules contrôles. De plus, nous avons montré que les 

capacités de tumorigenèse des cellules sont également affectées lorsque 91H est réprimé. 

Cependant, à ce jour, le mécanisme d’action de cet ARN non codant est encore inconnu.   

En 2011, une étude a mis en évidence, chez l’Homme uniquement, la présence d’un transcrit 

maternel antisens au gène H19 et compris dans l’ARN non codant 91H : ce transcrit est 

nommé HOTS (H19 opposite tumor suppressor) ; il code pour une protéine du même nom 

(Onyango & Feinberg., 2011) (fig 23). Les auteurs montrent que l’expression de la protéine 

HOTS empêche la formation des tumeurs de Wilms, des rhabdomyosarcomes ou encore des 
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choriosarcomes. A l’inverse, l’invalidation de HOTS, par l’utilisation d’ARN interférant, 

augmente la croissance tumorale en souris xénogreffées. Il est possible que cette protéine soit 

traduite à partir de l’ARN 91H.  

Enfin, le dernier transcrit découvert au locus H19/IGF2  a été identifié chez la souris, il s’agit 

du gène PIHit (Paternally-expressed IGF2/H19 intergenic transcript) (Court et al., 2011) (fig 

23). Comme son nom l’indique, ce gène est transcrit à partir de l’allèle paternel, il est localisé 

110kbp en amont du gène H19 et code un ARN non codant de 5-6kbp. Par 3C, les auteurs ont 

mis en évidence l’existence d’une réorganisation de la chromatine sur l’allèle paternel pour 

induire l’expression de ce gène. Ils suggèrent que la conformation de la chromatine est un 

système dynamique permettant soit l’expression du gène IGF2 soit l’expression de l’ARN non 

codant PIHit. Cet ARN non codant est exprimé 8 jours après la naissance chez la souris puis 

réprimé rapidement à la 3ème semaine après la naissance. L’ARN PIHit possède une coiffe à 

l’extrémité 5’ mais n’est pas polyadénylé. Sa fonction dans la cellule n’est pas encore 

identifiée.  

L’ensemble des gènes présents au locus H19/IGF2 sont soumis à l’empreinte génomique 

parentale. Une étude a déjà mis en évidence l’existence de deux conformations de la 

chromatine sur l’allèle paternel pour induire l’expression de ces transcrits (Court et al., 2011). 

Il n’est donc pas impossible qu’il en soit de même pour l’allèle maternel. Par ailleurs, plusieurs 

études suggèrent que l’ARN non codant 91H régule positivement l’expression du gène IGF2 

(Berteaux et al., 2008 ; Tran et al., 2012). Cet ARN est donc probablement impliqué dans la 

mise en place et la régulation de l’empreinte génomique parentale.  

III. Fonctions cellulaires associées au locus H19/IGF2 

1. Le gène IGF2 

Comme décrit précédemment, IGF2 est transcrit à partir de l’allèle paternel. Ce gène, présent 

sur le chromosome 11 s’étend sur 30kbp. Chez l’Homme, il est exprimé à partir de 4 

promoteurs (P1 à P4) et constitué de 10 exons. Les promoteurs P1 à P4 permettent 

l’expression de 4 transcrits dont uniquement la partie UTR5’ sera différente. Ceci n’aura 

aucune conséquence sur la protéine produite puisque elle est exprimée à partir des exons 8, 

9 et 10. Globalement, les promoteurs P2 à P4 sont actifs au cours du développement 

embryonnaire et fœtal dans tous les tissus somatiques. Le promoteur 3 est principalement 

actif dans le foie avant la naissance. A la naissance, l’activité de ces 3 promoteurs est 

réprimée. Seul le promoteur P1 sera actif à l’âge adulte dans le foie, le plexus choroïde et les 

leptoméninges. De plus, dans ces tissus et à l’âge adulte, l’expression d’IGF2 à partir du 

promoteur P1 est biallélique (Bergman et al., 2013). Ainsi l’empreinte génomique parentale 

n’est présente qu’à certains stades du développement, dans certains tissus et sur quelques 
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promoteurs. Récemment, une étude a mis en évidence que l’ARN non codant 91H, transcrit 

en orientation antisens par rapport à H19, permet l’expression du gène IGF2 à partir de l’allèle 

paternel à partir d’un nouveau promoteur, noté Pm (Tran et al., 2012). Ce promoteur est situé 

entre les promoteurs P1 et P2, en amont de la DMR1. Ceci suggère que le mécanisme de 

régulation de l’empreinte génomique est plus complexe. 

La protéine IGF2 est dans un premier temps synthétisée sous forme d’un pré-pro-peptide de 

180 acides aminés qui subira ensuite un processus de maturation permettant la formation de 

l’IGF2 actif de 67 acides aminés (Bergman et al., 2013). Elle possède de fortes homologies de 

séquence avec l’insuline, d’où son nom. Elle se fixe sur plusieurs types de récepteurs : IGF1R, 

IGF2R ou encore les récepteurs à l’insuline, avec une affinité plus forte pour le variant A. La 

fixation d’IGF2 sur son récepteur (IGF2R) n’induit pas de signalisation cellulaire. En effet, ce 

récepteur est un récepteur « scavenger » permettant la dégradation de l’IGF2 lorsque celle-ci 

se fixe sur ce dernier (Bergman et al., 2012). Ce récepteur permet ainsi de contrôler le taux 

d’IGF2 circulant dans l‘organisme. La fixation de l’IGF2 sur IGF1R ou les récepteurs à l’insuline 

permet l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt et MAP kinase. Ainsi, IGF2 permet la 

croissance, la migration, la différenciation ou encore la survie cellulaire. Le rôle de l’IGF2 chez 

l’adulte doit encore être établi. Chez la souris, il a été mis en évidence qu’une perte 

d’expression d’IGF2 induit un retard de croissance de 40% des embryons par rapport aux 

souris témoins. Bien qu’à l’âge adulte ces souris soient viables et fertiles, ce retard de 

croissance observé chez l’embryon n’est pas compensé lors de l’enfance.  

Dans les cancers, il est établi depuis de nombreuses années qu’IGF2 est surexprimé. De 

nombreuses études montrent que la surexpression du gène IGF2 dans certains tissus 

augmente le risque d’apparition du cancer dans celui-ci. En effet, dans des souris 

transgéniques surexprimant le gène IGF2, le risque de développer des tumeurs mammaires 

ou pulmonaires est augmenté par rapport aux animaux témoins (Bates et al., 1995 ; 

Moorehead et al., 2003). De plus, des souris ayant un niveau élevé d’expression d’IGF2 à 

l’âge adulte développent des cancers plus tôt et plus agressif que les souris témoins (Rogler 

et al., 1994 ; Pravtcheva & Wise, 1998). A l’inverse, une perte d’expression du gène IGF2 

diminue l’incidence tumorale (Bartke et al., 2002). Par ailleurs, la majorité des syndromes de 

Beckwith-Wiedemman est associée à une perte de l’empreinte génomique conduisant à 

l’expression biallélique du gène IGF2. Cette surexpression d’IGF2 par LOI a également été 

constatée dans 50% des tumeurs de Wilms (Reeve, 1996). 

Dans de nombreux cancers, une LOI est observée : sein (Hartmann et al., 2005), œsophage 

(Zhao et al., 2009), ovaire (Murphy et al., 2006), ou encore leucémie myéloïde aigue (Wu et 

al., 1997). Dans les cancers du côlon, la surexpression d’IGF2 après perte d’empreinte est 
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considérée comme un marqueur potentiel de la tumeur (Cui et al., 2003, 2007 ; Cruz-Correa 

et al., 2004).  

Récemment, il a été mis en évidence que le gène IGF2 est le précurseur d’un microARN : le 

miR-483. Ce microARN est généré par l’intron 2 de l’ARNm IGF2. Dans les tumeurs de Wilms, 

où IGF2 est surexprimé dans 50% des cas, une surexpression de ce microARN a également 

été constatée (Veronese et al., 2010). Cette corrélation d’expression entre IGF2 et le miR-483 

a également été constatée dans les tumeurs du sein, du colon et du foie. Le miR-483 est 

suexprimé dans 100% des tumeurs de Wilms. Cependant, dans certaines tumeurs, aucune 

association entre l’expression du gène IGF2 et du miR-483 n’a été retrouvée. De plus, les 

auteurs montrent que l’inhibiteur du miR-483, à l’inverse du siRNA IGF2, est capable de 

réduire la croissance tumorale lorsque les cellules sont xénogreffées en souris 

immunodéficientes. Ils montrent également que le miR-483 régule négativement l’expression 

de la protéine pro-apoptotique PUMA, permettant ainsi la résistance des cellules aux 

apoptogènes. Cette étude suggère que le miR-483 et le gène IGF2 participent de manière 

indépendante à la progression tumorale en permettant la résistance à l’apoptose dans un cas 

et la prolifération cellulaire dans l’autre cas.  

Des autres cibles du miR-483 ont été identifiées : Rho GDP dissociation inhibitor alpha 

(RhoGDI1) et activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) (Song et al., 2014). Ces 

deux gènes codent pour des protéines impliquées dans l’adhérence des cellules à la matrice 

extracellulaire. Dans les cellules cancéreuses de poumon, l’expression du gène IGF2 et du 

miR-483 est augmentée. Le miR-483, en se fixant sur ses ARNm cibles, favorise alors la 

transition épithélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses. Par conséquent, il augmente 

les capacités métastatiques des cellules cancéreuses de poumon.  

Enfin, récemment, il a été mis en évidence que l’expression de la protéine MeCP2 (protéine 

responsable de l’inactivation de l’expression du gène H19 à partir de l’allèle paternel (voir P. 

86)) peut être régulée par le miR-483-5p (Han et al., 2013). En effet, il existe deux sites de 

fixation du miR-483-5p sur l’UTR3’ de l’ARNm MeCP2 mais le miR-483-5p exerce un effet 

négatif sur le second site uniquement. Le gène IGF2 est donc également impliqué dans la 

régulation de l’empreinte génomique parentale.    

2. Le gène H19 

a. Historique 

Le gène H19 a été identifié lors d’un criblage d’une banque de données de foie fœtal chez la 

souris en 1984 par l’équipe de Tilghman (Pachnis et al., 1984, 1988). Les auteurs ont mis en 

évidence qu’il est co-régulé avec le gène de l’alpha-foetoproteine. En 1991, Bartolomei et 

collaborateurs ont mis en évidence que le gène H19 est soumis à l’empreinte génomique 
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parentale chez la souris (Bartolomei et al., 1991). En 1992, chez l’Homme, Zhang et Tycko ont 

isolé le gène H19 également soumis à l’empreinte génomique parentale (Zhang & Tycko, 

1992). Le gène H19, exprimé uniquement à partir de l’allèle maternel, est constitué de 5 exons 

(1325, 134, 112, 122, 613 nucléotides) séparés par des introns très courts. Le gène H19 est 

transcrit par l’ARN polymérase II en un ARN de 2,3 kbp qui est exporté dans le cytosol. L’ARN 

H19 possède une coiffe à l’extrémité 5’, il est épissé et polyadénylé. Il possède donc toutes 

les caractéristiques d’un ARNm ; cependant à ce jour, il est admis que cet ARN est un ARN 

riborégulateur. 

En effet, bien que plusieurs codons d’initiation de la traduction soient présents dans l’exon 1 

de l’ARN, ils sont rapidement suivis par des codons stop : les potentielles phases ouvertes de 

lecture sont donc très courtes (Brannan et al., 1990). De plus, ces phases ouvertes ne sont 

pas conservées entre les espèces contrairement à la structure secondaire de l’ARN (Juan et 

al., 2000). En effet, l’ARN H19 est composé de 16 structures types épingles à cheveux 

conservées entre les mammifères, ce qui suggère que l’ARN H19 possède ses propres 

fonctions per se (Juan et al., 2000). Enfin, la phase ouverte de lecture la plus longue 

permettrait la synthèse d’une protéine de 26kDa. En 1996, Joubel et collaborateurs, après 

délétion et/ou mutation ponctuelle de l’UTR5’, ont réussi à obtenir la production de cette 

protéine dans un système in vitro (Joubel et al., 1996). Ils ont donc mis en évidence que le 

potentiel UTR5’ de l’ARN réprime la traduction de celui-ci. En 1990, il a donc été décrit pour la 

première fois comme étant un ARN riborégulateur (Brannan et al., 1990).  

L’ARN H19 permet de réguler la croissance embryonnaire. En effet, dans des souris « knock-

out » pour le gène H19, une augmentation de la taille et du poids d‘environ 10% par rapport 

aux souris contrôles a été constatée (Leighton et al., 1995 ; Ripoche et al., 1997). Cependant, 

dans ces souris, l’expression d’IGF2 est devenue biallélique ; il est donc difficile de déterminer 

un effet spécifique du gène H19 sur le développement et la croissance embryonnaire. Une 

autre équipe a mis en évidence que la délétion de « silenceurs » spécifique du gène H19, 

permettant l’expression biallélique de celui-ci, permet l’obtention d’animaux plus petits alors 

que l’expression du gène IGF2 reste inchangée (Drewell et al., 2000). Ainsi, en condition 

normale, l’ARN H19 diminue la croissance de l’embryon.  

b. Le gène H19 dans l’empreinte génomique 

Comme largement décrit dans le paragraphe précédent, le gène H19 est soumis à l’empreinte 

génomique parentale : son expression est exclusivement d’origine maternelle et il est co-

régulé avec le gène IGF2, exprimé à partir de l’allèle paternel.  

Il est établi que l’expression du gène H19 module l’expression d’IGF2 en trans (Wilkin et al., 

2000 ; Lottin et al., 2002). En effet, ces deux gènes étant régulés par les mêmes séquences 
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d’enhancers, ils sont en compétition pour ces derniers. De plus, une forte expression du gène 

H19 est associée à une diminution de l’expression du gène IGF2. Cependant le mécanisme 

responsable de cette régulation n’a pas encore été identifié.  

Par ailleurs, dans des cellules de choriocarcinomes, l’ARN H19 est associé aux polysomes et 

une relation inverse entre l’expression d’H19 et la traduction de l’ARNm IGF2 a été montrée 

(Li et al., 1998). H19 diminuerait la traduction de l’ARNm IGF2 en empêchant le recrutement 

de celui-ci aux polysomes. Ainsi H19 régule en trans la transcription et la traduction du gène 

IGF2.   

Récemment, l’équipe de Dandolo a mis en évidence que l’ARN non codant H19 régule 

l’expression de plusieurs gènes soumis à l’empreinte génomique (IGF2, Slc38a4, Dcn, Dlk1, 

Peg1) (Monnier et al., 2013). Dans cette étude, ils montrent que l’ARN H19 se fixe sur une 

protéine à methyl binding domain : MBD1. La protéine MBD1, en plus de se fixer sur les CpG 

méthylés, est capable de recruter des HMT, notamment l’histone méthyltransférase Suv39 

(Fujita et al., 2003). De plus, ils mettent en évidence que l’association H19/MBD1 est 

nécessaire au maintien de l’empreinte génomique parentale sur les gènes précédemment 

cités. Cette association H19/MBD1 permet ainsi le maintien de la marque répressive H3K9me3 

sur ces cinqs gènes : IGF2, Slc38a4, Dcn, Dlk1 et Peg1. Il est donc impliqué dans le maintien 

de l’empreinte génomique parentale sur ces différents locus. Cette étude met donc en 

évidence le mode d’action employé par l’ARN H19 pour réguler l’expression du gène IGF2. De 

plus, elle montre que l’ARN H19 est également impliqué dans la régulation d’expression 

d’autres gènes, eux aussi soumis à l’empreinte génomique.  

c. Régulation de l’expression d’H19  

En plus de l’empreinte génomique parentale, l’expression du gène H19 est également régulée 

par un certain nombre de facteurs : les hormones, les facteurs de croissance ou encore des 

cytokines.  

Dans la glande mammaire, nous avons mis en évidence un niveau basal d’expression du gène 

H19 (Dugimont et al., 1995 ; Adriaenssens et al., 1998). Cependant, nous avons montré que 

l’expression d’H19 est localisée dans certaines structures de la glande mammaire et qu’elle 

n’est pas constante au cours de son évolution (Adriaenssens et al., 1999). En effet, par 

hybridation in situ, nous montrons que H19 est exprimé dans la glande mammaire de façon 

ubiquitaire lors du développement embryonnaire. A la naissance, il est réprimé dans la majorité 

des cellules. Une forte expression d’H19 va être retrouvée dans les nouveaux bourgeons 

terminaux et dans les cellules épithéliales des acini à la puberté et pendant la grossesse 

respectivement. Pendant la lactation, aucune expression d’H19 n’est détectée, il est ré-

exprimé dans certaines cellules épithéliales pendant l’involution, pour revenir à un niveau 
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basal d’expression. Des variations similaires ont été observées dans l’utérus : H19 est 

fortement exprimé pendant les phases d’oestrus et de metoestrus et réprimé pendant la phase 

de latence. Le gène H19 est donc principalement exprimé dans les cellules épithéliales en 

prolifération et son expression est corrélée avec les variations hormonales (œstrogènes, 

progestérone) de la Femme. En effet, notre équipe a montré qu’H19 est régulé positivement 

par le 17-β-œstradiol et négativement par la progestérone.  

Dans la prostate, nous avons montré que H19 est régulé positivement par la prolactine (une 

hormone peptidique impliquée dans la lactation mais aussi dans le développement normal de 

la prostate et la fonction testiculaire) et négativement par la dihydrotestostérone (DHT : forme 

active de la testostérone) (Berteaux et al., 2004). 

De plus, dans les cellules cancéreuses de sein, nous avons montré que l’expression d’H19 

est régulée positivement par un certains nombres de facteurs de croissance : l’HGF/SF, l’EGF 

et le FGF-2 (Adriaenssens et al., 2002). Les cellules stimulées avec l’HGF/SF, en plus de 

montrer une surexpression d’H19, ont des capacités de prolifération et de migration 

augmentées. Nous montrons également que les facteurs TNF-α, TGFβ1 et IGF-2 n’exercent 

aucun effet sur l’expression du gène H19. Ainsi, il n’existe pas de boucle de rétrocontrôle de 

régulation de l’expression d’H19 et d’IGF-2 dans les cellules de sein.  

D’autres études ont mis en évidence que l’expression d’H19 est régulée positivement par les 

facteurs de croissance : IGF-1, IGF-2 et acide rétinoïque et négativement par le TGFβ, le TNFα 

et l’INFγ dans les cellules surrénales et de testicules (Voutilainen et al., 1994 ; Kopf et al., 

1998). Ces études nous montrent que les facteurs régulant l’expression d’H19 sont différents 

et peuvent avoir des effets contraires selon le type cellulaire étudié.  

Enfin, l’expression d’H19 peut également être régulée par des protéines ou facteurs de 

transcription. En effet, dans le promoteur d’H19 des éléments de réponse à la protéine P53 

ont été identifiés (Dugimont et al., 1998). Lorsque cette protéine est activée, elle réprime 

l’expression du gène H19. Nous avons également mis en évidence que H19 est régulé 

positivement par le facteur de transcription E2F1 (Berteaux et al., 2005). Une autre étude a 

mis en évidence que le facteur de transcription c-Myc, qui agit en hétérodimère avec la 

protéine Max, est capable de réguler l’expression du gène H19 (Barsyte-Lovejoy et al., 2006 ; 

Zhang et al., 2015). Les auteurs montrent une association de l’expression d’H19 et l’expression 

de c-Myc dans les tumeurs primaires du sein et dans les cancers des poumons. Ce facteur de 

transcription se fixe sur des séquences spécifiques, appelées E-boxes, à proximité du centre 

de contrôle de l’empreinte au locus H19/IGF2. En recrutant des histones acétylases, c-Myc 

active l’expression du gène H19 uniquement à partir de l’allèle maternel. Ce facteur de 

transcription ne modifie donc pas l’empreinte génomique au locus. Ces données suggèrent 

que H19 participe aux effets oncogènes décrits pour la protéine c-Myc. De la même manière, 



Introduction 

96 
 

dans les cancers de la vessie, il est établie que l’expression du gène H19 est régulée 

positivement par l’oncogène YAP (Yes Associated Protein) (Li et al., 2015). Ainsi, dans ces 

cancers, les capacités oncogéniques de YAP sont augmentées grâce à l’expression d’H19. 

Par ailleurs, l’expression du gène H19 est corrélée avec la surexpression du gène Afp codant 

pour l’Alpha-foetoproteine dans le foie fœtal (Pachnis et al., 1984). En 2005, l’équipe de 

Perincheri et collaborateurs a cartographié le locus contenant le gène Afp et a identifié le gène 

Zhx, orthologue du gène Zhx2 chez l’Homme (Perincheri et al., 2005). Une relation négative 

entre l’expression d’H19 et ce gène Zhx a été observée. En effet, des souris déficientes en 

Zhx gardent une expression élevée du gène H19 après la naissance. De plus, l’expression de 

Zhx est plus importante dans le foie adulte que dans le foie fœtal. L’expression de ce gène 

serait donc responsable de la répression du gène H19 observée à la naissance.  

Outre les protéines, facteurs de croissance, facteurs de transcription, le microenvironnement 

tumoral est également capable d’influencer l’expression de certains gènes. Nous avons 

démontré que H19 est principalement exprimé au niveau des interactions 

épithélium/mésenchyme dans la glande mammaire normale (Adriaenssens et al., 1999). Dans 

les cancers du sein, l’expression d’H19 est localisée préférentiellement au niveau de 

l’interaction épithélium/stroma tumoral (Dugimont et al., 1995 ; Adriaenssens et al., 1998). De 

plus, nous avons mis en évidence que les cellules épithéliales mammaires, traitées avec du 

milieu conditionné de fibroblastes humains normaux (MRC-5), ont une forte expression du 

gène H19 (Adriaenssens et al., 2002). Par ailleurs, les cellules ont également des capacités 

de motilité et de morphogenèse augmentées : propriétés déjà connues pour ce type de milieu. 

Cependant, les facteurs responsables de l’expression du gène H19 n’ont pas été identifiés. 

Par ailleurs, l’expression d’H19 en condition hypoxique a été étudiée. En fonction de la 

proximité des vaisseaux sanguins, les tumeurs sont composées de zones hypoxiques plus ou 

moins importantes. Les zones hypoxiques sont considérées comme étant les régions 

responsables de la résistance aux chimiothérapies puisqu’elles sont éloignées des vaisseaux 

sanguins, elles sont donc inaccessibles aux drogues. En condition hypoxique, deux voies de 

signalisation sont activées : la voie HIF-1α et la voie P53. Elles possèdent deux fonctions 

différentes : la première permet l’adaptation de la cellule à son nouvel environnement tandis 

que la seconde permet l’induction de la mort cellulaire. Dans leur étude, les auteurs ont montré 

que le facteur HIF-1α permet l’expression du gène H19 uniquement lorsque la protéine P53 

est mutée (Matouk et al., 2010). Cette régulation est en accord avec des données obtenues 

au laboratoire : P53 réprime l’expression du gène H19 (Dugimont et al., 1998). Ainsi, en 

condition d’hypoxie, H19 permet la survie et l’adaptation des cellules ; ce qui leur confère un 

avantage sélectif de croissance.  
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En plus de la régulation transcriptionnelle classique, il a été mis en évidence que la régulation 

de l’expression d’H19 peut aussi être post-transcriptionnelle. En 2000, Milligan et 

collaborateurs ont montré que l’accumulation d’ARN H19 dans les cellules musculaires de 

souris est due à une stabilisation de celui-ci par une protéine indéterminée (Milligan et al., 

2000). Dans le foie fœtal, ce type de régulation avait déjà été décrit (Jouvenot et al., 1999). 

D’autres études ont montré une association de l’ARN H19 avec une famille de protéine. En 

effet, une association d’expression des gènes H19/IGF2 et de la protéine CRD-BP (cMyc 

mRNA coding Region instability Determinant Binding Protein) a été retrouvée dans les tumeurs 

mammaires de souris. Cette protéine CRD-BP, en se liant  à l’ARN H19, régule positivement 

son expression en le stabilisant ou en affectant sa localisation (Tessier et al., 2004). De plus, 

4 sites de fixation pour la protéine IGF-II mRNA Binding Protein (IMP) ont été identifiés sur les 

exons 4-5 de l‘ARN H19. Cette famille de protéine est constituée de trois membres : IMP1, 2 

et 3 qui sont localisés dans les lamellipodes et les régions périnucléaires des fibroblastes 

(Runge et al., 2000). Ces protéines sont capables de fixer l’ARNm IGF-2. Chez l’Homme, la 

protéine IMP1 est un orthologue de la protéine CRD-BP (Nielsen et al., 2001). En 2005, il a 

été mis en évidence que la protéine IMP3 se fixe sur l’ARN H19 in vivo. Cependant, 

l’invalidation de celle-ci par un siRNA n’affecte pas l’expression d’H19 (Liao et al., 2005). Outre 

l’empreinte génomique parentale, les mécanismes de régulation de l’expression du gène H19 

sont donc complexes et variés. 

d. H19 dans la tumorigenèse 

A l’heure actuelle, la fonction du gène H19 dans le processus de tumorigenèse est 

controversée. Cette controverse peut être expliquée par le fait que pendant de nombreuses 

années, le(s) mécanisme(s) d’action de cet ARN n’étai(en)t pas décrits. De plus, son étude est 

assez complexe puisque aucune protéine associée à cet ARN n’est identifiée et qu’il est 

soumis à un mécanisme de régulation complexe et finement régulé. Cependant, les premières 

études ont mis en évidence que l’absence d’expression du gène H19 est associée à 

l’apparition du syndrome de Beckwith Wiedemman ; ce qui lui suggère un rôle de suppresseur 

de tumeur dans cette pathologie (Reik et al., 1995). De plus, l’absence d’expression d’H19 

induit une prédisposition de l’enfant aux tumeurs rénales : les tumeurs de Wilms (Rainier et 

al., 1993). Ces deux pathologies sont issues d’une dérégulation de l’empreinte génomique 

parentale conduisant à une perte d’expression du gène H19 et à une expression biallélique du 

gène IGF2. Cependant, en parallèle de ces études, il était montré que H19 est surexprimé 

dans différents cancers et qu’il participe à la progression tumorale. L’ensemble des études 

essayant d’identifier le rôle d’H19 dans les pathologies est regroupé dans le tableau 5.   
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Tableau 5. Liste non exhaustive des travaux montrant le rôle oncogène ou suppresseur de 

tumeur de l’ARN H19. 

 

 

 

 

 

 

ONCOGENE SUPPRESSEUR DE TUMEUR 

organe références organe références 

vessie 
Biran et al., 1994 
Ariel et al., 1995 

BWS Reik et al., 1995 

sein 
Dugimont et al., 1995 

Adriaenssens et al., 1998 
Lottin et al., 2002 

muscle strié enfant, 
 Rabdomyosarcome 

Casola et al., 1997 
Lynch et al., 2002 

utérus 

Douc-rasy et al., 1996 
Hashimoto et al., 1997 

Tanos et al., 2004 
Lottin et al., 2005 

tumeurs de Wilms 
Raineir et al., 1993 

Moulton et al., 1994 

ovaire 
Kim et al., 1998 

Tanos et al., 1999 
Foie enfant,  

hépatoblastomes 
Li et al., 1998 

Fukuzawa et al., 1999 

testicules 
Verkerk et al., 1997 
Ariel et al., 2000b 

  

poumon Kondo et al., 1995   

œsophage/colon 
Hibi et al., 1996 
Cui et al, 2002 

Tsang et al., 2010 
  

foie 
Kim & Lee, 1997 
Ariel et al., 1998 
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Récemment, afin d’identifier le rôle d’H19 dans les cancers, une équipe a utilisé différentes 

souris transgéniques pour le locus H19/IGF2 : H19Δ3 (délétion du gène H19 sur l’allèle 

maternel) et H19ΔEnh (délétion des enhancers en aval du gène H19 sur l’allèle maternel) 

qu’ils ont ensuite croisé avec des lignées de souris formant des cancers spontanées : 

tératome, colon, foie (Yoshimizu et al., 2008). Dans cette étude, les auteurs clarifient le rôle 

d’H19 dans les cancers embryonnaire et de l’enfant. En effet, ils mettent en évidence que 

l’absence d’expression du gène H19 favorise l’apparition des tumeurs et permet également 

l’obtention de tumeurs plus grosses pour les trois types de tumeurs étudiées : tératome, tumeur 

du colon et tumeur du foie. Cependant, ces tumeurs sont obtenues au stade embryonnaire ou 

4 mois après la naissance et il est à noter qu’une légère surexpression du gène IGF2 a été 

constatée dans les tissus étudiés. Néanmoins, les auteurs ont également réalisé ces études 

dans des souris IGF2-/-, ils ont obtenu des résultats similaires ; ce qui confirme que l’effet 

observé sur la tumorigenèse est due à la perte d’expression du gène H19. Ainsi, il est 

clairement défini que H19 possède un rôle de suppresseur de tumeur au stade embryonnaire 

et après la naissance. 

Cependant, dans les cancers de l’adulte, plusieurs études prônent en faveur d’un rôle 

d’oncogène pour l’ARN H19. En effet, il est montré que H19 est fréquemment surexprimé dans 

les cancers : poumon (Kondo et al., 1995), foie (Kim & Lee, 1997 ; Ariel et al., 1998), vessie 

(Biran et al., 1994 ; Ariel et al., 1995), œsophage (Hibi et al., 1996) et ovaire (Kim et al., 1998). 

Nous avons également mis en évidence que H19 est surexprimé dans 70% de cancers du 

sein (Dugimont et al., 1995, Adriaenssens et al., 1998) mais aussi dans les cancers de l’utérus 

(Ariel et al., 1997b ; Lottin et al., 2005). Dans les cancers du foie, H19 est même considéré 

comme étant un marqueur de tumeur (Ariel et al., 1998). Par ailleurs, nous avons montré que 

H19, régulé positivement par le facteur E2F1, favorise la progression du cycle cellulaire et 

augmente les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires (Lottin et al., 

2002 ; Berteaux et al., 2005). De plus, certains auteurs qualifient l’ARN H19 d’ARN oncofoetal 

(Ariel et al., 1997a ; 2000a). 

Pour finir, plusieurs modes d’action associés à l’ARN H19 ont été décrits dans les cancers 

chez l’adulte (voir paragraphe suivant). L’ensemble des modes d’action et des cibles de son 

microARN permettent la progression tumorale et métastatique : augmentation de la 

prolifération cellulaire, de la transition épithélio-mésenchymateuse, de la migration/invasion ou 

encore de la résistance des cellules aux stress environnementaux (l’hypoxie par exemple). 

Depuis de nombreuses années, il est donc clairement établi que l’ARN H19 possède un rôle 

d’oncogène dans les cancers chez l’adulte. Avec l’identification des modes d’action de cet 

ARN, cette fonction d’oncogène est d’autant plus vraie.  
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Ainsi, la fonction d’H19 est différente en fonction du stade de développement, comme pour la 

régulation de son expression : il est exprimé au stade embryonnaire, il y possède un rôle de 

suppresseur de tumeur ; chez l’adulte, il est réprimé dans la majorité des tissus, sa ré-

expression est associée à un phénotype oncogène. Cette régulation de fonction de l’ARN H19 

est également suggérée par Raveh et collaborateurs (Raveh et al., 2015). 

e. Mode d’action de l’ARN H19 

Comme décrit dans le chapitre précédent, les longs ARN non codant ont différents mode 

d’action pour exercer leurs fonctions : régulation épigénétique, précurseur de microARN, 

éponge à microARN ou encore interactant protéique. Pour exercer sa fonction d’oncogène 

dans la majorité des tumeurs, H19 possède l’ensemble de ces modes d’action (fig 24).   

 Précurseur de microARN : 

En 2007, Cai et Cullen ont mis en évidence que l’ARN H19 est le précurseur de microARN : 

hsa-miR-675-5p et hsa-miR-675-3p (Cai & Cullen, 2007) (fig 24-1). Ces deux microARN sont 

générés à partir d’une structure tige-boucle contenue dans l’exon1 et conservée entre les 

espèces. La synthèse de ces microARN utilise la voie canonique de formation des microARN : 

elle est donc Drosha- et Dicer-dépendante. A l’heure actuelle, plusieurs cibles de ces 

microARN ont été identifiées dans le tissu sain mais aussi dans du tissu cancéreux. La 

première cible du miR-675 a été décrite dans des cellules cancéreuses de colon : il s’agit de 

l’ARNm Rb (Tsang et al., 2010). Les auteurs ont mis en évidence que le miR-675-5p est 

capable de se fixer sur l’UTR3’ de cet ARNm, ce qui permet une diminution de protéine Rb 

dans les cellules. Ils mettent également en évidence une régulation négative entre la protéine 

Rb et le miR-675 dans les tumeurs colorectales.  

Par ailleurs, dans les cellules du placenta, le miR-675-3p est capable de réguler négativement 

l’expression de l’ARNm IGF1R en se fixant sur l’UTR3’ (Keniry et al., 2012). Dans cette étude, 

les auteurs montrent que la synthèse du miR-675 n’est pas constante lors du développement 

embryonnaire bien que l’expression d’H19 le soit. En effet, le miR-675-3p n’est exprimé qu’à 

partir du 11ème jour de développement embryonnaire et dans les cellules du placenta 

uniquement sans modification de l’expression d’H19. L’expression du miR-675 est régulée 

négativement par la protéine HuR. Cette protéine se fixe sur l’ARN H19 55bp en amont du pri-

miR-675. En masquant le site de clivage, elle empêche ainsi l’action de Drosha. Au 11ème jour 

de développement embryonnaire, l’expression de la protéine HuR diminue fortement, le miR-

675 est donc synthétisé, il pourra interagir avec ses ARNm cibles dans ce tissu. Les auteurs 

montrent que le miR-675 régule négativement l’expression de l’IGF1R (le récepteur de l’IGF2) 

dans le placenta. Cette régulation permet une diminution de la croissance du placenta : une 

étape nécessaire permettant de préparer l’accouchement.  
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Ainsi le miR-675, généré par l’ARN non codant H19, contribue au bon développement de 

l’embryon mais aussi à la progression tumorale. A ce jour, environ 20 cibles du miR-675 ont 

été identifiées dans plusieurs types cellulaires. Ces cibles est résumé dans le tableau 6.  

Les cibles du miR-675 déjà identifiées permettent le développement tumoral. En effet, ces 

cibles régulent la prolifération cellulaire (Rb, Cdc6), la transition épithélio-mésenchymateuse 

(Twist1, Slug, Cadherin 11) ou encore la signalisation de facteurs de croissance (Smad1, 

Smad5, TGFβ1).  Grâce à son microARN, H19 est également capable de réguler l’expression 

des gènes de façon épigénétique. En effet, le miR-675 réprime l’expression de la protéine 

HP1α dans les cellules cancéreuses du foie (Li, 2015). Cette régulation est associée à une 

diminution des marques répressives H3K9me3, H3K27me3 ainsi qu’à une augmentation de la 

marque activatrice H3K27Ac sur le promoteur du gène codant pour l’EGR1. Cette dernière 

permet à son tour l’expression du gène H19.  

Ainsi, grâce à son microARN, H19 est également impliqué dans la régulation épigénétique et 

favorise sa propre expression. Bien que H19 soit impliqué dans la croissance de la glande 

mammaire et sa tumorigenèse, aucune cible du miR-675 n’a été identifiée dans ce tissu. 

 

cible position miR-675 tissus papier 

Rb 3'UTR 5p cancer colorectal Tsang, 2010 

COL2A1 ? ? chondrocytes Dudek, 2010 

Igf1r 3'UTR 3p placenta Keniry, 2012 

NOMO1 3'UTR 5p trophoblaste placentaire Gao, 2012 

Twist1 3'UTR ? carcinome hepatocellulaire Hernandez, 2013 

MITF 3'UTR 3p melanome Kim, 2013 

RUNX1 3'UTR 5p cancer gastrique Zhuang, 2014 

Smad1 3'UTR 3p 
muscle squelettique 
 (Souris) 

Dey, 2014  
 

Smad5 3'UTR 3p 

Cdc6 3'UTR 5p 

CALN1 3'UTR ? cancer gastrique Li, 2014 

SLUG Cible indirecte cancer ovaire Matouk, 2014 

TGFBI 3'UTR 5p cancer prostate Zhu, 2014 

Cadherin 
11 

3'UTR 3p Mélanome Kim, 2014 

TGFBI CDS/5'UTR 3p/5p cellule souches mesenchyme Huang, 2015 

HP1 3'UTR 5p cancer du foie Li, 2015 

CDK6 3'UTR 3p gliome Li, 2015 

Tableau 6. Liste des cibles des miR-675-5p et miR-675-3p déjà identifiées. 
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Figure 24. Les différents modes d’action de l’ARN non codant H19. (1) L’ARN H19 est 

un précurseur de microARN : miR-675-5p et miR-675-3p (Cai et cullen, 2007). Plusieurs 

cibles ont été identifiées mais aucunes dans les cellules mammaires. (2) L’ARN H19 peut 

servir d’éponge à microARN pour inhiber leur fonction. (3) L’ARN H19 est capable d’interagir 

avec des protéines : P53, EZH2. Il empêche la fonction de P53 et il participe à la régulation 

de l’expression des gènes par modifications épigénétiques. (4) H19 est capable de réguler 

l’expression d’IGF2 au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Vennin et al., 2013). 

(5) H19 pourrait interagir avec les ARN 91H ou HOTS pour être précurseur de petits ARN 

ou réguler l’empreinte génomique. (Adapté de Angrand et al., 2015). 
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 Eponge à microARN 

Récemment, il a été mis en évidence que l’ARN H19, en plus d’être précurseur de microARN, 

possède également des fonctions d’éponges à microARN (fig 24-2). En 2013, Kallen et 

collaborateurs ont identifié 4 sites potentiels de fixation pour les microARN let-7 sur l’ARN H19 

(Kallen et al., 2013). Les microARN let-7 sont notamment impliqués dans la régulation de la 

différenciation des cellules musculaires. Les auteurs montrent que l’interaction H19/let-7 

empêche la fonction de ce dernier. En effet, ils ont observé une augmentation de la 

différenciation des cellules musculaires en absence de l’ARN H19. Ainsi, H19, en fixant let-7, 

régule la fonction de celui-ci dans les cellules. H19 permet donc de titrer la quantité de 

microARN let-7 présent et actif dans un tissu. Il contribue à la régulation de l’expression des 

gènes cibles de ces microARN et par conséquent au bon développement tissulaire.  

Par ailleurs, il a été mis en évidence que l’ARN H19 possède des fonctions d’éponges à 

microARN dans les cellules cancéreuses de l’ovaire et les myoblastes (Imig et al., 2015). Les 

auteurs ont utilisé la technologie du miR-CLIP afin d’identifier tous les ARNm cibles du miR-

106a. Cette technique consiste à transfecter un miR-106a biotinylé sur l’extrémité 3’. Ensuite, 

grâce au complexe streptavidine/biotine, les ARNm associés au miR-106a sont 

immunoprécipités et séquencés. Cette technologie a permis de mettre en évidence que l’ARN 

H19 est capable d’interagir avec le miR-106a. Deux éléments de réponse au miR-106a (MRE), 

fonctionnels dans des cellules ovariennes et des myocytes, ont ainsi été identifiés sur l’exon 1 

de l’ARN H19. Par ailleurs, ces MRE sont situés à proximité d’un site de fixation des protéines 

appartenant à la famille IGF2BP. Les auteurs montrent également que l’ARN H19 est stabilisé 

en présence du miR-106a ; ils supposent un effet synergique de ce microARN avec les 

protéines IGF2BP pour le stabiliser. De plus, dans les cellules cancéreuses ovariennes et  

dans les myocytes, une augmentation de l’expression des cibles du miR-106a a été observée ; 

ceci permet une augmentation de la prolifération cellulaire. Ainsi, H19 en fixant les membres 

de la famille miR-106a, possède un rôle d’éponge à microARN et favorise la prolifération 

cellulaire.  

L’ARN H19 est également une éponge aux microARN miR-138 et miR-200a dans les cancers 

colorectaux et miR-141 dans les cancers gastriques (Liang et al., 2015 ; Zhou et al., 2015). 

Ces trois microARN sont impliqués dans la régulation de l’expression des protéines ZEB1 et 

ZEB2. Grâce à ces interactions, H19 favorise la prolifération cellulaire ainsi que la transition 

épithélio-mésenchymateuse dans ces cancers.  
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 Interactant protéique : 

Enfin, l’ARN H19 est capable de se fixer sur plusieurs protéines et d’orienter leur fonction (fig 

24-3). En effet, en 2012, une interaction entre l’ARN H19 et la protéine P53 a été mise en 

évidence dans les cancers gastriques et elle est associée à une prolifération cellulaire accrue 

(Yang et al., 2012). De plus, ils supposent que la fixation d’H19 sur la protéine P53 réduit la 

fonction de celle-ci. La protéine P53, activée lors de dommages à l’ADN, possède deux rôles 

majeurs : (1) induire un arrêt du cycle cellulaire si les dommages sont réparables ; (2) induire 

l’apoptose cellulaire lors de dommages trop importants. Il s’agit donc d’une protéine « gardien 

de l’intégrité génomique ». Ainsi, lorsque H19 empêche la fonction de la protéine P53 dans les 

cancers gastriques, il favoriserait l’instabilité génomique et par conséquent la progression 

tumorale.  

Par ailleurs, une autre étude a mis en évidence que l’ARN H19 est capable de se fixer sur la 

protéine EZH2 qui est présente dans le complexe répresseur polycomb PRC2 (Luo et al., 

2013). Cette interaction a été mise en évidence dans les cancers de la vessie. Les auteurs 

montrent que l’association H19/EZH2 permet le recrutement du complexe PRC2 au promoteur 

du gène codant la E-cadherine. Cette protéine permet l’attachement des cellules à la matrice 

extracellulaire. En absence d’E-cadherine, les cellules sont capables de réaliser la transition 

epithelio-mésenchymateuse : une transformation nécessaire à la dissémination des cellules 

cancéreuses dans l’organisme. Lorsque H19 est associé à la protéine EZH2, il permet la 

méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 sur le promoteur du gène codant la E-cadhérine. Ce 

gène n’est donc plus exprimé dans ces tissus, les cellules acquièrent donc des capacités 

métastatiques. En permettant le recrutement du complexe répresseur polycomb PRC2, l’ARN 

H19 est donc impliqué dans la régulation épigénétique de l’expression des gènes.  

L’ensemble des données acquises nous montrent que l’ARN H19 possède plusieurs modes 

d’action différents dans un même type cellulaire. En effet, dans les cancers gastriques, H19, 

par l’intermédiaire de son microARN, répime l’expression de la protéine Rb. Il est une éponge 

aux microARN miR-138 et miR-200a. De plus, il se fixe sur la protéine P53 et réprime sa 

fonction. Cependant, tous ces modes d’action lui permettent de promouvoir la progression 

tumorale. 

Tous les modes d’action décrits pour l’ARN H19 participent au phénotype oncogène 

associé à cet ARN. Il est à noter qu’aucun mode d’action n’a encore été décrit dans les 

cellules mammaires normales ou cancéreuses. Par conséquent, l’ARN H19 ou son 

microARN possède d’autres modes d’actions et/ou d’autres cibles pour induire la 

tumorigenèse dans les cellules mammaires.  
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Les longs ARN non codants possèdent différents mécanismes, spécifiques de leur localisation 

cellulaire, pour exercer leurs fonctions. En effet, les lncRNA nucléaires régulent l’expression 

des gènes par modifications épigénétiques, ils régulent également le transport des ARNm 

dans le cytosol. Dans le cytoplasme, les lncRNA peuvent être des précurseurs ou des éponges 

à microARN, ils peuvent également se fixer sur des protéines pour en moduler leur fonction 

ou leur localisation cellulaire. Le locus H19/IGF2 est constitué, entre autres, de deux longs 

ARN non codants, H19 et 91H dont l’un a été découvert par notre équipe (Berteaux et al., 

2008). A mon arrivée au laboratoire, nous savions que H19 augmentait les capacités 

tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires mais son mode d’action dans ce cancer 

n’était pas décrit. Par ailleurs, les fonctions et le rôle de 91H dans les cellules cancéreuses 

mammaires n’étaient pas encore identifiés.   

 

Mon travail de thèse a donc consisté à mettre en évidence le(s) mode(s) d’action des ARN 

non codants H19 et 91H au cours de la tumorigenèse de la glande mammaire.  

Pour répondre à cet objectif, dans un premier temps, j’ai recherché des cibles du microARN 

généré par H19 dans les cellules cancéreuses mammaires. J’ai identifié plusieurs cibles (c-

Cbl, Cbl-b et FADD) que j’ai validées dans les cellules cancéreuses mammaires. J’ai ensuite 

étudié les phénotypes associés à la modification d’expression de ces cibles. J’ai également 

mis en évidence que l’ARN H19 est capable d’interagir avec la protéine P53. J’ai donc 

étudié l’effet de cette association H19/P53 dans des cellules cancéreuses mammaires. De 

plus, en collaboration avec une équipe située à l’Institut de Biologie de Lille, j’ai mis en 

évidence que l’ARN H19 est impliqué dans l’apparition et le maintien des cellules souches 

normales prostatiques et mammaires.  

Pour finir, j’ai étudié les effets d’une invalidation de 91H dans les cellules cancéreuses 

mammaires. J’ai, ainsi, mis en évidence les propriétés oncogéniques de l’ARN non codant 

91H. J’ai également mis en évidence que 91H est impliqué dans le maintien de l’empreinte 

génomique au locus H19/IGF2.   
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I. Identification de cibles du miR-675 dans les cellules 

cancéreuses mammaires. 
1. Les ARNm c-Cbl et Cbl-b : deux nouvelles cibles du miR-675 

Introduction 

Dans de nombreux cancers, plusieurs études ont mis en évidence le rôle oncogène de l’ARN 

H19 ; notamment dans les cancers de la vessie, des poumons, de l’œsophage. Cependant, 

pendant de nombreuses années, la fonction de cet ARN était encore inconnue. A ce jour, 

plusieurs modes d’action associés à l’ARN H19 ont été mis en évidence dans les cancers. En 

effet, en 2007, il a été montré que H19 est le précurseur de microARN (miR-675-5p et miR-

675-3p) et plusieurs cibles de ces microARN ont été identifiées dans les cancers. H19 peut 

également être une éponge à microARN ou encore interagir avec des protéines pour en 

moduler leur fonction.  

Dans le cancer du sein, nous avons mis en évidence que H19 est surexprimé dans 70% des 

cas. La régulation positive du gène H19 par des facteurs de croissance (HGF par exemple) et 

des facteurs de transcription (E2F1) favorise les capacités d’invasion et de prolifération des 

cellules cancéreuses mammaires. Ces données confirment le phénotype oncogène d’H19 

dans le cancer du sein. Cependant, le mode d’action de cet ARN au cours de la tumorigenèse 

est encore inconnu. 

Dans cette étude, nous avons identifié des cibles du microARN généré par H19 dans les 

cellules cancéreuses mammaires. Ces cibles sont impliquées dans le maintien de l’activation 

des récepteurs aux facteurs de croissance et de leurs voies de signalisation. Nous montrons 

également le rôle oncogène du miR-675 dans les cellules cancéreuses mammaires.  
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ABSTRACT 

H19 is a long non-coding RNA precursor of miR-675microRNA. H19 is increasingly described 

to play key roles in the progression and metastasis of cancers from different tissue origins. We 

have previously shown that the H19 gene is activated by growth factors and increases breast 

cancer cell invasion. In this study, we established H19/miR-675 ectopic expression models of 

MDA-MB-231 breast cancer cells to further investigate the underlying mechanisms of H19 

oncogenic action. We showed that overexpression of H19/miR-675 enhanced the aggressive 

phenotype of breast cancer cells including increased cell proliferation and migration in vitro, 

and increased tumor growth and metastasis in vivo. Moreover, we identified ubiquitin ligase 

E3 family (c-Cbl and Cbl-b) as direct targets of miR-675 in breast cancer cells. Using a 

luciferase assay, we demonstrated that H19, through its microRNA, decreased both c-Cbl and 

Cbl-b expression in all breast cancer cell lines tested. Thus, by directly binding c-Cbl and Cbl-

b mRNA, miR-675 increased the stability and the activation of EGFR and c-Met, leading to 

sustained activation of Akt and Erk as well as enhanced cell proliferation and migration.  Our 

data describe a novel mechanism of protumoral action of H19 in breast cancer. 
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INTRODUCTION 

The H19 gene, located in human in 11p15.5 locus, is submitted to genomic imprinting. It is 

expressed only from the maternal allele [1]. It is transcribed by the RNA polymerase II and the 

transcript is spliced, polyadenylated, capped and exported into the cytosol. However, no 

protein associated to this transcript has been discovered and Brannan et al. proposed that H19 

RNA functions as a riboregulator [2]. H19 is highly expressed in the extraembryonic tissues 

(placenta), the embryo proper, and the fetal tissues. After birth, its expression is repressed 

even if a basal expression subsists in several tissues including mammary gland, adrenal gland 

and uterus [3-6]  

The role of H19 in cancer is still matter of debate. It has been proposed that H19 acts as a 

tumor suppressor in Wilm’s tumors, embryonic rhabdomyosarcoma, and the Beckwith-

Wiedemann syndrome [7]. In addition, using in vivo mice models of tumorigenesis, a role of 

tumor suppressor gene has been ascribed to H19 [8]. However, numerous studies have shown 

that H19 is an oncogene in many types of cancers. Indeed, H19 overexpression is often 

correlated with poor prognosis in bladder, lung, oesophageal and gastric cancers [9-13]. H19 

exerts its oncogenic activity through different mechanisms. For example, it has been reported 

that H19 functions as a Myc-up-regulated gene to potentiate the tumorigenic phenotype of 

breast and lung cancer cells [14]. More recently, H19 was described to act as a molecular 

sponge to regulate the let-7 family of miRNAs [15]. In addition, H19 is also a precursor for 

microRNA-675 (miR-675) and generates two mature miRNAs, miR-675-5p (miR-675) and 

miR-675-3p (miR-675*) [16].   

MicroRNAs (miRNAs) are 19- to 25-nucleotide regulatory non-coding RNAs that are initially 

expressed as hairpin transcripts of primary miRNA under the control of RNA polymerase II. 

These primary miRNA hairpins are cleaved by two enzymes, Drosha and Dicer, to generate 

mature miRNAs. Although several mechanisms of gene expression regulation by miRNAs 

have been demonstrated [17], they mainly repress gene expression at the post-transciptional 

level by interacting with 3’UTR of target mRNA. 

Recent data indicate that H19-derived miR-675 favours tumor progression by repressing the 

expression of several target genes, including Rb in colorectal cancer [12], Twist1 in 

hepatocellular carcinoma [18], and RUNX1 in gastric cancer [19].  

We have previously shown that H19 is overexpressed in 70% of breast cancer [3]. H19 gene 

overexpression in mammary epithelial cells promotes tumorigenesis by upregulating 

thioredoxin, a modulator of signal transduction and potentiator of tumorigenesis [20]. H19 gene 

is up-regulated by growth factors such as HGF and by transcription factors such as E2F1 to 

enhance cell invasion and cell cycle progression [21, 22]. Altogether theses finding are in favor 

of a role of H19 as an oncogene in breast cancer [23].  
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In this study, we have examined the role of H19-derived miR-675 in controlling the properties 

of breast cancer cells. Using in silico prediction and functional assays, we identified c-Cbl and 

Cbl-b as direct targets of miR-675. H19-miR-675-Cbl increased the expression level of tyrosine 

kinase receptors and sustained their activation of down-stream signaling pathways. Moreover, 

miR-675 overexpression increased the aggressive phenotype of breast cancer cells both in 

vitro and in vivo. Our findings provide novel mechanistic insights into a critical role for H19 

RNA in breast cancer development and reveal a previously unknown link between H19/miR-

675, Cbl and tyrosine kinase receptors to enhance breast cancer cell aggressiveness. 

 

RESULTS 

H19-derived miR-675 targets c-Cbl and Cbl-b through their coding sequences in breast 

cancer cells 

We have previously demonstrated the oncogenic role of H19 gene in breast tumorigenesis 

[20]. H19 is a precursor of miR-675-5p/miR-675-3p [16], and H19-derived miR-675 has been 

reported to promote tumorigenesis of several cancers including colon and gastric cancers [12, 

19]. To investigate the molecular mechanism of oncogenic miR-675 in breast cancer cells, we 

performed alignment prediction and found that miR-675-5p was aligned with coding sequences 

of 2 proteins belonging to the ubiquitin ligase E3 protein family: c-Cbl and Cbl-b (Fig 1A and 

B). Interestingly, putative seeds are located on coding sequence of these two mRNAs and are 

conserved between human and mouse. Furthermore, analyses of H19 and Cbl family gene 

expression in breast cancer cell lines [24] showed a negative correlation between H19 and c-

Cbl or Cbl-b (Fig 1C). We then verified the expression of miR-675-5p and c-Cbl/Cbl-b in breast 

cancer cells overexpressing H19. As shown in Fig 1D, enhanced H19 expression in MDA-MB-

231 and MCF-7 breast cancer cell lines was correlated with an increased level of miR-675-5p. 

Moreover, the levels of c-Cbl and Cbl-b expression decreased significantly in H19-

overexpressing cells (Fig 1D and E). Together, these data indicate that c-Cbl and Cbl-b may 

be negatively regulated by H19 in breast cancer cells. 

To confirm the direct regulation of c-Cbl and Cbl-b by H19, we cloned coding sequences (CDS) 

of c-Cbl and Cbl-b mRNAs, each in two fragments (CDS1 and CDS2) into the Firefly luciferase 

reporter vector (pMIR-REPORT) (Fig 1A, 1B). We also cloned CDS mutated on seed sequence 

and 3’UTR of these mRNAs in the same vector. The mutation is represented on Fig 2A. Each 

of these DNA constructs were transfected into various breast cancer cells together with either 

miR-675 mimic, anti-miR-675 (miR-675 inhibitor) or their corresponding controls. As shown in 

Fig 2B (left panel), miR-675 mimic decreased relative luciferase activity of pMIR-CDS1 c-Cbl 

of 35-40% compared to microRNA control in MCF-7 and T47D cells. This effect was abolished 

when seed sequence was mutated. Furthermore, miR-675 had no effect on luciferase activity 

of pMIR-CDS2 c-Cbl or pMIR-3’UTR c-Cbl plasmids (Fig 2B, left panel). Similar results were 
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obtained for Cbl-b, (Fig 2B, right panel). MiR-675 mimic decreased relative luciferase activity 

of pMIR-CDS2 Cbl-b of 30% in the two tested cell lines. The effect of miR-675 mimic on CDS2 

was abolished after mutation in seed sequence (mut CDS2). MiR-675 mimic had no effect on 

luciferase activity of pMIR-CDS1 Cbl-b or pMIR-3’UTR Cbl-b plasmids (Fig 2B, right panel). 

Contrary to miR-675 mimic, the miR-675 inhibitor was found to increase relative luciferase 

activity of pMIR-CDS1 c-Cbl (50% increase in T47D, 100% increase in MCF-7 and 90% 

increase in MDA-MB-231 cells) (Fig 2C, left panel). The miR-675 inhibitor had no effect on 

luciferase activity of the other constructs including pMIR-mut CDS1, pMIR-CDS2 or pMIR-

3’UTR of c-Cbl. Similar results were obtained with Cbl-b plasmid (Fig 2C, right panel). The 

miR-675 inhibitor increased luciferase activity of only pMIR-CDS2 plasmid in the three tested 

cells lines, but had no effect on luciferase activity of the other constructs (Fig 2C, right panel). 

Taken together, our results confirm that miR-675 decreases both c-Cbl and Cbl-b by interacting 

with coding sequence of theses mRNAs and precisely, with seed sequences predicted in the 

alignment. 

 

H19/miR-675 induce up-regulation of tyrosine kinase receptors and activation of the 

downstream AKT and ERK pathways 

c-Cbl and Cbl-b are well known to be involved in the degradation of tyrosine kinase receptors 

after their activation by growth factors [25]. To evaluate the role of H19/miR-675 in this process, 

starved MDA-MB-231 cells overexpressing or not H19 were cultivated in the presence of EGF 

for different periods of time and then analyzed for the expression levels of EGF receptor 

(EGFR) by Western blot (Fig 3A). In control cells (mock), EGFR levels decreased progressively 

upon EGF treatment with nearly half (56%) of the initial EGFR expression present after 7h of 

culture in the presence of EGF (Fig 3A, left panel). By contrast, the expression levels of EGFR 

were not modified in cells overexpressing H19 (Fig 3A, right panel). This suggests that 

H19/miR-675 induced-down regulation of c-Cbl and Cbl-b may contribute to impair the 

degradation of tyrosine kinase receptors. We then evaluated cell surface expression of EGFR 

by flow cytometer analysis (Fig 3B). Cells overexpressing H19 clearly exhibited higher levels 

of cell surface EGFR compared to mock cells. Interestingly, in contrast to parental (not shown) 

and mock cells (Fig 3B), H19-overexpressing cells, exhibited two subpopulations expressing 

medium EGFR level (referred as peak a) and high EGFR level (referred as peak b) (Fig 3B). 

The two cell subpopulations were sorted by flow cytometry and analysed by qRT-PCR for H19 

expression (Fig 3C). Cells exhibiting a higher level of cell surface EGFR (peak b) also 

expressed higher H19 expression levels as compared to peak a (Fig 3C) suggesting that the 

expression level of H19 correlated with cell surface EGFR expression. To further investigate 

this relationship, we delivered siRNA to knock down H19 expression in these H19-

overexpressing MDA-MB-231 cells. Efficiency of siRNA was determined by qRT-PCR (Fig 3E). 
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As shown in Fig 3D, transient H19 siRNA expression decreased cell surface EGFR level, thus 

confirming the ability of H19 to upregulate EGFR.  

We then treated cells with EGF and studied activation of EGFR and its downstream signaling 

pathways over the time by Western blot and ALPHAscreen®. In MDA-MB-231 breast cancer 

cells stably overexpressing H19, EGF strongly activated EGFR, Akt and Erk compared to 

parental cells (Fig 4A and B). Interestingly, HGF treatment induced also a stronger activation 

of its receptor c-Met, Akt and Erk in MDA-MB-231 cells stably overexpressing H19 compared 

to parental cells (Supplementary Fig 1A-C). Similarly, H19-overexpressing cells exhibited 

stronger activation of Akt and Erk upon proNGF and NGF treatments (Supplementary Fig 1D 

and E). When cells were transiently transfected with a plasmid encoding the H19 gene and 

then treated with EGF or HGF (Supplementary Fig 2), similar results were obtained in terms 

of Akt and Erk activation (Supplementary Fig 2).  

To further verify if the increased activation of AKT and Erk was mediated by miR-675, we first 

transfected MDA-MB-231 parental cells with miR-675 mimic and cells overexpressing H19 with 

the miR-675 inhibitor or the corresponding controls. Then, we treated cells with EGF and 

studied Akt and Erk phosphorylation. As shown in Fig 4C, cells transfected with mimic and 

then stimulated with EGF exhibited an increase of Akt and Erk activation compared to control 

vector transfected cells. Conversely, in H19-overexpressing cells, the miR-675 inhibitor 

decreased Akt and Erk activation (Fig 4D). 

All together, our results indicate that H19/mir-675-5p increase the activation of several tyrosine 

kinase receptors and their downstream signaling pathways in breast cancer cells. 

H19/miR-675 increase migration and proliferation of breast cancer cells and enhance 

the effects of growth factors  

To further determine the functional impact of Akt and Erk activation in cells overexpressing 

H19 and miR-675, we first evaluated the migratory capacity of H19-overexpressing cells using 

transwell and wound-healing assays. As shown in Fig 5A and B, H19-overexpressing MDA-

MB-231 cells exhibited an increased migratory capacity compared to control cells. Moreover, 

H19 overexpression further increased HGF-induced migration of MDA-MB-231 cells 

(Supplementary Fig 3A). Similarly, H19 gene overexpression increased also EGF-induced 

proliferation of MCF-7 cells (Supplementary Fig 3B).  

To evaluate the role of miR-675 independently of H19 mRNA, we first evaluated the migratory 

ability of parental MDA-MB-231 transiently transfected with miR-675 mimic. We found that 

miR-675 mimic increased cell migration as revealed by wound healing assay (Fig 5C). This 

indicates that miR-675 per se is able to increase cell mobility. We then generated cells stably 

overexpressing miR-675. For this, we introduced in MDA-MB-231 cells a plasmid encoding 

Green Fluorescent Protein (GFP) fused with miR-675 precursor sequence. As shown in Fig 
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5D, the two selected clones (miR cl1 and miR cl2) expressed more than 5-fold of miR-675 

when compared to mock cells. As expected, the protein levels of c-Cbl and Cbl-b were 

decreased in the two selected clones (Fig 5E). Importantly, these clones exhibited stronger 

migratory and proliferative capacities when compared to control cells (Fig 5F and G). Together, 

these data confirm that miR-675 increases cell migration and proliferation independently of 

H19.   

 

The miR-675 enhances the tumorigenicity and metastatic potential of breast cancer 

cells  

Since ectopic expression of miR-675 increased migration and proliferation of breast cancer 

cells in vitro, we examined whether overexpression of miR-675 could enhance tumor growth 

and metastasis in vivo by subcutaneously injecting cells into immunodeficient SCID mice. As 

shown in Fig 6A, tumor volume was increased in mice injected with miR-675-overexpressing 

clones as compared to control mice injected with parental cells. Accordingly, an increased cell 

proliferation (PCNA staining) and a decreased apoptosis (TUNEL detection) were found in 

sections of tumors formed by miR-675-overexpressing cells (Fig 6B, middle and right panels) 

as compared to those formed by parental cells (Fig 6B, left panels). Of note, the protein levels 

of c-Cbl and Cbl-b were decreased in tumor formed by miR-675-overexpressing cells 

compared to control (Fig 6C). We then analyzed metastases in xenografted mice thanks to 

GFP expression in MDA-MB-231 cells. As shown in Fig 6D and E, more GFP-positive cells 

were found in brain, liver and lungs of mice xenografted with miR-675 overexpressing cells 

compared to control (Fig 6D, E). Taken together, these results indicate that miR-675 increases 

primary tumor formation and promotes metastasis. 

DISCUSSION/CONCLUSION 

It has become increasingly clear that H19 RNA plays essential role in tumor development and 

that the H19 gene is regulated by a complex interplay of both extrinsic and intrinsic factors. We 

have already demonstrated that H19 expression is positively regulated by several growth 

factors such as HGF, EGF and FGF-2 [21]. HGF induces H19 expression via the ERK/MAPK 

and phospholipase C pathways. Here, we demonstrated that H19 induced up-regulation of 

tyrosine kinase receptors including EGFR and c-Met as well as the activation of their 

downstream Akt and ERK signaling pathways. Our findings indicate that the positive feedback 

between H19 expression and growth factors may be of importance in promoting breast cancer 

development.  

More recently, H19 has been found to encode miR-675. Several targets of miR-675 have been 

identified in cancers from different tissues. These include Twist1, CALN1, TGFβ1, and 

Cadherin11 [13, 18, 26, 27]. While this study was underway, it was shown that miR-675 
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regulates negatively Rb expression by interacting with its 3’UTR mRNA in colorectal cancer 

and hepatocellular carcinoma [12, 18]. However, we did not find any regulation of Rb by miR-

675 in breast cancer cells (Supplementary Fig. 4). Our results together with the previous 

identification of miR-675 targets indicate that miR-675 may function in a tissue-specific manner 

and that the increased proliferation of H19-overexpressing breast cancer cells cannot be 

explained by a negative regulation of Rb. Indeed, we demonstrated that miR-675 decreased 

the expression of c-Cbl and Cbl-b. MiR-675 interacted directly with c-Cbl and Cbl-b coding 

sequences to prevent mRNA translation. Among the reported targets of miR-675, c-Cbl and 

Cbl-b were the first ones found to interact with miR-675 via their coding sequences.  

In mammals, three homolog of Cbl exist: c-Cbl, Cbl-b and Cbl-c. The protein structures of c-

Cbl and Cbl-b are similar; they consist of a N-terminal tyrosine kinase-binding domain, a ring 

finger motif, a proline-rich region and a c-terminal ubiquitin-associated domain that overlap 

leucine zipper motif. The Cbl-c lacks the c-terminal domain (proline-rich region and ubiquitin-

associated domain). Cbl proteins are involved in the regulation of actin skeleton, lymphocyte 

signaling and downregulation of tyrosine kinase receptors [28]. Cbl proteins negatively regulate 

tyrosine kinase receptors by interacting with Grb2 to prevent Grb2/SOS association. Cbl can 

also recognize activated receptors and induce their downregulation by lysosomal degradation.  

In breast cancer cells, it has been demonstrated that c-Cbl is associated with two other proteins 

to form the tripartite complex Cdc42, p85Cool-1/βPix, and c-Cbl [29]. Upon EGFR activation, 

Cdc42 interacts with c-Cbl within the tripartite complex to repress the degradation of the 

activated receptor initiated by c-Cbl. In lung cancer cells, c-Cbl inactivating-mutation increases 

viability and migration of cells [30]. Similarly, in acute myeloid leukemia, c-Cbl mutations 

decrease EGFR ubiquitinylation, leading to signaling activation, cell proliferation and survival. 

Moreover, c-Cbl has been proposed to act as a tumor suppressor since c-Cbl null mice develop 

invasive cancer (notably, juvenile myelomonocytic leukemia) with complete penetrance [31]. 

In accordance with these data, we demonstrated that miR-675-induced decrease of c-Cbl and 

Cbl-b was associated with a more aggressive phenotype of breast cancer cells; miR-675-

overexpressing cells presented increased levels of EGFR and c-Met (not shown), increased 

activation of the downstream signaling pathways as well as increased tumor growth and 

metastasis. In agreement with our data, Matouk et al demonstrated that miR-675 indirectly 

targets slug leading to increase of cell invasion and in vivo metastasis [32].  

On the other hand, Berberine (an isoquinoline alkaloids used in gastroenteritis, type II diabetes, 

hypertension and arrhythmia) inhibits proliferation of colon cancer cells by stimulating c-Cbl 

activation and enhancing EGFR degradation [33]. Similarly, another drug, icotinib, activates 

Cbl-b protein to downregulate EGFR, and induces apoptosis and G1 phase arrest in non-small-

cell lung cancer cells [34]. Thus, cancer therapeutic agents can induce downregulation of 
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tyrosine kinase receptors by activating Cbl proteins. However, cancer resistance to 

chemotherapy is also frequently associated with the overexpression of tyrosine kinase 

receptors, which can serve as a link between tumor cells and the microenvironment [35]. The 

activation of tyrosine kinase receptors by specific growth factors in tumor microenvironment 

can protect tumors cells from drugs-induced damages. Our findings suggest that drug 

resistance of H19-overexpressing cancer cells could be due to Cbl downregulation by H19-

derived miR-675. Supporting this hypothesis, we found that high expression of miR-675 

combined with low expression of c-Cbl identified a subset of ER-negative breast cancer tumors 

of poorer prognosis (Supplementary Fig. 5). This was found by exploiting the matched mRNA 

and microRNA global expression profiling of a cohort of 207 primary tumors [36] and, given 

the rarity of such cohort, will need to be confirmed by future similar studies. 

An antisense transcript, 91H, has been found in the H19 locus [37, 39]. We verified if this long 

non coding RNA can act as a miR sponge and impair miR-675 effects. 91H expression does 

not vary in miR-675 overexpressing cells. In addition, in 91H knockdown cells, c-Cbl and Cbl-

b expression is stable (Supplementary Fig 6), indicating 91H is not involved in c-Cbl and Cbl-

b regulation. 

In conclusion, we identified ubiquitin ligase E3 family (c-Cbl and Cbl-b) as direct targets of miR-

675 in breast cancer cells. Moreover, by directly targeting c-Cbl and Cbl-b, miR-675 increased 

the stability and the activation of EGFR and c-Met leading to subsequent activation of Akt and 

Erk as well as enhanced cell proliferation and migration. Our findings provide novel 

mechanistic insights into a critical role for H19 RNA in breast cancer development, and reveal 

a link between H19/miR-675, Cbl and tyrosine kinase receptors to enhance breast cancer cell 

aggressiveness. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cells culture 

The MCF-7 and T47D estrogen-sensitive and the MDA-MB-231 estrogen-insensitive breast 

cancer cell lines were obtained from the American Type Culture Collection and maintained 

routinely in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI, Gibco) containing 10% of foetal 

bovine serum (FBS) and 0.01% of Zell Shield (Minerva Biolabs). Cell lines were cultured at 

37°C with 5% CO2, 95% of air in humidified atmosphere. 

Migration assays  

Cell migration was determined by transwell assay and wound healing assay. For transwell 

assay, 3x104 cells were seeded on collagen (1/100, Millipore) coated insert (0.8µm, BD 

Bioscience) of 6 well-plates in RPMI containing 10% FBS or 0.1 % FBS in the presence of 
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HGF. At the end of the experiments, cells migrating to the other side of the filter were stained 

with 0.5% crystal violet and counted. Wound healing test was performed by using Culture-

inserts for Live Cell Analysis (Ibidi). A total of 3x104 cells were plated on each compartment of 

insert and cultured for 5h. The insert was then removed (0h) and cells were further cultured for 

24h. Cells were photographed at 0h and after 24h of culture to record the wound width. 

Proliferation assays 

A total of 500 cells were plated in each well of a 96-well plate. Cell proliferation was determined 

using MTT test every day as previously described [12]. 

Western blot analysis 

Cells were lysed in RIPA buffer containing protease and phosphatase inhibitors (protease 

inhibitor P8340; phosphatase inhibitor cocktail 2 P5726, Sigma-Aldrich). Proteins were 

quantified with BCA protein assay (Pierce) and then reduced in NuPAGE LDS Sample buffer 

(Invitrogen) with NuPAGE Reducing Agent (Invitrogen) at 70°C for 10 min. Proteins were 

separated on SDS-PAGE 4-12% (Invitrogen) and transferred onto PolyVinylidene Fluoride 

(PVDF) membrane (Millipore). After saturation in PBS 0.2% of casein, membranes were 

incubated with primary antibodies overnight at 4°C. References of antibodies are listed in the 

supplemental Table S1. Membranes were washed with PBS 0.5% Tween for 30 min and 

incubated with secondary antibodies conjugated with Horse Radish Peroxidase (HRP) for 2 h 

at room temperature. Membranes were analysed with SuperSignal west Dura 

Chemiluminescence Substrate (Pierce).  

Quantification of protein phosphorylation by ALPHAscreen® 

Quantification of protein phosphorylation was performed using ALPHAscreen® SureFire 

technology (Perkin Elmer). This technology allows protein activation quantification in low 

volume of lysates. Briefly, cells were lysed in appropriate buffer completed with protease and 

phosphatase inhibitors and lysates were clarified by centrifugation. Lysates were incubated 

with different antibodies and acceptor beads for 2 h at room temperature on 384-well plates. 

Then donor beads were added for 2 h and light emission was measured on EnSpire Alpha 

(Perkin Elmer). The anti-p-Erk Thr202/Tyr204 (TGRESHV100), anti-total Erk TGRTES500, 

anti-p-Akt ser473 (TGRA4S500), anti-total Akt (TGRTAPS500), anti-p-Met Tyr1234/1235 

(TGRCMS500), and anti-total Met (AL281C) antibodies were from Perkin Elmer. 

RNA extraction, reverse transcription and Real-time RT-PCR 

RNA extraction and qRT-PCR was performed as previously described [37]. Primers used for 

qRT-PCR are described in supplemental Table S2.  

MiRNA was extracted with mirVANATM miRNA isolation kit (Life Technologies). For the 

detection, a total of 50 ng RNA was used in the reverse transcription reaction (miRCURY 

LNATM Universal RT) (Exiqon). Quantitative PCR was performed by using Exilent SYBR Green 

master mix (Exiqon) and hsa-miR-675-5p LNA PCR primer set, UniRT (Exiqon). Human U6 
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RNA was used as an internal control. Fold change of miRNA expression was calculated by the 

equation 2-ΔΔCt. 

Construction of plasmids  

Coding DNA Sequence (CDS) and 3’UTR of c-Cbl and Cbl-b mRNA were cloned in the pMIR-

REPORT luciferase vector (Ambion). Because of their length, CDS were cloned in two 

fragments named CDS1 and CDS2. All fragments of Cbl-b and 3’UTR of c-Cbl were cloned 

between SpeI and HindIII enzyme site. CDS1 of c-Cbl was cloned between SpeI and PmeI 

and CDS2 between SpeI and MluI (New England Biolabs). Fragments were generated by PCR 

(primers are listed in supplemental Table S2). Point mutations in seed sequence were 

generated by PCR.  

H19 gene was cloned in pcDNA3.1 (-) (Invitrogen) between NotI and BamHI (New England 

Biolabs). The normalizing vector pRL-null has no promoter sequence to drive expression of 

the Renilla luciferase gene and was purchased from Promega.  

MiR-675-5p was amplified by PCR and cloned in pEGFP-C1 plasmid (Clontech) between 

HindIII and BamHI (New England Biolabs). Plasmid productions were performed in E. Coli 

TOP 10 (Invitrogen). Plasmid extraction was performed by using Nucleobond PC100 

(Macherey-Nagel). 

H19 gene and siH19 transient transfection  

For transient transfection, a total of 1.3 x105 cells were plated on 6-well plates. After 24h, cells 

were transfected with 1µg of pcDNA3.1-H19 DNA using Exgen-500 (Euromedex) according to 

the manufacturer’s instructions. Cells were incubated at 37°C for 6h, and then cultured in 

medium used routinely. H19 siRNA (Table S2) were transfected with DharmaFECT Duo 

according to manufacturer’s guidelines (Thermo Fischer Scientific Dharmacon).  

Establishment of cells overexpressing H19 or miR675  

To establish cells overexpressing H19, MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cell lines were 

transfected with 1µg of pcDNA3.1-H19 or pcDNA3.1 empty vector as a control using Exgen-

500 and cells were allowed to recover for 48h. Cells were then selected in the presence of 

1mg/ml G418 (Sigma) for at least one month. To establish cells overexpressing miR675, MDA-

MB-231 cells were transfected with 1 µg of pEGFP-C1 /miR675 or pEGFP-C1 empty vector 

using Exgen-500 for 48h. Cells were then selected in the presence of 1mg/ml G418 (Sigma) 

for at least one month. Among numerous clones obtained, two of them were randomly chosen 

for in vitro and in vivo experiments. 

MicroRNA transfection and luciferase activity assay 

A total of 1x105 cells were plated on 12-well plates for 24h. Hsa-miR-675 mimic or its hairpin 

inhibitor (Thermo Fischer Scientific Dharmacon) were transfected with DharmaFECT-Duo 

according to manufacturer’s guidelines (Thermo Fischer Scientific Dharmacon). Briefly, 75 nM 

mimic or hairpin inhibitor (anti-miR) were transfected with 500 ng of Firefly luciferase plasmid 
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and 12 ng of pRL-null plasmid expressing Renilla luciferase to monitor the transfection 

efficiency. The luciferase activity was measured 24h after transfection by using the dual-

luciferase reporter assay system according to manufacturer’s instructions (Promega). Firefly 

luciferase was normalized with Renilla luciferase.   

Flow cytometer analysis of membrane EGFR 

A total of 2x105 cells were plated on 6 well-plates and cultured in RPMI containing 1% FBS. 

After 48h, cells were isolated by trypsinization using trypsin-versene EDTA solution, then 

incubated with an anti-EGFR antibody (EGFR-AF488, 1/100, SC-120, Santa Cruz) for 30 min 

at 4°C before analysis on flow cytometer (Calibur II or ARIA II, Becton Dickinson).  

Tumorigenesis in SCID mice 

Female SCID mice (8-weeks-old) were purchased from Pasteur Institute, Lille and kept under 

pathogen-free condition. Animals were handled in accordance with the European Communities 

Recommendations for Animals Experimentation. Exponentially growing cells were harvested, 

resuspended in PBS, and subcutaneously (2x106 cells in 150 µl) injected into the flank fat pad 

of each mouse. Tumor volume and metastasis were monitored as previously described [38].  

Analysis of cell proliferation and apoptosis in xenografted tumors 

Tumors were fixed, paraffin embedded and cut on 5 µm tumor sections. Cell proliferation was 

measured by immunostaining with an anti-PCNA antibody (Santa Cruz, sc-56 HRP). Apoptosis 

was measured using in situ cell death detection kit, POD (Roche), according to manufacturer’s 

instructions.  

Statistical analysis 

Data are expressed as mean values ± standard error of the mean of at least 3 independent 

experiments. The statistical analysis was done by using Student’s t-test and p value < 0.05 

was considered significant. 
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LEGENDS 

Figure 1. H19/miR675 downregulated c-Cbl and Cbl-b expression in breast cancer cells. 

(A, B) Alignment prediction of miR-675-5p on c-Cbl and Cbl-b mRNA. Relative positions are 

indicated in bp. Note interaction of miR-675 on Cbl mRNA is conserved in human and mouse. 

Coding sequences of theses mRNA are too long, so we cloned them in pMiR-REPORT 

luciferase in two parts named CDS1 and CDS2. The artificial break is represented by the dotted 

line. (C) Negative correlation between H19 and c-Cbl/Cbl-b expression in breast cancer cell 

lines [24]. Relative expression of H19 and c-Cbl or Cbl-b in (1) MDA-MB-361, (2) MDA-MB-

134, (3) SUM225, (4) T47D, (5) S68, (6) SUM159, (7) MCF-7, (8) ZR-75-30 and (9) BT483. 

(D) QRT-PCR analysis of expression of H19, miR-675-5p, c-Cbl and Cbl-b in breast cancer 

cell lines. Results are presented as relative levels compared to MDA-MB-231 mock cells 

(indexed to 1). Data represent mean of three independent experiments and error bar sem.* 

p<0.05; ** p<0.005; *** p<0.001. (E) Western blot analysis of c-Cbl and Cbl-b levels in MDA-

MB-231 and MCF-7 breast cancer cells. -actin was used as a loading control. 

 

Figure 2. MiR-675 directly targeted on c-Cbl and Cbl-b through interaction with coding 

sequences. (A) Alignment prediction of miR-675-5p on c-Cbl and Cbl-b mRNA. Mutation in 

seed sequence is represented in bold. Coding sequence (CDS) and 3’UTR of c-Cbl and Cbl-b 

mRNA were cloned into pMIR-REPORT luciferase. Coding sequence of theses mRNA are so 

long that we cloned them in pMIR-REPORT luciferase in two parts named CDS1 and CDS2. 

(B and C) The firefly luciferase activity in breast cancer cells after cotransfection with reporter 

construct and miR-675 mimic or miR-675 inhibitor (αmir). The luciferase activity was measured 

by dual-luciferase reporter assay (Promega) and was normalized to Renilla luciferase activity. 

Plasmids were transfected with mimic or antimir, or theirs controls in breast cancer cell lines 
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(T47D, MCF-7 and MDA-MB-231). Data represent mean of three independent experiments 

versus their respective controls in percentage and error bar sem.*p<0.05; **p<0.005. 

 

Figure 3. EGF-induced EGFR downregulation was prevented in H19 overexpressing 

cells. (A) MDA-MB-231 control (mock) and H19-overexpressing cells (H19) were treated with 

EGF (50 ng/ml) and proteins were extracted at indicated times. Total EGFR levels were 

determined by western blot. The intensities of bands were quantified by densitometry 

(multigauge, Fujifilm), and the results obtained for EGFR expression during the time-course 

were compared to those obtained in control (indexed to 1) after normalization to actin 

expression. (B) Flow cytometer analysis of membrane EGFR in MDA-MB-231 control cells 

(mock) and H19-overexpressing cells (H19). (C) Subpopulations of H19 overexpressing cells 

with medium and high expression levels of cell surface EGFR (peaks a and b in Fig 3B) were 

sorted by FACS, and H19 expression was then quantified by qRT-PCR. Results are presented 

as relative levels in cells overexpressing H19 compared to control. *p<0.05; **p<0.005. (D) 

H19-overexpressing MDA-MB-231 cells were transiently transfected with siRNA-H19, and 

membrane EGFR levels were then determined by flow cytometry analysis. (E) Relative 

expression of H19 determined by qRT-PCR in breast cancer cells overexpressing H19 

transfected with siRNA-H19 or siRNA-GFP as a control. *p<0.05 

 

Figure 4. EGF-induced Akt and Erk phosphorylation was enhanced in H19/miR675-

overexpressing cells. (A, B) Control (mock) and H19-overexpressing cells (H19) were 

treated with 10 ng/ml EGF and proteins were extracted at indicated times. Akt and Erk 

activation was determined by Western blot analysis (A) and ALPHAscreen® (B). (C) Parental 

MDA-MB-231 cells (ctrl) were transfected with miR-675 (mimic) for 72 h. Then, cells were 

treated with 10 ng/ml EGF. Proteins were extracted at indicated times and Akt and Erk 

activation was performed by ALPHAscreen® analysis. (D) H19-overexpressing cells (H19) 

were transfected with miR-675 specific inhibitor (αmiR) for 72 h. Then cells were treated with 

10 ng/ml EGF. Proteins were extracted at indicated times and Akt and Erk activation was 

determined by ALPHAscreen® analysis. These experiments were performed three times in 

triplicate. Data represent one representative experiment. For ALPHAscreen® error bars 

represent SEM. 

 

Figure 5. H19/miR675 increased migration and proliferation of MDA-MB-231 breast 

cancer cells. (A) Control (mock) or H19-overexpressing (H19) cells were cultured in transwells 

for 24 h. Migrated cells were then colored with violet crystal and counted. Results are 

presented as the percentage of control. (B) Wound healing assay performed on control (mock) 

and H19-overexpressing (H19) cells. (C) Wound healing assay performed on control (ctrl) and 



H19 et son microARN 

133 
 

transiently overexpressing miR-675 (mimic) cells. (D) QRT-PCR analysis of expression of miR-

675-5p in control (mock) and miR-675-overexpressing cells (miR cl1, miR cl2). Results are 

presented as relative levels compared to MDA-MB-231 control cells (indexed to 1). (E) Western 

blot analysis of c-Cbl and Cbl-b levels in control and miR-675-overexpressing cells. (F) 

Transwell migratory assay performed on control (mock) and miR-675-overexpressing cells 

after 6 h of culture. (G) Cell proliferation determined by MTT test. Data represent mean of three 

independent experiments and error bar sem.*p<0.05; **p<0.005; ***p<0.001. 

 

Figure 6. MiR-675 promoted tumor growth and metastasis. (A) MDA-MB-231 control 

(mock) and overexpressing miR-675 (miR cl1, miR cl2) cells were subcutaneously injected into 

SCID mice (7 mice per group). Tumor growth curve represents the mean of tumor volumes in 

each group and error bar sem. MiR cl1 growth curve statistical analysis is surrounded. (B) 

Detection of tumor cell proliferation (PCNA) and apoptosis (TUNEL) of paraffin-embedded 

sections of tumors 65 days after injections. Scale bar is 100µm. (C) Western blot analysis of 

c-Cbl and Cbl-b levels in xenografted tumors. Tumors from three mice for each group were 

analyzed (mock, miR cl1, miR cl2). (D and E) Detection of GFP-positive cells by flow cytometry 

analysis in brain, liver and lung of mice xenografted with control or miR-675-overexpressing 

cells (mock, miR cl1, miR cl2). Histograms in E represent the mean of results from six 

xenografted mice *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.001. 

 

SUPPLEMENTARY LEGENDS 

Supplementary Figure 1. Growth factors induced Akt and Erk phosphorylation in MDA-

MB-231 cell stably overexpressing H19. (A, B, C) Control (mock) and H19 overexpressing 

cells (H19) were treated with 10 ng/ml HGF. Proteins were extracted at indicated times and 

Met, Akt and Erk activation was determined by ALPHAscreen® (A, B) and Western blot 

analysis (C). (D, E) Cells were treated with 10 ng/ml pro-NGF (D) or 100 ng/ml NGF (E). 

Proteins were extracted at indicated time and Akt and Erk activation were determined by 

Western blot analysis. These experiments were performed three times in triplicate. Data 

represent one representative experiment. For ALPHAscreen® error bars represent the SEM. 

 

Supplementary Figure 2. HGF and EGF induced Akt and Erk phosphorylation in MDA-

MB-231 cell transiently overexpressing H19. Cells transiently transfected with GFP plasmid 

or H19 plasmid for 72 H were treated with 10 ng/ml EGF (A, B) or 10 ng/ml HGF (C, D). 

Proteins were extracted at indicated times and activation of Akt and Erk was determined by 

ALPHAscreen®. These experiments were performed three times in triplicate. Data represent 

one representative experiment and error bars the SEM. 
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Supplementary Figure 3. H19 increased migration and proliferation of breast cancer 

cells. (A) Control (mock) or H19-overexpressing (H19) MDA-MB-231 cells were cultured in 

transwells in the presence or absence of 10 ng/ml HGF for 24 h. Migrated cells were then 

colored with violet crystal and counted. Results are presented as the percentage of non-treated 

control cells. (B) Control (mock) and H19-overexpressing (H19) MCF-7 cells were cultured in 

the presence of 10 ng/ml EGF. Cell proliferation was determined by MTT test at indicated days. 

**p<0.005; ***p<0.001 

 

Supplementary Figure 4. Rb is not regulated by H19 in breast cancer cells. The firefly 

luciferase activity in breast (A) and colorectal (B) cancer cells after cotransfection with reporter 

construct and miR-675 mimic or miR-675 inhibitor (αmiR). The luciferase activity was 

measured by dual-luciferase reporter assay (Promega) and was normalized to Renilla 

luciferase activity. Plasmids were transfected with mimic or antimir, or theirs controls in breast 

and colorectal cancer cells lines (MDA-MB-231, T47D and HT-29). Data represent mean of 

three independent experiments versus their respective controls in percentage and error bar, 

sem. **p<0.01  

 

Supplementary Figure 5. MiR-675 expression is associated to poor free survival.  

microRNA and mRNA expression data were collected from a previously published cohort [36], 

NCBI accession number GSE22220. We used Graphpad Prism to analyze the data 

corresponding to miR-675 (probe ILMN_3167407), c-Cbl (probe 1230102) and Cbl-b (probe 

4010563). Tumors were classified as ‘low’ when  to the median and ‘high’ otherwise. (A) 

Kaplan-Meïer analyses were performed for each marker individually after ER stratification. (B) 

Kaplan-Meïer analyses were performed by comparing the patients expressing both a high level 

of miR-675 and a low level of its putative target (c-Cbl or Cbl-b). Number of patients included 

is indicated next to each curve. P values were calculated using Grehan-Breslow–Wilcoxon 

test. 

 

Supplementary Figure 6. 91H RNA is not a sponge of miR-675. (A) Relative expression of 

91H in miR-675 overexpressing cells (miR cl1, miR cl2) determined by qRT-PCR. Data 

represent mean of three independent experiments and error bar, sem. (B) Western blot 

analysis of c-Cbl and Cbl-b in breast cancer cells, MDA-MB-231, transfected with 91H shRNA 

(sh) compared to control cells (mock).  
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Antibody Reference Origin 

p-Met #3135 Cell signaling 

Met 37-0100 Invitrogen 

p-EGFR #1138-1 Epitomics 

EGFR AHR5062 Invitrogen 

p-Akt 4060S Cell signaling 

Akt 2920 Cell signaling 

p-Erk #9106 Cell signaling 

Erk C14/sc-154 Santa Cruz 

c-Cbl Sc-170 Santa Cruz 

Cbl-b Sc-8006 Santa Cruz 

βactin Sc-47778 Santa Cruz 

 

Supplementary Table 1. Antibodies used for western blot analysis. 
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Primer 5’ to 3’ 

 cloning 

c-Cbl CDS1 SpeI AACTAGTGGCCGGCAACGTGAAGAAGAGCT 

c-Cbl CDS1 PmeI CGTTTAAACGCTGCCACTCCCTCTAGGATC 

c-Cbl CDS2 SpeI GACTAGTGAGGGAGTGGCAGCCTGTTGAGG 

c-Cbl CDS2 MluI ACGCGTCTAGGTAGCTACTAGGGCAGG 

c-Cbl 3’UT SpeI TACTAGTCACACCATCTCCCTGCTGCAGGT 

c-Cbl 3’UT HindIII AAGCTTCACCTTCAAATGCACTCAAGA 

Mut c-Cbl antisense TGGACGTTAGGCTGGAAGGCGTCCTTCATG 

Mut c-Cbl sense CATGAAGGACGCCTTCCAGCCTAACGTCCA 

Cbl-b CDS1 SpeI CACTAGTGCAAACTCAATGAATGGCAGAAA 

Cbl-b CDS1 HindIII TAAGCTTCGTCCAAGTCTAGCATCGGCATG 

Cbl-b CDS2 SpeI CACTAGTATGCTAGACTTGGACGACGATGA 

Cbl-b CDS2 HindIII CAAGCTTCTATAGATTTAGACGTGGGGATA 

Cbl-b 3’UTR SpeI TACTAGTCAGCCAGAACTGTAGACACCAAA 

Cbl-b 3’UTR HindIII TAAGCTTATGGAAAACCCCTTACAAAAGG 

Mut Cbl-b antisense AGGACGTTATGGGAGTGGTTTTATCTTGTTT 

Mut Cbl-b sense AAACAAGATAAACCACTCCCATAACGTCCT 

H19 FL 5p AGCAGGGTGAGGGAGGGGGT 

H19 FL 3p GTAACAGTGTTTATTGATG 

miR-675 HindIII AAAGCTTAACGAGGCACTGCGGCCCAGGGT 

miR-675 BamHI AGGATCCTCTGCCAAGCCAGCCCCAGGGGC 

 RT-qPCR 

RPLP0 sense GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT 

RPLP0 antisense GATGACCAGCCCAAAGGAGA 

H19 sense TACAACCACTGCACTACCTG 

H19 antisense TGGCCATGAAGATGGAGTCG 

c-Cbl sense GTGATCCCTGGACAGGAAGA 

c-Cbl antisense GGTGGTCACACTCTGGACCT 

Cbl-b sense GAAGAAAGCCACAGCCTGAC 

Cbl-b antisense GGATTGGTGGAGGTCTTTCA 

91H  sense GCTTGTAGTAGAGTGCGCC 

91H  antisense CATCCAGTTGACCGAGCTTG 

 siRNA 

siRNA H19 1 sense UAAGGUGUUCAGGAAGGCC 

siRNA H19 1 antisense GGCCUUCCUGAACACCUUA 

siRNA H19 2 sense AGCUUCACCUUCCAGAGCC 

siRNA H19 2 antisense GGCUCUGGAAGGUGAAGCU 

 

Supplementary Table 2. Oligonucleotides used for plasmid construction. Primer used for 

qRT-PCR. Sequence of H19 siRNA. 
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Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis en exergue la fonction du miR-675 dans les cellules 

cancéreuses mammaires. Grâce à une analyse in silico et des tests fonctionnels, nous avons 

identifié deux nouveaux gènes cibles du miR-675 : les ARNm c-Cbl et Cbl-b. Les protéines Cbl 

sont des ubiquitines ligases impliquées dans la désensibilisation des récepteurs à activité 

tyrosine kinase. Après stimulation avec différents facteurs de croissance (EGF, HGF, pro-NGF 

et NGF), nous montrons que l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase ainsi que 

leurs voies de signalisation sous-jacentes sont augmentées lorsque H19 ou son microARN 

sont surexprimés. En effet, l’internalisation des récepteurs à activité tyrosine kinase est 

diminuée en présence d’H19. Les facteurs de croissance sécrétés par la cellule tumorale et 

son microenvironnement sont nécessaires à la prolifération, la survie, la migration ou encore 

l’angiogenèse de la tumeur. Notre équipe a mis en évidence les fonctions pro-tumorales des 

neurotrophines (NGF, BDNF, NT4/5) dans le développement du cancer du sein.  Par ailleurs, 

nous avions déjà mis en évidence que les facteurs de croissance, principalement l’HGF et 

l’EGF, favorisent l’expression d’H19 dans les cellules cancéreuses mammaires (Adriaenssens 

et al., 2002). Dans cette étude, nous montrons donc l’existence d’une boucle positive de 

rétrocontrôle entre H19 et les facteurs de croissance.  

Par ailleurs, de nombreuses thérapies induisent la dégradation des récepteurs aux facteurs 

de croissance en recrutant les protéines Cbl. Par exemple, l’icotinib, qui est administré dans 

les traitements des cancers du poumon, favorise la dégradation de l’EGFR en recrutant les 

protéines Cbl sur ce récepteur (Mu et al., 2013). L’ensemble de nos données suggère que 

H19, par l’intermédiaire de son microARN, peut être responsable de certaines résistances 

thérapeutiques en favorisant les voies autocrine et paracrine.   

Dans cette étude, nous montrons également, pour la première fois, que le miR-675 augmente 

les capacités tumorigènes et invasives des cellules cancéreuses mammaires in vitro et in vivo.  

Ainsi, le microARN, généré par H19, participe aux effets oncogènes déjà décrits pour cet ARN.  

Pour la première fois, nous avons mis en évidence un mode d’action de l’ARN H19 dans 

le développement du cancer de la glande mammaire. Nous révélons un lien entre H19, 

le miR-675, les protéines CBL et les récepteurs à activité tyrosine kinase favorable au 

développement du cancer du sein et à son agressivité.  
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2. Identification d’une nouvelle cible (l’ARNm FADD) et d’un nouveau mode de 

régulation des microARN  

Introduction 

Lors de ma recherche in silico de cibles potentielles du miR-675, d’autres gènes 

potentiellement régulés par ce microARN m’ont interpellée. Un gène, impliqué dans l’apoptose 

cellulaire, a plus particulièrement attiré mon attention. Après avoir vérifié la modification 

d’expression de celui-ci dans les cellules surexprimant le gène H19, j’ai confirmé l’action du 

miR-675 sur l’UTR3’ de ce gène. Nous avons mis en évidence une régulation particulière de 

ce gène par notre microARN. J’ai donc cherché à identifier le mécanisme responsable de cette 

nouvelle régulation.  

Matériels et méthodes 

Culture cellulaire 

Les lignées cellulaires utilisées (MDA-MB-231, MCF-7 et T47D) sont entretenues en RPMI 

1640 supplémenté de Zell Shield et de sérum de veau fœtal 10%, comme décrit dans le 

Matériels et Méthodes de l’article 1.  

Prolifération, survie cellulaire 

Pour les courbes de croissance, les cellules contrôles, celles surexprimant H19 et celles 

surexprimant H19 et transfectées stablement avec les TALEN, sont ensemencées en plaque 

6 puits à raison de 50 000 cellules/puits. Chaque jour, le nombre de cellules par puits est 

compté à la cellule de Malassez. 

Pour les tests de viabilité, 15x104 cellules/puits sont ensemencées en plaque 6 puits pendant 

24 hrs. Les cellules sont traitées au Trail à 10µg/ml pendant 6 hrs. La viabilité cellulaire est 

déterminée par un test MTT (décrit dans l’article 1).   

Etude de l’expression  

Les ARNm sont extraits et quantifiés par qRT-PCT selon le protocole décrit dans le matériels 

et méthodes de l’article 1.   

Les amorces de qRT-PCR sont regroupés dans la table 7.  

Le protocole d’extraction et de quantification des microARN est décrit dans le matériels et 

méthodes de l’article 1. 

Le protocole permettant l’étude de l’expression des gènes par western blot est décrit dans le 

matériels et méthodes de l’article 1. Les anticorps anti-FADD (sc-5559, Santa cruz) et anti-

pFADD (sc-12439, Santa cruz) sont commercialisés par Santa Cruz.  
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Stabilité des ARNm 

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits à raison de 15x104 cellules/puits. Après 

adhésion, elles sont traitées à l’Actinomycin D (Sigma-Aldrich) à 5µg/ml pendant 4hrs. Les 

ARNm sont extraits aux différents temps indiqués et quantifiés par qRT-PCR. 

Clonage 

L’UTR3’ de FADD ainsi que l’UTR muté dans le site de fixation du microARN sont clonés dans 

le pMIR-REPORT luciférase en SpeI. L’UTR3’ est amplifié par PCR à partir de cDNA MDA-

MB-231 avec les amorces suivantes : sense 5’- ATACTAGTGGGCCGCTGCTTT-3’, antisense 

: 5’-CGTTCGAATTAGGAATAGAAAAT-3’. La mutation du site de fixation du microARN est 

générée par PCR à partir du pMIR-REPORT luciférase contenant l’UTR3’ FADD et avec les 

amorces suivantes pMirXhoI, mut FADD5p, pMirNaeI, mut FADD 3p regroupés dans la table 

7. Le clonage est réalisé comme décrit dans le Matériels et Méthodes de l’article 1.  

La mutation du site de fixation de FXR1 sur l’UTR3’ de FADD est obtenu par PCR avec les 

amorces FADD RH FXR reverse, FADD RH FXR forward, mut FADD FXR 5p, mut FADD FXR 

3p regroupés dans la table 7. Ensuite le fragment de PCR porteur de la mutation est inséré 

dans le pMIR-REPORT luciférase par recombinaison homologue entre les sites de restriction 

SpeI et HindIII. La recombinaison homologue est réalisée avec le kit « GeneArt Seamless 

cloning and assembly kit » (A13288, Invitrogen). Le plasmide obtenu est amplifié comme décrit 

dans le Matériel et Méthodes de l’article 1.  

Transfection et test d’activité luciférase 

Les protocoles de transfection des miRNA et des antimirs ainsi que le dosage d’activité 

luciférase sont décrits dans le Matériels et Méthodes de l’article 1.  

Le siRNA FXR1 est transfecté comme décrit dans le Matériel et Méthodes de l’article 1. Sa 

séquence est indiquée dans la table 7. 

Immunoprécipitation des ARNm 

L’immunoprécipitation des ARNm associés aux protéines AGO2 et FXR1 est réalisée avec le 

kit « Magna RIP RNA-binding protein immunoprecipitation kit » (17-700, Millipore). Les 

anticorps anti-AGO2 (03-110) et anti-FXR1 (03-176) optimisés pour le RIP sont 

commercialisés par Millipore.   

Extraction ADN génomique 

Les cellules sont lysées dans le tampon d’extraction constitué de Tris-HCl 10mM pH 7,4 ; NaCl 

50mM ; EDTA 10mM ; SDS 0,2%. Après digestion du lysat à la protéinase K (Roche) une nuit 

à 55°C, l’ADN génomique est précipité par l’ajout de NaCl 1,6M et éthanol 100% froid. Il est 

ensuite resuspendu dans 1 ml de Tris-HCl 10 mM pH 8 ; EDTA 0,1mM.  
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Test statistique 

Les données sont analysées avec le t-Test de Student. Une valeur p<0,05 est considérée 

comme significative.  

Résultats 

Identification d’une nouvelle cible 

Lors de ma recherche in silico de cibles potentielles du miR-675, il est apparu que ce 

microARN pouvait se fixer sur l’UTR3’ de l’ARNm FADD (Fas-associated Death Domain) (fig 

25A). Dans un premier temps, j’ai étudié l’expression de ce gène dans nos cellules 

cancéreuses mammaires surexprimant stablement le gène H19 (fig 25B, C). De manière 

surprenante, nous avons observé que l’expression de FADD est augmentée lorsque H19 est 

surexprimé. Cet effet est retrouvé au niveau ARNm mais aussi au niveau protéique.  

J’ai ensuite vérifié si la forte expression du gène FADD est associée à une augmentation de 

la transcription du gène ou à une stabilisation de l’ARNm dans la cellule. Pour cela, j’ai traité 

les cellules contrôles (mock) et les cellules surexprimant le gène H19 (H19) avec un inhibiteur 

de la transcription pendant 4 heures (Actinomycin D) et déterminé la quantité d’ARNm FADD 

par qRT-PCR dans les cellules au cours du traitement (fig 26A). Dans les cellules surexprimant 

stablement le gène H19, nous observons un retard dans la dégradation de l’ARNm FADD. En 

effet, dans ces cellules, la demi-vie de l’ARNm FADD est supérieure à 1 heure alors qu’elle 

est inférieure à 10 minutes dans les cellules contrôles. Dans ces deux lignées cellulaires (mock 

et H19), la stabilité de l’ARNm c-myc (un ARN contrôle) est inchangée (fig 26B). Ainsi, la 

hausse d’expression de FADD dans les cellules H19+ peut être expliquée par une meilleure 

stabilité de l’ARNm. 

Validation de la cible 

Cette régulation étant inattendue, j’ai vérifié si cette stabilisation est due à l’action du miR-675 

sur le site prédit. Pour cela, j’ai cloné l’UTR3’ de FADD en aval de la luciférase dans le pMIR-

REPORT luciférase et étudié l’activité luciférase du plasmide obtenu en présence d’H19, du 

miR-675 synthétique (mimic) ou de son inhibiteur spécifique (αmiR). J’ai également cloné 

l’UTR3’ de FADD possédant une mutation sur le site de fixation du microARN (fig 27A).  

Une augmentation de l’activité luciférase de 50% du plasmide 3‘UTR est observée en 

présence du gène H19 (fig 27B). Cet effet positif est abrogé lorsque l’UTR3’ est muté sur le 

site de fixation du microARN. De façon similaire, une hausse de l’activité luciférase de 50% du 

plasmide 3’UTR est observée en présence du miR-675 synthétique (mimic) (fig 27C). Cet effet 

est également aboli lorsque l’UTR3’ est muté. Ces tests ont également été réalisés dans les 

cellules hormono-dépendantes T47D. J’ai obtenu des résultats similaires à ceux obtenus dans 

les MDA-MB-231 (des cellules hormono-indépendantes). En effet, une augmentation d’activité 
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luciférase de 50% est obtenue en présence d’H19 et de son microARN (fig 27B, C). J’ai 

également transfecté un inhibiteur spécifique du miR-675 dans ces deux lignées cellulaires et 

étudié l’activité luciférase des différents plasmides. Nous observons une diminution de l’activité 

luciférase du plasmide 3’UTR dans ces deux lignées en présence de l’inhibiteur (fig 27D). Une 

mutation sur le site de fixation du microARN abolit cette action. En conclusion, nous montrons 

que le miR-675 se fixe sur l’UTR3’ de FADD via la séquence prédite in silico. Nous montrons 

également que le miR-675 régule positivement l’expression de cet ARNm puisque une 

augmentation d’activité luciférase est observée en sa présence. Nous avons donc identifié une 

nouvelle régulation, inattendue, de l’action des microARN sur leurs ARNm cibles.  

Identification d’un nouveau mécanisme de régulation des microARN 

En 2007, Vasudevan et collaborateurs ont montré que le miR-369 exerce un effet positif sur 

l’ARNm du TNFα lorsque les cellules sont privées en sérum (Vasudevan et al., 2007). Ils 

montrent également l’existence de complexes RISC différents en fonction du statut prolifératif 

des cellules. En effet, lorsque les cellules sont arrêtées dans le cycle, ils ont montré que la 

protéine FXR1 est associée au complexe RISC. Cependant, dans notre cas, les cellules 

étaient en phase de prolifération. Néanmoins, nous avons testé l’hypothèse d’une modulation 

de l’action des microARN par la protéine FXR1. In silico, j’ai identifié un site potentiel de fixation 

pour cette protéine situé en aval et à proximité du site de fixation pour le miR-675. J’ai alors 

réalisé une immunoprécipitation des ARNm associés aux protéines AGO2 et FXR1. Nous 

observons que l’ARNm FADD est bien associé à la protéine AGO2 (fig 28). Ce résultat, qui 

indique que le complexe RISC est associé à l’ARNm FADD, est attendu puisque nous 

montrons que le miR-675 régule l’expression de l’ARNm. Nous montrons également une 

association de l’ARNm FADD avec la protéine FXR1 (fig 28). Ainsi, l’effet positif exercé par le 

miR-675 sur cet ARNm peut être expliqué par la présence de FXR1 sur le site prédit. 

Afin de confirmer cette hypothèse, nous avons utilisé la technologie des TALENs 

(Transcription Activator Like-Effector Nuclease) pour muter le site de fixation de FXR1 sur 

l’ARNm FADD. Les TALENs sont des dérivés de facteurs de transcription, synthétisés pour 

permettre la reconnaissance de séquence spécifique et couplés à l’endonucléase FokI. Ils 

permettent alors la formation de coupures doubles brins sur la séquence ciblée (fig 29A). Ces 

coupures seront ensuite réparées par recombinaison non homologue, ce qui permet 

l’apparition de mutation type insertion ou délétion de nucléotides ou par recombinaison 

homologue si l’on transfecte un oligonucléotide. Après transfection des plasmides permettant 

l’expression des TALENs dans des cellules H19+ et sélection des cellules transfectées, nous 

avons séquencé l’ADN génomique des clones obtenus (fig 29B). En accord avec nos 

précédents résultats, nous avons choisi trois clones possédant une mutation sur le site de 
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fixation FXR1, correspondant à une délétion de 9bp, que nous avons nommé TAL1, TAL2 et 

TAL3 (fig 29B).   

Par western blot, j’ai ensuite étudié l’effet de la mutation FXR1 sur l’expression du gène FADD 

(fig 29C). Nous observons une diminution de l’expression de FADD lorsque les cellules 

expriment  les TALENs. Ainsi, la fixation de la protéine FXR1 sur l’ARNm FADD à proximité 

du site de fixation du microARN permet la régulation positive par le miR-675. Afin de conforter 

cette nouvelle donnée, j’ai également invalidé l’expression de la protéine FXR1 par siRNA et 

étudié l’expression de la protéine FADD. Nous observons qu’une diminution transitoire de 

l’expression de FXR1 dans des cellules surexprimant H19 permet de diminuer l’expression de 

la protéine FADD (fig 29D). De plus, j’ai également étudié l’activité luciférase du plasmide 

pMIR-REPORT cloné avec l’UTR3’ FADD muté sur le site de fixation FXR1 dans nos cellules 

cancéreuses mammaires en présence du miR-675 et de son inhibiteur spécifique. Nous 

observons que le miR-675 ou son inhibiteur spécifique n’exerce aucun effet sur l’activité 

luciférase du plasmide lorsque l’UTR3’ est muté sur le site de fixation FXR1 (Fig 29E). Ainsi, 

l’ensemble des résultats obtenus nous montre que la présence de FXR1 sur l’ARNm FADD 

permet le recrutement du miR-675 associé au complexe RISC et permet également une 

régulation positive de l’expression de cet ARNm.  

Par ailleurs, le gène H19 possède un long ARN non codant antisens, 91H (Berteaux et al., 

2008). Cet ARN pouvant être une éponge à microARN, nous avons étudié l’expression de la 

protéine FADD dans des cellules invalidées pour l’ARN 91H. Aucune variation de l’expression 

de FADD n’a été détectée dans ces cellules (Fig 29F). Ainsi, l’ARN non codant 91H, n’est pas 

une éponge au miR-675 dans les cellules cancéreuses mammaires.   

Phénotypes associés à la surexpression de FADD  

FADD étant une protéine impliquée dans l’apoptose, nous avons ensuite étudié la résistance 

des cellules surexprimant H19 à différents apoptogènes, notamment le Trail. Après traitement, 

le taux de viabilité cellulaire est déterminé par un test MTT. De manière surprenante, après 

traitement, les cellules contrôles ont une viabilité cellulaire de 60% tandis que les cellules 

surexprimant stablement H19 résistent à l’apoptose à 90% (fig 30A). Des résultats similaires 

ont été obtenus lorsque les cellules sont traitées avec d’autres drogues (Anisomycin, 

staurosporine) et dans plusieurs lignées cellulaires (MDA-MB-231 et MCF-7). Par ailleurs, une 

augmentation du taux de phosphorylation de FADD est observée lorsque H19 est surexprimé 

(fig 30B). Cette modification post-traductionnelle empêche la formation du complexe 

d’apoptose (DISC) et favorise la progression du cycle cellulaire (Zhang et al., 2004b). J’ai alors 

étudié la croissance des cellules contrôles, surexprimant H19 et des clones TALENs. Une 

hausse de la croissance cellulaire est observée lorsque H19 est surexprimé (H19) par rapport 

aux cellules contrôles (mock) (fig 30C). A l’inverse, les cellules TALENs (surexprimant H19 et 
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mutées pour FXR1) ont une croissance cellulaire significativement ralentie par rapport aux 

cellules contrôles et aux cellules H19+. Ainsi, une surexpression d’H19 permet une forte 

expression de FADD et p-FADD dans les cellules cancéreuses mammaires. Cette régulation 

est associée à une résistance des cellules aux apoptogènes mais aussi à une meilleure 

croissance cellulaire.  

Afin de confirmer ces résultats, les tests de viabilité cellulaire en présence d’apoptogènes mais 

aussi l’étude de la phosphorylation de FADD doivent être réalisés dans les cellules TALENs 

(données à venir).  

Discussion 

Dans cette étude, nous avons identifié une troisième cible du microARN généré par H19 dans 

les cellules cancéreuses mammaires : il s’agit de l’ARNm FADD. Une meilleure stabilité de 

l’ARNm FADD est obtenue lorsque les cellules surexpriment H19. Par ailleurs, le miR-675 

régule positivement l’expression de cet ARNm en se fixant sur l’UTR3’ via le site prédit in silico. 

De plus, nous montrons que l’association de FXR1 à proximité du site de fixation du microARN 

permet la fixation du miR-675 et permet la régulation positive par ce miR. Ainsi, nous avons 

mis en lumière un nouveau mode de régulation de l’action des microARN dans la cellule. Il 

serait intéressant de déterminer si ce nouveau mode d’action s’applique à l’ensemble des 

microARN dans tous les types cellulaires. En effet, au regard de l’implication des microARN 

dans de nombreux processus biologiques ou pathologiques, la compréhension de tous les 

mécanismes d’action s’avère important.  

FXR1 est un membre de la famille FXR (Fragile-X related protein), composée de 3 protéines : 

FMRP, FXR1 et FXR2. Elles sont principalement impliquées dans le développement neuronal, 

musculaire ou encore cardiaque. Un défaut de leur expression est à l’origine du syndrome de 

l’X fragile. Ces protéines possèdent des domaines de fixation aux ARNm, nommés RGG box. 

Lorsqu’elles sont associées aux ARNm, elles peuvent moduler leur stabilité, leur traductibilité 

ou encore leur localisation cellulaire. La protéine FXR1 se fixe sur les UTR3’ des ARNm dans 

des régions riches en AU (ARE), notamment l’ARNm du TNF lors de la réponse immune et 

favorise sa stabilité ainsi que sa traductibilité (Khera et al., 2010). En effet, l’association de la 

protéine FXR1 aux polyribosomes a été montrée. Ici, une nouvelle fonction pour cette protéine 

a été identifiée. En effet, nous montrons que l’effet positif du miR-675 sur l’ARNm FADD est 

FXR1-dépendant. Nous montrons également que la fixation de FXR1 sur l’ARNm n’empêche 

pas la fixation du miR-675 puisqu’une mutation de la seed sequence réprime l’action de ce 

microARN (fig 27). Nous montrons également que la présence de FXR1 sur l’ARNm FADD est 

nécessaire au recrutement du complexe miR-675/RISC. Des résultats similaires ont déjà été 

obtenus dans des cellules neuronales. En effet, Edbauer et collaborateurs ont montré que la 
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protéine FMRP est essentielle au recrutement et à la fonction des miR-125b et miR-132 sur 

l’ARNm NR2A dans les cellules neuronales de souris (Edbauer et al., 2010). Cependant, 

contrairement à nos résultats, dans cette étude, les miR-125b et miR-132 régulent 

négativement l’expression de l’ARNm ciblé. 

Par ailleurs, il est admis qu’un appariement des bases 10 et 11 du microARN permet le clivage 

de l’ARNm par la protéine AGO2 présente dans le complexe RISC. Dans cette étude, un 

appariement de ces bases est observé entre le miR-675 et l’UTR3’ FADD. Mais, nous 

montrons que le complexe RISC ne clive pas cet ARNm. Nous pouvons supposer que la 

présence de la protéine FXR1 à proximité de la seed sequence, permet le recrutement d’un 

complexe RISC spécifique contenant des protéines qui répriment la fonction d’AGO2. Ainsi, 

FXR1 possèderait un nouveau mode d’action encore inconnu de nos jours. 

A ce jour, le mode d’action des microARN est mal compris et mal défini. En effet, il était admis 

que ces derniers se fixaient sur les UTR3’ des ARNm pour y exercer un effet négatif. 

Cependant, nous montrons qu’un même microARN, dans les mêmes lignées cellulaires, peut 

se fixer sur l’UTR3’ d’un ARNm mais aussi sur les séquences codantes d’autres ARNm. De 

plus, dans un cas, il réprime l’expression de ses ARNm cibles et dans l’autre cas, en stabilisant 

l’ARNm, il favorise son expression. Ainsi, comprendre la régulation de l’action des microARN 

peut être primordial pour identifier de nouvelles cibles thérapeutiques plus efficaces et plus 

spécifiques des cellules cancéreuses.  

FADD est une protéine pro-apoptotique de 27 kDa constituée de deux domaines : un domaine 

de mort (Death Domain, DD) et un domaine effecteur de mort (Death Effector Domain, DED). 

Lorsque les récepteurs de mort cellulaire sont activés (TNFR, Fas receptor par exemple), la 

protéine FADD se fixe sur ces derniers grâce à son domaine DD. Elle sert alors de molécule 

chaperonne puisqu’elle permet ensuite le recrutement et l’activation des caspases 8 et 10 par 

l’intermédiaire de son domaine DED. Ces caspases actives formeront alors le complexe DISC 

(Death-inducing Signaling Complex) qui permettra l’apoptose de la cellule. FADD est donc 

impliquée dans la transduction du signal apoptotique de la voie extrinsèque. Cependant, 

certaines modifications post-traductionelles peuvent modifier la fonction de cette protéine. En 

effet, FADD peut être phosphorylée sur les sérines 194 et 200 (Zhang et al., 2004b ; Vilmont 

et al., 2015). Ces modifications post-traductionnelle sont catalysées par un grand nombre de 

kinases, notament les kinases CK1, CK2 (Bowman et al., 2015 ; Vilmont et al., 2015) et 

possèdent plusieurs fonctions. En effet, ces résidus sérines sont localisés non loin du domaine 

DED de la protéine, donc leur phosphorylation empêche le recrutement et l’activation des 

caspases 8 et 10 et permet la localisation nucléaire de la protéine (Curtin et al., 2004 ; Vilmont 

et al., 2015). Ainsi, ces modifications post-traductionnelles répriment la fonction pro-

apoptotique de FADD dans la cellule. De plus, d’autres études ont montré que la 
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phosphorylation de FADD sur la sérine 194 favorise la progression du cycle cellulaire, 

notamment la transition G2/M. En effet, p-FADD est capable de se fixer sur certaines kinases 

impliqués dans ce point de régulation du cycle cellulaire, PLK1 (Polo-like kinase 1) ou AURKA 

(Aurora kinase A) (Bowman et al., 2015). La phosphorylation, et par conséquent la fonction, 

de FADD est également régulée par des phosphatases. En effet, Kim et collaborateurs ont mis 

en évidence que l’adénylate kinase 2 (AK2) associée à la phosphatase DUSP26 permet la 

déphosphorylation de FADD sur sa sérine 194 chez l’Homme, et 191 chez la souris (Kim et 

al., 2014c). Cette modification est associée à une diminution de la croissance tumorale. Nous 

montrons qu’une forte expression de la protéine FADD dans les cellules surexprimant H19 est 

associée à une résistance des cellules aux apoptogènes ainsi qu’à une augmentation de la 

prolifération cellulaire. Ces effets phénotypiques sont associés à la phosphorylation de FADD 

qui est plus élevée lorsque H19 est surexprimé.   

Nous avons donc mis en évidence un nouveau mécanisme de recrutement et de 

régulation de l’action des microARN sur leurs ARNm cibles. Nous montrons que les 

protéines associées aux ARNm, notamment FXR1, sont nécessaires au recrutement de 

certains microARN sur leur cible et régulent la fonction du complexe RISC sur cette 

cible. De plus, grâce à ce nouveau mécanisme, l’ARN H19 favorise la progression 

tumorale ainsi que la résistance aux drogues apoptotiques.   
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Figure 25. H19/miR675 favorise l’expression de FADD dans les cellules cancéreuses 

mammaires. (A) Alignement prédictif du miR-675 sur l’ARNm FADD (microRNA). (B) 

Expression relative d’H19, du miR-675 et de FADD dans les MDA-MB-231 surexprimant 

H19 (H19) par rapport aux cellules contrôles (mock) déterminée par qRT-PCR. (C) Détection 

de la protéine FADD par western blot dans les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-

231. La β-actin est utilisée comme témoin de charge. *p<0,05 **p<0,005   
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Figure 26. Stabilité des ARNm FADD (A) et c-Myc (B) dans les MDA-MB-231. Les cellules 

parentales (mock) et surexprimant H19 (H19) sont traitées avec 5µg/ml d’Actinomycin D. La 

quantification des ARNm est réalisée par RT-qPCR aux temps indiqués.  *p<0,05 
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Figure 27. Le miR-675 régule directement FADD en se fixant sur l’UTR3’. (A) Interaction 

prédictive entre le miR-675 et l’UTR3’ FADD. Les mutations générées dans le site de fixation 

du miR-675 sont indiquées sur la séquence 3’UTR*. (B, C, D) Activité Firefly luciferase dans 

les cellules cancéreuses mammaires après cotransfection d’un système rapporteur et d’un 

vecteur exprimant H19 (H19) ou du miR-675 (mimic) ou miR-675 inhibiteur (αmir). L’activité 

Firefly luciferase est mesurée avec le dual-luciferase reporter assay (Promega) et 

normalisée à l’activité de la Renilla luciferase. Les plasmides sont transfectés avec H19 ou 

le mimic ou l’antimir, ou leur contrôle dans des lignées cellulaires cancéreuses mammaires 

(T47D and MDA-MB-231). Les données représentent la moyenne de 3 expériences 

indépendantes par rapport à leur contrôle respectif en pourcentage et la barre d’erreur, 

l’écart à la moyenne. *p<0,05 **p<0,005 ***p<0,001 

 

  

Figure 28. Détection par PCR des ARNm 

associés à la protéine AGO2 ou FXR1. Les ARN 

associés aux protéines AGO2 ou FXR1 sont 

immunoprécipités (RIP) et détectés par PCR.  
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Figure 29. FXR1 recrute le miR-675 et permet son action positive. (A) A gauche : 

structure d’un TALEN. Les TALENs sont des dérivés de facteurs de transcription associés 

à l’endonucléase FokI. Ils sont composés de modules interchangeables (rectangle bleu) 

reconnaissant une base spécifique grâce à deux acides aminés (en gras et en bleu). Il existe 

5 modules différents. A droite : association de deux TALENs sur une séquence spécifique 

permettant de reconstituer l’endonucléase FokI active. (B) Séquencage de l’UTR3’ FADD 

dans des cellules surexprimant H19 (H19) et dans des cellules surexprimant H19 

transfectées avec les TALENs (Δ9 TAL). En jaune : site de fixation du miR-675 ; en violet : 

site de fixation de FXR1 (C) Expression de la protéine FADD détectée par western blot dans 

des MDA-MB-231 contrôles (mock), surexprimant H19 (H19) et surexprimant H19 

transfectées avec les TALENs (TAL). (D) Expression des protéines FXR1 et FADD, 

déterminée par western blot, dans des cellules contrôles (mock) ou surexprimant H19 (H19) 

transfectées avec un siRNA ctrl ou un siRNA FXR1. (E) Activité Firefly luciferase dans les 

cellules cancéreuses mammaires (T47D and MDA-MB-231) après cotransfection du 

plasmide pMiR-3’UTR FADD muté sur le site de fixation FXR1 et du miR-675 (mimic) ou 

miR-675 inhibiteur (αmir). Les données représentent la moyenne de 3 expériences 

indépendantes par rapport à leur contrôle respectif en pourcentage et la barre d’erreur, 

l’écart à la moyenne. (F) Expression de la protéine FADD détectée par western blot dans 

des MDA-MB-231 contrôles (mock) ou invalidées pour 91H (sh). 
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Figure 30. H19 permet la survie et la prolifération cellulaire. (A) Des cellules contrôles 

(mock) et surexprimant H19 (H19) sont traitées au Trail (5µg/ml) pendant 6hrs et la viabilité 

cellulaire est déterminée par un test MTT. Deux lignées cellulaires sont utilisées (MDA-MB-

231, MCF-7). (B) Détection de p-FADD et FADD par western blot dans des MDA-MB-231 

et T47D contrôles (mock) et surexprimant H19 (H19). (C) Croissance cellulaire relative des 

MDA-MB-231 contrôles (mock), surexprimant H19 (H19) et trois clones TAL. *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,005 
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primer 5'to 3' 

qRT-PCR 

RPLP0 sense GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT 

RPLP0 antisense GATGACCAGCCCAAAGGAGA 

H19 sense TACAACCACTGCACTACCTG 

H19 antisense TGGCCATGAAGATGGAGTCG 

FADD sense TGGCTGGGGTGGGGGTGGGGAGAC 

FADD antisense CTGCCTTGGCAATTCTGTTATCAG 

Myc sense CAGCAGCTCGAATTTCTTCC 

Myc antisense TTCGGGTAGTGGAAAACCAG 

cloning 

3'UTR FADD sense ATACTAGTGGGCCGCTGCTTT 

3'UTR FADD antisense CGTTCGAATTAGGAATAGAAAAT 

pmir XhoI ATTGCTCGAGTGATGAAAGC 

pmir NaeI TCTATGCCGGCCTATGAGCTC 

mut FADD 5p AAGCCCGGCCTAAGCTTGGAAGAGGCATTAAT 

mut FADD 3p ATTAATGCCTCTCCAAGCTTAGGCCGGGCTT 

FADD RH FXR forward ATAAAAGATCCTTTATTAACTAGTCCTGCAGTTTAAC 

FADD RH FXR reverse AGTGATGAAAGCTGCGCATGGGCCGCTGCTTTGCGCTG 

mut FADD FXR 5p AAATATCTGTGCAGGGGGCCTGGTGCGGGA 

mut FADD FXR 3p TCCCGCACCAGGCCCCCTGCACAGATATT 

siRNA 

siFXR1 sense CGAGCUGAGUGAUUGGUCA 

siFXR1 antisense UGACCUCACUCAGCUCG 

siGFP sense GCUGACCCUGAAGUUCAUCTT 

siGFP antisense AAGAUGAACUUCAGGGUCAGC 
Table 7. Séquence des amorces et siRNA utilisés dans l’étude. 
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II. Régulation de la protéine P53 par H19 

Introduction 

Pour exercer leur fonction, les longs ARN non codants peuvent avoir plusieurs modes d’action 

différents. En effet, ils peuvent réguler l’expression des gènes par modifications épigénétiques, 

être précurseur de microARN, être des éponges à microARN ou encore interagir avec des 

protéines pour en moduler leur fonction ou leur localisation cellulaire. L’ARN non codant H19, 

en plus d’être un précurseur et une éponge à microARN, est capable de se fixer sur les 

protéines EZH2 et P53 dans les cancers gastrique et de la vessie pour en moduler leurs 

fonctions (Yang et al., 2012 ; Zuo et al., 2013). Nous avons déjà montré que l’expression du 

gène H19 est régulée négativement par la protéine P53 dans les cellules cancéreuses 

mammaires (Dugimont et al., 1998). Ici, nous montrons que l’ARN H19 se fixe sur la protéine 

P53 dans les cellules cancéreuses mammaires et empêche sa fonction. Nous montrons que 

ce nouveau mode d’action de l’ARN H19 favorise la progression du cycle cellulaire de cellules 

cancéreuses porteuses de mutations. Ainsi, H19 est également impliqué dans la 

transformation d’une cellule cancéreuse en une cellule cancéreuse agressive.  

Matériels et Méthodes 

Culture cellulaire 

Les cellules cancéreuses mammaires MCF-7 et T47D sont cultivées en RPMI1640 (Gibco) 

supplémenté de sérum de veau fœtal 10% et de zell shield (Biolabs). Les cellules cancéreuses 

de poumon Calu-6, n’exprimant pas la protéine P53, sont entretenues en MEM (Gibco) 

supplémenté de sérum de veau fœtal 10% et de Zell Shield (Biolabs). Elles sont maintenues 

sous atmosphère humide à 37°C, 5% CO2. 

Transfection  

Les plasmides permettant l’expression de P53 et d’H19 sont transfectés dans les Calu-6 

préalablement ensemencées à 20x104 cellules/puits de plaque 6 puits. La quantité désirée de 

plasmides est ajoutée à 4µl d’Exgen 500 (Euromedex) préalablement dilué dans 200µl 

d’OptiMEM selon les recommandations du fournisseur. Afin de transfecter la même quantité 

d’ADN dans les cellules, nous transfectons également un plasmide vide pcDNA3.1(-) 

(Invitrogen). La quantité totale d’ADN ainsi transfectée est de 1,6µg de plasmide. Après 6 

heures de transfection à 37°C, le milieu des cellules est changé. Les protéines sont extraites 

48 heures après transfection. 

Pour les tests d’activité luciférase, 1µg de plasmide P53-pGL4 et 12ng de plasmide pRL-null 

sont transfectés avec 4µl d’Exgen 500 (Euromedex) selon les recommandations du 

fournisseur. 
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Clonage 

La construction des plasmides permettant l’expression des gènes P53 et H19 est décrite, 

respectivement, par Dugimont et al., 1998 et dans l’article 2.   

Les amorces possédant des éléments de réponse à P53 (P53 sense 5’-

TCAGACATGCCTAGACATGCCTAACCGGTTAGACATGCCTAGACATGCCTTAAG-3’ ;   

P53 antisense 5’-

CTTAACCGATGTCTAGGCATGTCTAACCGGTTAGGCATGTCTAGGCATGTCTGA-3’) sont 

hybridées dans un gradient de 95°C à température ambiante. Les dimères sont ensuite clonés 

dans le plasmide pGL4.10 [luc2] (Invitrogen) entre les sites de restriction Kpn/XhoI.   

Les différentes constructions sont transformées dans des bactéries compétentes TOP 10 

(Invitrogen). Après culture liquide bactérienne, les plasmides sont extraits à l’aide du kit 

Nucleobond PC100 (Macherey-Nagel) selon les recommandations du fournisseur. 

qRT-PCR 

Les ARNm sont extraits et quantifiés par qRT-PCT selon le protocole décrit dans le matériels 

et méthodes de l’article 1.   

Les amorces de qRT-PCR sont : RPLP0 sense 5’-GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT-3’, 

RPLP0 antisense 5’-GATGACCGCCCAAAGGAGA-3’, H19 sense 5’-

TACAACCACTGCACTACCTG-3’, H19 antisense 5’-TGGCCATGAAGATGGAGTCG-3’, P21 

sense 5’-CACTCCAAACGCCGGCTGATCC-3’, P21 antisense 5’-

TGTAGAGCGGGCCTTTGAGGCCCTC-3’, Bax sense 5’-TTTGCTTCAGGGTTTCATCC-3’, 

Bax antisense 5’-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3’, P53 sense 5’-

GTGGAAGGAAATTTGCGTGT-3’, P53 antisense 5’-CCAGTGTGATGATGGTGAGG-3’ 

Western blot 

Les protéines sont extraites dans du RIPA supplémenté d’inhibiteurs de phosphatases et de 

protéases, comme décrit dans l’article 1. Les protéines MDM2, P53, P21, Bax et β-actin sont 

révélées avec les anticorps suivant : anti-MDM2 (sc-965, Santa Cruz), anti-P53 (Do-1, sc-126, 

Santa Cruz), anti-P21 (2947P, Cell Signaling), anti-Bax (sc-493, santa Cruz) et anti- β-actin 

(sc-47778, Santa Cruz). La β-actin est utilisée comme témoin de charge. 

Test luciférase 

20x104 cellules/puits sont ensemencées en plaques 6 puits pendant 24 heures. Après 24 

heures de transfection à l’Exgen 500 de 1µg de plasmide P53-pGL4 et 12ng de plasmide pRL-

null selon les recommandations du fournisseur, les cellules sont lysées dans 200µl de passive 

lysis buffer (Promega). L’activité luciférase est ensuite dosée avec le kit « Dual-Go luciferase 

assay »  (Promega), comme décrit dans l’article 1.   
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Immunoprécipitation des ARNm 

L’immunoprécipitation des ARNm associés à la protéine P53 est réalisée avec le kit « Magna 

RIP RNA-binding protein immunoprecipitation kit » (17-700, Millipore) et l’anticorps anti-P53 

selon les recommandations du fournisseur (17-613, Millipore). 

Co-immunoprécipitation 

Après traitement au MG132 à 10 µM pendant 6 heures (#474790, Calbiochem), les cellules 

sont lysées avec le tampon Hepes (HEPES 40mM pH 7,5 ; EDTA 1mM pH 8,0 ; NaCl 120mM ; 

NaPPi 10mM ; Triton X-100 1% ; SDS 0,1% ; et glycérol 10%) supplémenté d’inhibiteurs de 

protéases et phosphatases (NaF 50mM ; orthovanadate de sodium 1,5mM ; PMSF 1mM ; 

protéine cocktail inhibitor 1/100). Après centrifugation à 14000rpm, 4°C, 10 minutes, les 

protéines sont récupérées et dosées au BCA (Pierce). Les billes de protéine G sont saturées 

avec 1mg de protéine 1 heure à 4°C sur roue. Le surnageant est récupéré et mis en contact 

avec 5µG d’anticorps anti-P53 (Do-1, sc-126, Santa Cruz), anti-MDM2 (sc-965, Santa Cruz) 

pendant 2 heures sur roue à 4°C. Les billes saturées sont ensuite ajoutées au complexe 

anticorps-protéine pendant 2 heures sur roue à 4°C. Après trois rinçages des billes avec du 

tampon de lyse complet, les protéines immunoprécipitées sont éluées et dénaturées par l’ajout 

de 80µl de tampon Laemmli (Tris 12,5mM ; glycérol 2% ; SDS 0,4% ; β-mercaptoéthanol 1% ; 

bleu de bromophénol) et chauffage à 95°C pendant 7minutes.  

Les protéines sont séparées par électrophorèse sur gel d’acrylamide 10% à 150V pendant 

1h30. Elles sont transférées sur une membrane de PVDF (polyvinylidène de fluoride) dans un 

tampon Tris-Gly 25mM, 15% méthanol à 105V pendant 1h30 à 4°C. La membrane est saturée 

avec de la caséine 0,2% pendant 1 heure à température ambiante. Les anticorps primaires 

(anti-MDM2, anti-P53) dilués dans du PBS/BSA 5% sont hybridés sur la membrane toute la 

nuit à 4°C sur agitation lente. Après rinçages au TBS/Tween 0,1%, les anticorps secondaires 

couplés à la peroxidase sont hybridés sur la membrane pendant 30 minutes à température 

ambiante. Les membranes sont analysées à l’aide d’une solution de chimiluminescence 

(SuperSignal west Pico enhancer solution, Pierce) et révélées avec un appareil d’imagerie de 

chimiluminescence (LAS4000, Fujifilm). 

Immunocytochimie 

Les cellules sont ensemencées sur lamelles pré-traitées au collagène à raison de 30.104 

cellules/par lamelle pendant 24 heures. Elles sont ensuite traitées à la doxorubicine (D1515, 

Sigma-Aldrich) à 0,2µg/ml pendant 6 ou 24 heures. Après fixation au PAF 4% pendant 10 

minutes, les cellules sont perméabilisées au méthanol pendant 10 minutes à -20°C puis 

saturées avec l’Ultravision Protein Block (TA-125-PBQ, Thermo Scientific) pendant 10 minutes 

à température ambiante. L’anticorps primaire, dilué au 1/500, est ajouté sur les lamelles toute 
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la nuit à 4°C. Le lendemain, après rinçages des lamelles au PBS tween, l’anticorps secondaire 

couplé à l’Alexa Fluor 594 (A211020, Invitrogen) dilué au 1/500 y est déposé pendant 1 heure 

à température ambiante. Le noyau est ensuite marqué au DAPI (DI306, Invitrogen) pendant 5 

minutes. Les cellules sont ensuite analysées à l’Axioplan2. 

Cycle cellulaire 

30x104 cellules sont ensemencées en boîte 60mm pendant 24 heures. Après traitement à la 

doxorubicine à 0,1µg/ml pendant 24 heures, les cellules sont perméabilisées à l’éthanol 70% 

froid toute la nuit. Après rinçages au PBS, elles sont marquées à l’Iodure de propidium (1µg/ml) 

en présence de RNase A (1mg/ml) (R6513, Sigma-Aldrich) pendant 30 minutes à 37°C. Les 

cellules marquées sont analysées au cytomètre Beckman Coulter. Les données sont traitées 

avec le logiciel WinCycle. 

Test statistique 

Les données sont analysées avec le t-Test de Student. Une valeur p<0,05 est considérée 

comme significative.  

Résultats 

H19 réprime l’expression de P53 

Dans les cancers gastriques, l’association H19/P53 a déjà été identifiée (Yang et al., 2012). 

Dans nos cellules cancéreuses mammaires, nous avons détecté cette association par 

immunoprécipitation (RIP) des ARNm associés à la protéine P53 (fig 31A). Par qRT-PCR des 

ARNm immunoprécipités, nous remarquons que H19 est associé à la protéine P53 dans les 

cellules cancéreuses mammaires MCF-7. Nous avons ensuite déterminé l’effet de cette 

interaction dans les cellules. Dans un premier temps, j’ai analysé l’expression du gène P53 

lorsque H19 est surexprimé. De manière surprenante, une diminution d’expression de P53 est 

observée aussi bien au niveau protéique qu’au niveau ARNm (fig 31B, C). Nous avons 

également mis en évidence une diminution d’expression de certains gènes cibles de P53 : P21 

et Bax, dans ces cellules par qRT-PCR (fig 31C). Ces résultats doivent être confirmés dans 

une seconde lignée cellulaire cancéreuse mammaire (T47D). 

Pour déterminer si H19 régule transcriptionnellement l’expression de P53, j’ai transfecté dans 

des cellules cancéreuses de poumon dépourvues de P53 (Calu-6), un plasmide permettant 

l’expression de P53 sous un promoteur fort ainsi que le plasmide permettant l’expression 

d’H19 (fig 31D). Par western blot, nous observons qu’en présence d’H19, l’expression de P53 

est diminuée de manière dose-dépendante (fig 31D). De plus, une forte expression d’H19 est 

associée à une très faible expression de P53. Ces données suggèrent que H19 régule 

négativement l’expression de P53 de manière post-transcriptionelle en se fixant sur cette 

protéine.  
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P53 étant impliquée dans les mécanismes de réparation des dommages à l’ADN, elle est 

exprimée de façon continue dans les cellules. Son association avec la protéine MDM2 permet 

sa dégradation continue par le protéasome. Par ailleurs, lorsque H19 est surexprimé, une forte 

expression de MDM2 a été détectée par western blot (fig 32A). Nous avons alors déterminé si 

l’association MDM2/P53 est favorisée dans les cellules cancéreuses mammaires T47D 

surexprimant H19, par co-immunoprécipitation (fig 32B). Afin d’augmenter la quantité de 

protéines immunoprécipitées, les cellules ont été traitées au préalable avec du MG132. Nous 

observons que l’interaction MDM2/P53 est augmentée lorsque H19 est surexprimé (fig 32B). 

Ces données doivent être confirmées dans une seconde lignée cellulaire cancéreuse 

mammaire (MCF-7). Ainsi, H19 réprime l’expression de P53 en favorisant les interactions 

MDM2/P53. 

H19 empêche la fonction de P53 

Nous avons également déterminé les effets de H19 sur les fonctions de P53 dans la cellule. 

Un plasmide contenant des éléments de réponse à P53 en amont de la luciférase a été 

transfecté dans des cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) surexprimant stablement H19 

et l’activité luciférase étudiée (fig 33A). Nous remarquons qu’en présence du gène H19, 

l’activité luciférase du plasmide est diminuée de 50% par rapport aux cellules contrôles (fig 

33A). Ces tests ont également été réalisés lors d’un traitement des cellules à la doxorubicine. 

Les résultats préliminaires ont montré une diminution d’activité luciférase du plasmide dans 

les cellules surexprimant H19 après traitement (données non montrées). Ces tests doivent 

être reproduits pour être soumis à des analyses statistiques et réalisés dans une autre lignée 

cellulaire.  

Par ailleurs, lors d’un traitement à la doxorubicine, une diminution d’expression de quelques 

gènes cibles de P53 est constatée lorsque H19 est surexprimé (fig 33B). Ces effets sont 

retrouvés dans deux lignées cellulaires (MCF-7 et T47D, données non montrées). Nous 

observons également une diminution de l’activation de plusieurs gènes impliqués dans la 

régulation du cycle cellulaire (Rb, Chk1, Chk2 ainsi que CDC2) lorsque les cellules 

surexpriment H19 (fig 33B). Lors de dommages à l’ADN, P53, en activant P21, induit un arrêt 

des cellules dans le cycle cellulaire en phase G2/M. Nous avons donc étudié le cycle cellulaire 

des cellules T47D contrôles et surexprimant H19 lors d’un traitement à la doxorubicine. 

Lorsque H19 est surexprimé, moins de cellules sont arrêtées en phase G2/M (fig 33C). Ces 

données doivent être confirmées dans une seconde lignée cellulaire, mais H19 favoriserait la 

progression du cycle cellulaire même en présence de dommages à l’ADN. 

Enfin, P53 est un facteur de transcription qui, lors de dommages à l’ADN, est transloqué dans 

le noyau pour permettre l’expression de ses gènes cibles (entres autres, P21 et Bax) 

responsables de ses effets phénotypiques. H19 est un long ARN non codant principalement 
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cytosolique (Brannan et al., 1990). Lors de dommages à l’ADN, nous avons donc détecté la 

localisation cellulaire de P53 dans les cellules contrôles et surexprimant H19 par 

immunofluorescence. Nous remarquons que le traitement à la doxorubicine permet le transport 

de P53 dans le noyau dans les cellules contrôles (fig 34). Nous observons également que 

dans les cellules surexprimant H19, la protéine P53 est retenue dans le cytosol. L’ensemble 

de ces résultats montrent que H19 est également capable de réprimer les fonctions de P53 

dans les cellules en le retenant dans le cytosol. 

Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence un  nouveau mode d’action de l’ARN H19 dans 

les cellules cancéreuses mammaires. Nous montrons que H19 en fixant la protéine P53 régule 

celle-ci par différents mécanismes. En effet, nous montrons que H19 favorise l’association 

MDM2/P53 dans les cellules cancéreuses mammaires. Ce mode d’action peut être 

responsable de la dégradation de P53 observée lorsque H19 est surexprimé. De plus, nous 

montrons que H19 empêche les fonctions de P53 lorsque les cellules présentent des 

dommages à l’ADN en le piégeant dans le cytoplasme. Ainsi, par deux mécanismes distincts 

mais complémentaires, H19 régule négativement l’expression et les fonctions de P53 dans les 

cellules cancéreuses mammaires. Cependant, ces deux mécanismes peuvent être inscrits 

dans une cinétique de temps : H19 piège P53 dans le cytosol, ce qui favorise ensuite son 

association avec la protéine MDM2 et sa dégradation. Ce nouveau mode d’action d’H19 ainsi 

mis en lumière nous montre que cet ARN favorise l’instabilité génétique cellulaire.  

La protéine P53 a été découverte en 1979 dans certains sarcomes chez la souris (DeLeo et 

al., 1979). Dans un premier temps, cette protéine était associée uniquement au noyau puis sa 

présence dans le cytosol a été démontrée (Dippold et al., 1981 ; Rotter et al., 1983). P53 est 

un facteur de transcription, de 53kDa, constitué de plusieurs domaines : un domaine 

transactivateur, un domaine riche en proline, un domaine de liaison à l’ADN, un domaine de 

tétramérisation ainsi qu’un domaine Ct. Elle est exprimée de manière constitutive et est 

continuellement dégradée par le protéasome. En effet, en condition normale, la protéine 

MDM2, une E3 ubiquitine ligase, se fixe sur le domaine transactivateur de la protéine P53 et 

est responsable de son ubiquitinylation sur son domaine Ct. Cette modification post-

traductionelle induit la dégradation de P53 par le protéasome de manière constitutive. Lors de 

stress cellulaire (dommages à l’ADN (cassures simples ou doubles brins), irradiations, stress 

génotoxiques), les protéines ATM et ATR activées vont phosphorylées les protéines P53 et 

MDM2 sur leur domaine Nt, le complexe MDM2/P53 sera alors dissocié, la protéine P53 sera 

active tandis que MDM2 sera dégradée par le protéasome (Toledo et al., 2007). Une troisième 

protéine, MDMX ou MDM4, de structure homologue à MDM2, peut être associée au complexe 
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MDM2/P53. Cependant, cette dernière ne possède pas de fonction E3 ubiquitine  ligase, elle 

n’est donc pas responsable de la dégradation de P53 en condition normale (Toledo et al., 

2007). Néanmoins, ces deux protéines, MDM2 et MDM4, sont indispensables dans le 

développement embryonnaire puisque leur knock-out induit la mort in utero de l’embryon. Ce 

sont donc des inhibiteurs essentiels et spécifiques de P53 à ce stade de développement 

(Toledo et al., 2007). En fonction de l’importance des dommages à l’ADN, P53 active 

l’expression de différents gènes cibles, notamment P21 ou Bax pour induire soit un arrêt du 

cycle cellulaire soit l’apoptose de la cellule (Freeman & Espinosa, 2013). Il est admis que lors 

de dommages réparables, un faible taux de P53 est activé, il permettra l’expression de la 

protéine P21 et donc un arrêt du cycle cellulaire. Losque les dommages sont trop importants, 

une grande quantité de P53 est libérée, il permettra dans ce cas, l’expression de gènes 

impliqués dans l’apoptose de la cellule, Bax par exemple. Ainsi, la protéine P53 est qualifiée 

de « gardien de génome » puisqu’elle empêche la prolifération de cellules porteuses de 

dommages à l’ADN pouvant conduire à la transformation d’une cellule normale.   

Nous montrons qu’en présence d’H19 et de dommages à l’ADN, l’activation de P21 est plus 

faible. Cet ARN empêche donc l’activation de P53 et permet la prolifération de cellules 

cancéreuses porteuses de nouvelles mutations. Il est donc impliqué dans la progression 

tumorale, notamment dans la transformation de cellules cancéreuses en cellules cancéreuses 

agressives. Nous avons ainsi mis en évidence l’un des mécanismes permettant les propriétés 

oncogéniques associées à H19. Nous montrons également un nouveau mécanisme de 

régulation de l’action de P53 dans les cellules. Par ailleurs, une diminution d’expression de 

Bax est constatée lorsque H19 est surexprimé. Il serait donc intéressant de déterminer les 

effets de cette régulation dans les cellules cancéreuses.   

Nous montrons également que H19 favorise la dégradation de P53 en augmentant les 

associations MDM2/P53. Pour compléter ce travail, il serait intéressant de déterminer si H19 

peut également se fixer sur la protéine MDM2 pour favoriser l’association P53/MDM2 et former 

ainsi un complexe ternaire. Nous devons également déterminer si l’expression des autres 

gènes cibles de P53 (PUMA, 14-3-3ς) est également diminuée en présence d’H19 et étudier 

les effets phénotypiques associés à leur expression.  

Au regard de ce nouveau mode d’action, il serait intéressant de déterminer les effets de 

l’expression d’H19 dans une cellule normale. En effet, nous pouvons supposer que H19 soit 

impliqué dans la transformation d’une cellule normale en une cellule cancéreuse en favorisant 

l’instabilité génétique.   

Dans de nombreux cancers chez l’Homme (50%), la protéine P53 est mutée, elle n’est donc 

pas fonctionelle (Chao et al., 2015). Néanmoins, plusieurs études cliniques ont déterminé que 
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l’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de MDM2 (peptides, anticorps, séquence 

oligonucléotidique antisens) permet de réduire la croissance tumorale lorsque P53 est 

fonctionelle (Toledo et al., 2007). Cependant, ses inhibiteurs ont un taux de toxicité élevé pour 

les tissus environnant. Grâce au nouveau mécanisme de régulation de P53 mis ici en lumière, 

de nouvelles stratégies thérapeutiques pourront être envisagées, dans les cancers où P53 est 

fonctionelle.  

Dans cette étude, nous avons mis en évidence un nouveau mode d’action de l’ARN H19 

ainsi qu’un nouveau mécanisme de régulation de P53 dans les cellules cancéreuses 

mammaires permettant la prolifération des cellules tumorales porteuses de nouvelles 

mutations.  
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Figure 31. H19 fixe P53 et induit sa dégradation. (A) Immunoprécipitation des ARNm 

associés à la protéine P53 dans les cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles 

(mock) ou surexprimant H19 (H19).  Les ARNm associés à cette protéine sont détectés par 

qRT-PCR. (B) Expression de P53 dans les cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) 

contrôles (mock) ou surexprimant H19 (H19) déterminée par western blot. (C) Expression 

relative des gènes H19, P53, P21 et Bax déterminée par qRT-PCR dans les cellules 

cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles (mock) ou surexprimant H19 (H19). (D) 

Expression de P53 déterminée par western blot dans les cellules P53 null (Calu-6) après 

transfection d’une dose croissante d’un plasmide exprimant P53 et d’une dose croissante 

d’un plasmide exprimant H19. La quantité d’ADN transfectée est constante dans toutes les 

conditions. Elle est donc complétée à 1,6µg d’ADN avec un plasmide vide pcDNA 3.1(-). 

*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,005 
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Figure 32. H19 favorise la dégradation de P53. (A) Expression de MDM2 dans les cellules 

cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles (mock) ou surexprimant H19 (H19) déterminée 

par western blot. (B) Co-immunoprécipitation des protéines P53 et MDM2 dans les cellules 

cancéreuses mammaires (T47D) contrôles (mock) ou surexprimant H19 (H19). Détection 

des protéines co-immunoprécipitées par western blot. 
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Figure 33. H19 empêche les fonctions de P53. (A) Test d’activité luciférase du plasmide 

P53-pGL4 luc transfecté dans les cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles 

(mock) ou surexprimant H19 (H19). (B) Activation de protéines impliquées dans la régulation 

du cycle cellulaire (Rb, Chk1, Chk2, P53, CDK2, CDC2, P21) déterminée par western blot 

dans les cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles (mock) ou surexprimant H19 

(H19) et traitées à la doxorubicine 0,2µg/ml pendant 24 heures. (C) Analyse du cycle 

cellulaire des cellules cancéreuses mammaires (T47D) contrôles (mock) ou surexprimant 

H19 (H19) et traitées à la doxorubicine 0,1µg/ml pendant 24 heures. **p<0,01 
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Figure 34. H19 retient P53 dans le cytoplasme. Détection de la localisation cellulaire de 

P53 dans des cellules cancéreuses mammaires (MCF-7) contrôles (mock) ou surexprimant 

H19 (H19) traitées à la doxorubicine 0,2µg/ml pendant 6 ou 24 heures par 

immunofluorescence.  
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III. H19 et les cellules souches 

Introduction 

Chez l’Homme, le cancer de la prostate est le 2ème cancer le plus fréquent et la 6ème cause de 

mortalité dans le monde. Cette forte mortalité est principalement due aux résistances des 

tumeurs aux thérapies conventionnelles mais aussi aux récidives. Ces dernières sont issues 

des cellules souches cancéreuses (CSC) qui résistent aux thérapies. En effet, les thérapies 

conventionnelles ciblent les cellules tumorales en prolifération ; ainsi les CSC, qui sont 

quiescentes, ne sont pas éliminées avec ces traitements. Identifier et caractériser cette sous-

population cellulaire est nécessaire pour mettre en place de nouvelles thérapies plus efficace. 

Jusqu’à présent, l’isolement et la caractérisation des CSC nécessitaient l’utilisation d’une 

combinaison de marqueurs qui sont spécifiques pour chaque tissu cellulaire étudié. Avant de 

caractériser les CSC, il est important de caractériser les cellules souches dans le tissu normal.  

Chez la souris, un marqueur unique de cellules souches prostatiques et mammaires a été 

identifié : il s’agit du gène s-SHIP (stem-SH2-domain containing 5’-inositol phosphatase) 

(Rohrschneider et al., 2005 ; Bai & Rohrschneider, 2010). En utilisant un système rapporteur 

couplant la GFP sous le contrôle du promoteur s-SHIP, l’équipe du Dr Bourette a isolé et 

caractérisé une population de cellules souches prostatiques normales chez l’Homme. En 

collaboration avec cette équipe, nous avons mis en évidence l’implication de l’ARN non codant 

H19 dans ces cellules souches prostatiques normales humaines.  
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Abstract   

Understanding normal and cancer stem cells should provide insight into the origin of prostate 

cancer and their mechanisms of resistance to current treatment strategies. In this study, we 

isolated and characterized stem-like cells present in the immortalized human prostate cell line, 

RWPE-1. We used a reporter system with green fluorescent protein (GFP) driven by the 

promoter of s-SHIP (for stem-SH2-domain-containing 5’-inositol phosphatase) which stem cell-

specific expression has been previously shown. We observed that s-SHIP-GFP-expressing 

RWPE-1 cells showed stem cell characteristics such as increased expression of stem cell 

surface markers (CD44, CD166, TROP2) and pluripotency transcription factors (Oct4, Sox2, 

Nanog), and enhanced sphere-forming capacity and resistance to arsenite-induced cell death. 

Concomitant increased expression of the long non-coding RNA H19 was observed which 

prompted us to investigate a putative role in stemness for this oncofetal gene. Targeted 

suppression of H19 with siRNA decreased Oct4 and Sox2 gene expression and colony-forming 

potential in RWPE-1 cells. Conversely, overexpression of H19 significantly increased gene 

expression of these two transcription factors and the sphere-forming capacity of RWPE-1 cells. 

Analysis of H19 expression in various prostate and mammary human cell lines revealed 

similarities with Sox2 expression, suggesting that a functional relationship may exist between 

H19 and Sox2. Collectively, we provide the first evidence that s-SHIP-GFP promoter reporter 

offers a unique marker for the enrichment of human stem-like cell populations and highlight a 

role in stemness for the long non-coding RNA H19. 
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Introduction 

 Prostate cancer is the second most frequently diagnosed cancer and the sixth leading 

cause of cancer death in males worldwide and the second in developing countries [1]. 

Characterizing the prostate cells that are more susceptible to transformation and capable of 

cancer maintenance represents an essential step to a better understanding and more efficient 

treatment of the disease. Conventional therapeutics target and kill proliferating cells, sparing 

the putative cancer stem cell fraction and allowing for the recurrence of the disease. Successful 

therapy must not only kill the proliferating tumor cells, but also eliminate or differentiate the 

cancer stem cells. Thus, improvements in isolating purified normal or cancer stem cell fractions 

will then be crucial for advancing therapeutic potential in this field [2]. 

In vitro cell culture may provide convenient models for studying normal and cancer 

prostate stem cells since stem cell properties reside naturally among populations of normal or 

neoplastic cells propagated in culture. Primary cell cultures represent an ideal approach to 

investigate the nature and functions of normal or cancer stem cells in vitro, but they also 

present inconvenient features, such as a short life span. To circumvent this difficulty, several 

studies used non-malignant-immortalized or malignant cell lines that contain sub-populations 

of cells with stem cell properties [3]. Enrichment in stem-like cell subpopulations could be 

achieve by multiple approaches: by modifying cell culture conditions like cultivating cells in low-

calcium serum-free defined medium [4] or under hypoxia [5]; by using combination of cell 

surface markers, such as CD133 [6], CD44 [7], CD166 [8,9], or TROP2 [10]; by developing 

functional assays on cytoprotective activity such as the side population assay based on the 

efflux of Hoechst 33342 fluorescent dye by the ATP-binding cassette (ABC) transporter and 

the ALDEFLUOR assay based on activity of aldehyde dehydrogenases (ALDH) detoxifying 

enzyme activity [11-13]; or finally by using reporter vectors containing fluorescent protein 

driven by stemness gene promoters [14,15]. 

In the present study, we applied this latter approach using the green fluorescent protein 

(GFP) cDNA under the control of the promoter of s-SHIP. Ship1 gene (SH2-containing Inositol 

5'-Phosphatase-1) encodes a 145-kDa signaling protein with 5’ phosphatase activity. From this 

Ship1 gene, a second protein (~104-kDa) is encoded but lacking the amino-terminal SH2 

domain compared to the SHIP1 protein and is expressed in embryonic stem cells and bone 

marrow cells enriched for the stem cell population [16,17]. This protein was termed s-SHIP, 

suggesting its potential for expression in stem cells. The SHIP1 protein is produced from a full-

length mRNA, whereas, s-SHIP expression is produced from an internal promoter within intron 

5/6 of the full-length ship1 gene [18]. Stem cell-specific expression of s-SHIP promoter was 

determined by generating a transgenic mouse containing the 11.5kb s-SHIP promoter driving 
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the expression of GFP [18]. In these mice, s-SHIP promoter expression marks activated stem 

cells in the developing mammary tissue at puberty and during pregnancy [19]. Expression of 

the transgene was also observed in embryonic prostatic buds, suggesting that s-SHIP 

promoter expression may mark also prostate stem/progenitor cells [18]. To test this hypothesis, 

we used as a model the non-tumorigenic human prostate cell line RWPE-1 that was derived 

from normal human prostate epithelium immortalized by human papillomavirus 18 [20]. RWPE-

1 cells and its derivatives contain stem, intermediate, and differentiated cell types and offer 

valuable models for studies of adult prostate stem cells [21-22]. 

In this report, we show that s-SHIP-GFP promoter reporter tracks subsets of RWPE-1 

cells enriched in stem cell characteristics such as enhanced stem cell markers expression. In 

this subset population, higher expression of the long non-coding RNA (LncRNA) H19 [23] was 

observed and further investigations strongly suggested that H19 may play a role in prostate 

stemness through the expression of key pluripotency transcription factors, especially Sox2. 

Altogether, these data provide new insights into the genetic network controlling stem cell 

identity, uncovering a role for the long non-coding RNA H19 as a potential stemness regulator. 

Materials and Methods 

Prostate and mammary cell lines and cell culture 

 RWPE-1 cells (a gift of Dr. BS Kundsen, Fred Hutchinson Cancer Research Center, 

Seattle, USA) were maintained in Keratinocyte Serum Free Medium (Gibco, Life Technologies) 

supplemented with 5 ng/ml epidermal growth factor (EGF, PeproTech, France), bovine 

pituitary extract (BPE, Gibco, Life Technologies) and Zell Shied (Minerva Biolabs, Biovalley, 

France). Normal human prostate epithelial cells (PrEC) were obtained from Lonza (Allendale, 

NJ) and cultured in PrEC basal media containing PrEGM SingleQuot Kit supplements and 

growth factors (Lonza). Human androgen-dependent (LNCaP), and androgen-independent 

(PC-3 and DU145) prostate cancer epithelial cells were obtained from American Type Culture 

Collection (ATCC, Manassas, VA), and were maintained in RPMI 1640 Medium (Gibco, Life 

Technologies) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Life Technologies) 

and Zell Shied. The highly metastatic M12 subline (a gift of Dr. BS Kundsen) was cultured in 

RPMI 1640 medium supplemented with 10 ng/ml EGF, 0.1 µM dexamethasone (Sigma Aldrich, 

France), 5 µg/ml insulin, 5 µg/ml transferin, and 5 ng/ml selenium (ITS medium, Sigma) and 

Zell Shied. The estrogen-sensitive MCF7 and T47D and the estrogen-insensitive MDA-MB-

231 human cancerous mammary epithelial cell lines were obtained from the ATCC and 

maintained routinely in RPMI 1640 medium containing 10% of FBS and Zell Shield. Normal 

mammary epithelial cells (hTERT, hMEC) were obtained from ATCC and maintained in MEGM 
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(Lonza) supplemented with gentamycin and 1% penicillin/streptomycin. All cells were 

maintained at 37°C, in a humidified incubator of 5% CO2. 

 

Plasmids and siRNA transfections 

 The 11.5-kb s-SHIP promoter GFP construct (a gift of the late Dr. LR Rohrschneider, 

FHCRC, WA) has been described previously [18]. RWPE-1 cells were grown to 70%-80% 

confluence and transfected with 1 µg of DNA using PEI/ExGen 500 (Euromedex, France) 

according to the manufacturer’s instructions; twenty-four hours after transfection, the culture 

medium was replaced with fresh medium. Between five and seven days after transfection, 

green fluorescent protein (GFP)-positive RWPE-1 cells were sorted by using a FACSAria cell 

sorter  (Becton Dickinson, BD), then grown for one week and sorted to a purity of ≥ 95%, and 

analyzed. Human long non coding RNA H19 cDNA was amplified by standard PCR with Go 

Taq Hot Start DNA Polymerase (Promega) and cDNA obtained from MDA-MB-231 cells as the 

template. The primers were Forward, 5’-AGCAGGGTGAGGGAGGGGGT -3’ and Reverse, 5’- 

GTAACAGTGTTTATTGATG -3’. The amplicon was cloned into pcDNA3.1(-) vector using Not1 

and BamH1 sites. RWPE-1 cells were transfected with pcDNA3-H19 or empty pcDNA3 as a 

control, using PEI/ExGen 500, and transfected cells were allowed to recover for 48 hours prior 

to selection with G418 (0.5 mg/ml, Sigma) for four weeks and beyond this time when all the 

control (non-transfected) cells had expired. For siRNA, transfections were performed using 

DharmaFect according to the manufacturer’s transfection protocol (Dharmacon, GE 

Healthcare) and total RNA was extracted 48h after transfection for analysis. The siRNA 

sequences are presented in Supplementary Table S1. 

 

Antibodies and flow cytometry 

 All primary antibodies were from eBiosciences: anti-CD44 (APC) (cat. #17-0441), rat 

IgG2b  isotype control (APC) (cat. #17-4031), anti-Human CD166 (ALCAM) PerCP-

eFluor®710 (cat. #46-1668), mouse IgG1  isotype control PerCP-efluor®710 (Cat #46-4714), 

anti-Human TROP2 (EGP-1) (cat. #14-6024), mouse IgG2aα isotype control purified (cat#14-

472), anti-CD49f APC (cat. #17-0495), anti-Human CD29 (APC) (cat. #17-0299), rat IgG2a  

isotype control (APC) (cat. #17-4321). APC-goat anti-mouse Ig multiple adsorption (cat. 

#550826) secondary antibody was from BD Pharmingen. For immunofluorescence staining, 

2.5 x 105 cells were incubated in the dark with primary antibody at recommended concentration 

for 30 min on ice, cells were washed with complete medium, and resuspended with secondary 

antibody at recommended concentration for 30 min if necessary, or directly analyzed on flow 

cytometer (Canto II, BD). 
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RNA isolation and Quantitative RT-PCR 

 5 x 105 cells were plated into a 100-mm-diameter dish, a cell density that allow the cells 

to continue exponential growth for an additional 24 hours. Total RNA was then isolated using 

the RNeasy Plus Extraction kit (Qiagen). Reverse transcription was performed using 

QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen) on 1 µg of RNA, according to the manufacturer’s 

protocol. Real time PCR was achieved on Stratagene Mx3005P (Agilent  Technologies) using 

KAPA SYBR® Fast Universal qPCR kit (Kapa Biosystems, CliniSciences, France): 2 µl of 

DNase-treated cDNA (from a 50 µl RT reaction) was added to 10 µl Master Mix, 2 µl of oligo 

mix (1 µM). Experiments were performed in triplicate and the comparative threshold cycle 

method was used for the calculation of amplification fold. The expression level of each gene 

was normalized by the expression level of the “housekeeping” RPLP0 gene (ΔCt method). 

Primer sequences are presented in Supplementary Table S1. 

Growth studies 

 Cell proliferation was evaluated by plating 2 x 104 cells per plate in 6-well plate in 2 ml 

of culture medium. After 24, 48, 72 and 96 hours, cells were isolated after trypsinisation using 

trypsin-versene (EDTA) solution and cell counting was done under the microscope using a 

Malassez counting chamber. For colony-forming unit (CFU) assay, single cells (50, 100, and 

200 cells/ well) were plated in 6-well plates and cultured for 2 weeks in K-SFM medium. Cells 

were fixed with 4% paraformaldehyde made in phosphate buffered saline (PBS) for 10 min at 

room temperature, rinsed with PBS and stained with Giemsa solution (Sigma). The plates were 

gently washed with PBS and dried. Macroscopic colonies visible by naked eyes were 

enumerated. Colony formation efficiency was evaluated as follows: CFU (%) = colonies/input 

cells x 100. 

Sphere formation assay 

 Cells (100, 250, 500 cells) were plated in 0.5 ml of PrEC basal media containing PrEGM 

SingleQuot Kit supplements and growth factors, in ultra-low attachment 24-well plates (Costar) 

and grown for two weeks. To not disturb sphere formation and to avoid sphere aggregation, 

fresh medium was gently added to each well after five and ten days and no medium was 

aspirated. Total number of spheres was counted under microscope and photographed. Sphere 

formation efficiency was evaluated as follows: sphere forming unit SFU (%) = spheres/input 

cells x 100. 

Chemoresistance 

 RWPE-1 and RW-GFP cells (105 cells per well in 6-well plates) were plated and allowed 

to attach for 24 hours; then they were treated with doxorubicin (D1515, Sigma) at 0.5 µg/ml for 
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48 hours and photographed. P53 activation was determined by western blot: cells were lysed 

in RIPA buffer containing protease and phosphatase inhibitors (protease inhibitor P8340; 

phosphatase inhibitor cocktail 2 P5726, Sigma) and proteins were quantified with BCA protein 

assay (Pierce). Proteins were reduced in NuPAGE LDS Sample buffer with NuPAGE Reducing 

Agent (Invitrogen, Life Technologies) at 70°C for 10 min. Proteins were separated on SDS-

PAGE 4-12% (Invitrogen, Life Technologies) and transferred onto PolyVinylidene Fluoride 

(PVDF) membrane (Millipore). After saturation in PBS 0.2% of casein, membranes were 

incubated with primary antibodies over night at 4°C (p53 Do-1 sc-126, Santa Cruz; β-actin sc-

47778, Santa Cruz). Membranes were washed with PBS 0.5% Tween for 30 min and incubated 

with secondary antibodies conjugated with Horse Radish Peroxidase (HRP) for 30 min at room 

temperature. Membranes are analysed with SuperSignal west Dura Chemiluminescence 

Substrate (Pierce). For arsenite-induced cytolethality, cells (105 cells per well in 6-well plates) 

were plated and allowed to attach for 24 hours; fresh medium was added containing sodium 

arsenite (NaAsO2, #35000, Sigma) at different concentrations (between 5M and 40 M); after 

48h, viable cells were photographed and counted with a Malassez hemocytometer (trypan blue 

method). 

Statistical analysis 

 Data are expressed as mean values ± standard error of the mean of at least 3 

independent experiments. The statistical analysis was done by using Student’s t-test and p 

value < 0.05 was considered significant. 

Results 

Isolation of RWPE-1 cells with s-SHIP promoter activity 

 Previous studies showed that the intron 5/6 promoter region of the Ship1 gene 

regulates expression of a shorter isoform of the protein, called s-SHIP, in various 

stem/progenitor cell populations [18,19]. We tested whether high s-SHIP promoter expression 

could enrich stem-like cells within a human cell line. In this attempt, we used as a model the 

non-tumorigenic prostate cell line RWPE-1 in which s-SHIP transcript expression could be 

detected (Fig. 1A). Since s-SHIP promoter region shows high conservation between human 

and mouse (Supplementary Figure 1), we hypothesized that a DNA construct incorporating the 

11.5kb s-SHIP promoter from the mouse upstream of the green fluorescent protein (GFP) 

substituted at the normal translation start site for s-SHIP [18] could be used to detect the live 

human cells with higher s-SHIP promoter activity. Among RWPE-1 cells which were 

transfected with 11.5kb-GFP, a small number of GFP-positive (GFP+) cells were observed (Fig. 

1B) and then isolated by FACS. After two rounds of cell sorting, a population of GFP+ cells 

were obtained (Fig. 1C) and then tested for native s-SHIP transcript expression. We observed 
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a four-fold increased expression as compared to the parental population (Fig. 1D), thus 

demonstrating that 11.5kb murine s-SHIP promoter region is functional in human prostate cells 

and allows enrichment in cells expressing endogenous s-SHIP mRNA. This population of 

RWPE-1 cells expressing higher level of s-SHIP transcript was named RW-GFP cells and was 

then analyzed for its stemness characteristics. 

s-SHIP-GFP promoter reporter tracks subsets of RWPE-1 cells enriched in clonogenic 

properties and chemoresistance 

 When progenitor/stem cells are cultivated in defined culture conditions, they have the 

ability to grow in an anchorage-independent manner and to form suspension spheres [24,25]. 

We showed that cells with higher s-SHIP expression (RW-GFP cells) were able to form more 

spheres compared to the parental RWPE-1 cells when cultivated in defined PrEGM serum-

free medium and onto ultra-low attachment plates (Fig. 2A). RW-GFP-derived spheres 

appeared to be smaller with a homogeneous distribution of size as compared with RWPE-1-

derived spheres (Supplementary Figure 2).  Similarly, the colony-forming efficiency of RW-

GFP cells was significantly higher, compared to parental RWPE-1 cells (Fig. 2B). In contrast, 

RW-GFP cells grew slower than parental RWPE-1 cells (Fig. 2C).  

 Stemness is associated to chemoresistance [26]; both RWPE-1 and RW-GFP cells 

responded to chemotherapeutic drug doxorubicin by inducing p53 protein expression and 

cytolethality (Fig. 3A,B); interestingly, p53 induction was lower in RW-GFP cells together with 

better cell survival as compared to parental RWPE-1 cells (Fig. 3 A,B). This prompted us to 

investigate innate resistance to arsenite-induced cytolethality since this was a trait associated 

with stemness in RWPE-1 cells as previously described [22]. Following short-term (i.e. 48 

hours) arsenite exposure (Fig. 3 C,D), clear difference in arsenite-induced cytotoxicity occured 

between RW-GFP cells and the parental RWPE-1 cells at all concentrations tested, especially 

at 20 µM with a 2-fold increased in cell survival for the RW-GFP cells as compared to parental 

RWPE-1 cells (24.3%±5.4 versus 11.8%±3,2). 

 Taken together, these results suggested that higher s-SHIP expression was associated 

to lower proliferation and higher clonogenicity, a property of stem-like cells. We then 

investigated if this phenotype was also associated to the expression of stemness markers.  

 RW-GFP cells expressed higher levels of stem cell markers and pluripotency 

transcription factors 

 RW-GFP cell stemness characteristics were further analyzed for cell surface markers 

expression and mRNA profile of stemness-related genes. Although CD44 expression level was 

already high in parental RWPE-1 cells, RW-GFP subpopulation shifted significantly to a higher 
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CD44 expression level (Fig. 4A and Supplementary Figure 3A). Next we examined whether 

cell surface expressions of CD166 and TROP2, two other prostate stem cell markers [9,10] 

were modified in RW-GFP cells. As expected, CD166 and TROP2 expression levels were also 

significantly increased as compared to parental RWPE-1 cells (Fig. 4A and Supplementary 

Figure 3A). Similarly, integrin 6 (CD49f) and 1 (CD29) expression showed a homogeneous 

expression of both markers with a slight increased expression as compared to parental RWPE-

1 cells (Supplementary Figure 3B).  

 Transcription regulators such as octamer-binding transcription factor 4 (oct4), sex 

determining region Y-box 2 (sox2), nanog, kruppel-like factor 4 (klf4), and c-myc are associated 

with induction or maintenance of stemness in different tissues [27]. We observed a significant 

higher expression of oct4 and sox2, but not nanog, klf4 or c-myc, in cells with high s-SHIP 

promoter activity (RW-GFP) as compared to parental RWPE-1 cells (Fig. 4B). Examination of 

mRNA expression profile was extended to different stemness-related genes, like the ATP-

binding cassette transporter G2 (abcg2), or genes implicated in signaling pathways regulating 

stem cells (sonic hedgehog (shh) and notch1), or in prostate development (p63 transcription 

factor) [28]. We observed significant increased expressions in RW-GFP cells for all of them, 

p63 expression being the most important (~18-fold). The long non coding (lnc) RNA H19 is 

involved in prostate carcinogenesis [29] and plays a role in early development [23]. These 

results led us to examine the expression of the non coding RNA H19 in RW-GFP cells. As 

shown in Fig. 4C, a marked increased expression (~5-fold) was observed in RW-GFP cells as 

compared to parental cells; this prompted us to further investigate the relationship between 

H19 expression and stemness characteristics in RWPE-1 cells. 

Expression of the long non coding RNA H19 favors stemness phenotype of RWPE-1 cells 

 To evaluate the role of H19 in RWPE-1 stemness, we analyzed whether the expression 

level of H19 correlated with stemness markers expression and spheres formation. First, we 

delivered siRNA to knock down H19 expression in RWPE-1 cells. As shown in Figure 5A, two 

days after transfection of RWPE-1 cells with H19 siRNA, H19 RNA level was repressed up to 

80% of negative control. Expression of oct4, sox2, notch1 and s-SHIP were significantly 

reduced, with sox2 showing the most dramatic reduction (Fig. 5A). Futhermore, colony-forming 

efficiency of these transfected cells was examined, and we observed a significant decrease of 

CFU potential for cells transfected H19 siRNA, compared to GFP siRNA-transfected control 

cells (Fig. 5B). Next, we determined the impact of H19 overexpression on stem cell 

characteristics in RWPE-1 cells. Cells were transfected and selected by G418 and H19 RNA 

level was analyzed by qRT-PCR. H19 RNA level was significantly increased ~6-fold in RW-

pcDNA-H19 cells relative to that in RW-pcDNA3 control cells (Fig. 6A). Then, expression of 
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several stemness genes was examined. A significant higher expression of oct4, sox2, klf4, c-

myc and abcg2 but not nanog or p63 was observed in RW-pcDNA-H19 cells as compared to 

RW-pcDNA3 control cells (Fig. 6A). Thus, RWPE-1 cells showed a global increase in stemness 

gene expression when H19 gene is overexpressed, but with some difference with RWPE-1 

cells expressing higher level of s-SHIP transcript (Fig. 4B). Since H19 gene overexpression 

increased the expression of stemness factors, we next investigated whether lnc RNA H19 

influenced the clonogenicity and the proliferation of RWPE-1 cells. When RW-pcDNA-H19 and 

RW-pcDNA3 control cells were analyzed for their sphere formation capabilities in ultra-low 

attachment plates, we observed that control RW-pcDNA3 exhibited a lower sphere-forming 

potential that the parental RWPE-1 cells, suggesting that long-term culture in the presence of 

G418 affected their clonogenicity (Fig. 6B). Nevertheless, RW-pcDNA-H19 cells that have 

been cultivated in identical culture conditions  exhibited a significant increase of SFU potential 

(Fig. 6B), suggesting that H19 overexpression promotes a stem-like cell phenotype similar to 

the RW-GFP cells. However, at the difference of RW-GFP cells, when proliferation in 2D 

culture conditions was analyzed, RW-pcDNA-H19 grew faster than RW-pcDNA3 control cells 

(Fig. 6C).  

Correlation between H19 and sox2 expressions in various prostate and breast cell lines 

 H19 loss- or gain-of-function experiments in RWPE-1 cells (Fig. 5 & 6) suggested a 

positive correlation between H19 expression and sox2, oct4 and abcg2 stemness gene 

expression. In order to assess this correlation, we determined the level of expression of these 

four genes in another population of normal human prostate epithelial cells (PrEC) and in three 

different prostate cancer cell lines: two androgen-independent (PC3 and M12) and one 

androgen-dependent (LNCaP) cell lines. In the PrEC normal cell line, a high H19 RNA 

expression was detected as compared to RWPE-1 cells (Fig. 7A). Similarly, PrEC cells 

exhibited a high increased expression for sox2 (54-fold), oct4 (19-fold) and abcg2 (8.4-fold) as 

compared to RWPE-1 cells (Fig. 7A). In cancerous cells, the M12 cell line expressed the 

highest H19, sox2 and abcg2 expression levels (Fig. 7A). To extend these observations and 

further investigate a putative co-expression between H19 and stemness genes in epithelial 

cells, we used a set of mammary cell populations with two non-malignant cell lines (hTERT 

and hMEC) and three mammary cancer cell lines (MDA-MB-231, MCF7, T47D). Again, a 

strong positive correlation was observed between H19, sox2 and abcg2 expressions and to 

lesser extend with oct4 expression (Fig. 7B). 
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Discussion 

 Understanding of the prostate stem cell biology is essential since there is a growing 

body of evidence suggesting that benign prostate hyperplasia and prostate cancer may arise 

from the stem or stem-like cell compartments [30]. In this study, we took advantage of the s-

SHIP promoter-driven reporter to detect and isolate s-SHIP-expressing human prostate cells. 

First, we demonstrated that s-SHIP promoter activity was well correlated with expression of 

different stemness markers and sphere-formation capabilities in human prostate RWPE-1 cell 

line. These results are in good agreement with studies performed in mice models and 

identifying s-SHIP as a stem cell-specific isoform of SHIP1, which is expressed in both 

pluripotent ES cells and adult tissue-specific multipotent cells such as hematopoietic stem cells 

[16,17]. Rohrschneider et al. confirmed that s-SHIP promoter, located within the intron 5/6 of 

the SHIP1 gene, promotes stem cell-specific transcription of the GFP reporter gene in a 

transgenic mouse model (Tg11.5kb-GFP) [18]. In these mice, GFP expression from the s-SHIP 

promoter marks activated mammary stem cells that specifically localize to the cap cell region 

of terminal end buds in developing mammary glands and alveolar units [19,31,32]. Regarding 

the prostate tissue, s-SHIP promoter-GFP reporter is expressed in a specific subset of cells 

within the embryonic prostate [18] and we have recently extended this result to prostate 

postnatal development and demonstrated that in developing prostatic buds of newborn mice, 

GFP-expressing cells correspond to a population of basal cells with stem cell characteristics 

(manuscript in preparation).  

 All of these experiments were previously performed in mouse tissues. In this work, we 

provide the first evidence that s-SHIP promoter expression could also be used for the 

enrichment of human stem-like cells. SIP-110, the human homolog of s-SHIP, is expressed in 

various human cell lines including hematopoietic [33], mammary and melanoma cell lines (our 

unpublished data), suggesting that the s-SHIP-GFP promoter reporter should be functional in 

these cells. More experiments are now needed to determine if our approach could be useful in 

other cell types, including cancer cell lines with the ultimate goal to isolate and characterize 

human cancer stem cells. The exact role of s-SHIP as a signaling molecule remains to be 

determined in these stem cell populations. Even though this protein lacks the SH2 domain as 

compared to SHIP1, s-SHIP contains cell signaling domains, including the 5’-inositol 

phosphatase domain [16], that might play a key role in controlling phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K)/AKT activation. In this point of view, an interesting study has recently demonstrated the 

importance of the enzymatic activity of SHIP2, another 5’-inositol phosphatase, for breast 

cancer stem cells [34]. Altogether, these studies support the idea that s-SHIP promoter 

expression offers a valuable and unique marker of mammary and prostate stem cell 

populations that could led to the identification of molecules involved in stem cell biology. 
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  Thus, characterization of our stem-like enriched RWPE-1 cell population uncovered a 

potential role for lncRNA H19 in stemness. The H19 gene, located in human in 11p15.5 locus, 

is submitted to genomic imprinting, being expressed only from the maternal allele [35]. No 

protein associated to this transcript has been discovered and it has been identified initially as 

a riboregulator [36], and more recently as a miRNA precursor [37]. A status of oncofetal gene 

has been ascribed to H19: during embryogenesis, H19 is highly expressed both in 

extraembryonic tissues and in the embryo; after birth, its expression is repressed to a basal 

activity that subsists in several tissues [38-41]. In cancer, H19 gene is reexpressed and acts 

as an oncogene [42-44].  

 In recent years, lncRNAs have been emerging as important components of gene 

regulation that may play key roles in regulating quiescence, survival and self-renewal of 

pluripotent stem cells [45]. Few mechanisms of action of lncRNAs in stem cell biology have 

been investigated until now. Among them, lncRNA-RoR (Regulator Of Reprogramming or 

lincRNA-ST8SIA3) is a suppressor of p53 response [46] whereas p53 suppression promotes 

stem cells expansion by activation of self-renewing divisions, symmetric division and 

reprogramming of somatic/progenitor cells in stem cells [47,48]. LncRNA-RoR can also act as 

endogenous miRNA sponge (impairing miR-145 repression) to positively regulate Oct4, 

Nanog, and Sox2 and promote embryonic stem cell self-renewal [49]. Similarly, H19 interacts 

with p53 and impairs its signaling [50], and acts as miRNA sponge to antagonize let-7 miRNAs 

[49]. In breast cancer stem cells, Let-7 miRNAs down-regulate self-renewal and tumorigenicity 

[52], and in prostate cancer cells, loss of Let-7 up-regulates EZH2 (a component of PRC2, 

polycomb repressive complex) and induces a stem cell signature [53]. Interestingly, H19 by 

squelching Let-7 miRNAs could enhance EZH2 expression and activity to promote epithelial-

mesenchymal transition in bladder cancer [54]. In RWPE-1 cell line, H19 could confer 

stemness phenotype by these multiple pathways. In addition, knockdown of H19 in 

parthenogenetic embryonic stem cells (pES) promotes differenciation of pES to epidermis, 

showing that H19 RNA contributes to stem cell integrity [55].  

 Finally, H19 loss- or gain-of-function experiments showed coregulation of H19, sox2, 

abcg2 and in a lesser extend oct4. Even if H19 could act by modifying chromatin conformation 

at these loci, our results suggest a direct role of H19 in the regulation of these genes (Fig. 5A 

& 6A). Conversely, oct4 and sox2 positively control H19 expression by impairing the 

methylation of imprinting control region (ICR) and promoter [56], and a defect of oct4 and sox2 

binding sites is associated with loss of expression of H19 in Beckwith-Wiedemann syndrome 

[57] suggesting an amplification loop of H19/Sox2 regulation. 
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 In conclusion, our study is the first to demonstrate that s-SHIP-GFP promoter reporter 

offers a unique marker for the enrichment of human stem-like cell populations and this strategy 

enabled us to unveil lncRNA H19 as a potential factor for inducing and maintaining the 

biological nature of stem cells. Further analysis should be performed to determine the exact 

role and the mechanisms of action of H19 RNA. 
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Figure Legends 

FIG. 1. Isolation of RW-GFP cells, a subset of RWPE-1 cells with higher levels of s-SHIP 

promoter expression. (A) RT-PCR analysis of s-SHIP transcript in parental RWPE-1 cell line. 

(B) RWPE-1 cells were transfected with s-SHIP-GFP promoter reporter (11.5kb-GFP) and few 

GFP+ cells were obtained (arrow, left panel), then isolated by FACS and amplified in culture to 

create RW-GFP cells (right panels). (C) Flow cytometry analysis of GFP expression in RW-

GFP cells (filled graph) after two round of cell sorting and cell amplification as compared to 

parental cells (empty graph). (D) qRT-PCR analysis of endogenous s-SHIP transcript 

expression in RW-GFP cells as compared to parental RWPE-1 cells. Data represent mean 

values ± standard error of the mean of three independent experiments, p values was 

determined by Student’s test *** p < 0.001.    

FIG. 2. Clonogenicity and growth curve of RW-GFP cells. (A) When cultivated at low 

density in liquid PrEGM culture medium in ultra-low attachment 24-well plates in non adherent 

conditions, RW-GFP cells formed more spheres than parental RWPE-1 cells ; lower panels 

represent spheres formed after 15 days of culture. (B) When 50 to 200 cells/well were plated 

in 6-well plates in K-SFM medium, RW-GFP cells formed more colonies than parental RWPE-

1 parental cells ; lower panels are pictures of 2-weeks-old colonies after fixation and Giemsa 

staining. (C) RW-GFP cells grew slower than parental RWPE-1 cells ; cell growth curves were 

obtained after plating 2 x 104 cells/well in 6-well plate and viable cell numbers were determined 

daily after trypsinisation. (A,B,C) Data represent mean values ± standard error of the mean of 

three independent experiments, p values was determined by Student’s test *** p < 0.001, ** 

p< 0.01, * p< 0.05. 

FIG. 3. Chemoresistance of RW-GFP cells. (A,B) RWPE-1 and RW-GFP cells were 

untreated (- Dox) or treated (+ Dox) with doxorubicin (Dox, 0.5 µg/ml) for 48 hours and (A) 

immunoblot analysis was then performed on whole cell lysate for p53 expression, using anti-

-actin antibodies as a loading control; (B) cells were photographed (bar = 100 µM), (C, D) 

RWPE-1 and RW-GFP cells were untreated or treated with arsenite (5, 10, 20, 30, 40 µM) for 

48 hours and (C) viable cells were counted using the trypan blue dye exclusion method, and 

(D) cells were photographed (bar = 100 µM); (C) Data represent mean values ± standard error 

of the mean of five independent experiments, p values was determined by Student’s test ** p 

< 0.01, * p< 0.05. 

FIG. 4. RW-GFP cells exhibit higher expression level of stem cell markers and a 

significant increase of long non coding RNA H19 expression. (A) Fold-enrichment over 

the parental RWPE-1 cells for CD44, CD166, and Trop2 cell surface marker expression 

analyzed by flow cytometry; data are expressed as mean fluorescence intensity (MFI) of RW-
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GFP cells (black bars)  as compared to parental RWPE-1 cells (open bars). (B) Expression of 

stemness genes and (C) long non coding RNA H19 was analyzed by qRT-PCR using total 

RNA from parental RWPE-1 cells (open bars) or RW-GFP cells (closed bars). Levels were 

normalized to those of RPLP0 internal control. Graphs show fold-enrichment in RW-GFP cells 

over the parental RWPE-1 cells for each gene. (A, B, C) Data represent mean values ± 

standard error of the mean of three independent experiments, p values was determined by 

Student’s test *** p < 0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05. 

FIG. 5. Inhibition of long non coding RNA H19 expression decreases stemness gene 

expression and clonogenicity. (A) Knockdown of H19 by siRNA reduced expression of 

several stemness genes ; expression was analyzed by qRT-PCR using total RNA from control 

(GFP) siRNA-transfected RWPE-1 cells (open bars) or from H19 siRNA-transfected RWPE-1 

cells (closed bars) and levels were normalized to those of RPLP0 internal control. Graphs show 

fold-decrease over control siRNA-transfected RWPE-1 cells for each gene. (B) When 50 to 

200 cells/well were plated in 6-well plates in K-SFM medium, H19 siRNA-transfected RWPE-

1 cells formed fewer colonies than control siRNA-transfected RWPE-1 cells ; lower panels are 

pictures of 2-weeks-old colonies after fixation and Giemsa staining. (A,B) Data represent mean 

values ± standard error of the mean of three independent experiments, p values was 

determined by Student’s test *** p < 0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05. 

FIG. 6. Overexpression of long non coding RNA H19 favors stemness gene expression 

and clonogenicity. RWPE-1 cells were transfected either with pcDNA-H19 or pcDNA-control 

and selected with G418 to obtain stable neor cell lines. (A) Overexpression of H19 in RWPE-

1 cells increased expression of several stemness genes ; expression was analyzed by qRT-

PCR using total RNA from empty vector-expressing G418-resistant RWPE-1 cells (open bars) 

or from H19-expressing G418-resistant RWPE-1 cells (closed bars) and levels were 

normalized to those of RPLP0 internal control. Graphs show fold-change over empty vector-

expressing G418-resistant RWPE-1 cells for each gene. (B) Cells were cultivated at low 

density in PrEGM culture medium in ultra-low attachment 24-well plates in liquid cultures and 

RW-pcDNA-H19 formed more spheres than RW-pcDNA3 control cells ; lower panels represent 

spheres formed after 15 days of culture. (C) RW-pcDNA-H19 cells grew faster than RW-

pcDNA3 control cells; cell growth curves were obtained after plating 2 x 104 cells/well in 6-well 

plate and viable cell numbers were determined daily after trypsinisation. (A,B,C) Data 

represent mean values ± standard error of the mean of three independent experiments, p 

values was determined by Student’s test *** p < 0.001, ** p< 0.01. 

 



H19 et les cellules souches 

201 
 

FIG. 7. Long non coding RNA H19 expression is associated with sox2 expression in 

various prostate and mammary cell lines. H19, oct4, sox2 and abcg2 expression was 

analyzed by qRT-PCR using total RNA from (A) prostate non-malignant RWPE-1 and prostate 

epithelial cells (PrEC) and from PC3, M12, LNCaP prostate cancer cell lines, and (B) mammary 

hTERT and hMEC non-malignant immortalized cell lines and breast tumor cell lines (MDA-MB-

231, MCF7, T47D). Levels were normalized to those of RPLP0 internal control. Graphs show 

fold-enrichment over (A) RWPE-1 cells and (B) hTERT cells for each gene. (A,B) Data 

represent mean values ± standard error of the mean of three independent experiments, p 

values was determined by Student’s test *** p < 0.001, ** p< 0.01, * p< 0.05. 

 

Figure S1. Human and Murine intron 5 s-SHIP promoter regions. 

EMBOSS Needle alignment of the human and murine intron 5 of Ship1 gene ; p53 motif is 

shown ; Inr : initiator element. 

Figure S2. Spheres derived from RWPE-1 and RW-GFP cells. 

Typical floating spheres formed were photographed (bright field images) after 2 weeks in 

cultures. 

Figure S3. Flow cytometry analysis of stem cell markers expression. 

Representative dot plots of parental RWPE-1 and RW-GFP cells labelled with each antibody. 

(A) CD44, CD166, TROP2 and (B) integrin 6 (CD49f) and integrin 1 (CD29); setting were 

done using unstained or isotype-labelled cells which gave similar results; FSC : forward side 

scatter. 

Table S1. Primers and siRNA used in this study. 
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Discussion 

Dans cette étude, nous avons isolé une population cellulaire exprimant la GFP sous le contrôle 

du promoteur de s-SHP et caractérisé cette population cellulaire. Nous montrons que les 

cellules exprimant le gène s-SHIP possèdent des caractéristiques de cellules souches. En 

effet, une augmentation de l’expression de marqueurs de surface (CD44, CD166, TROP2), de 

facteurs de transcription spécifique des cellules souches (Sox2, Oct4, Notch, shh, abcg2) a 

été observée dans cette population cellulaire. Nous montrons également une augmentation 

de leur capacité à former des sphères ainsi que leur résistance aux drogues, notamment 

l’arsenic.  

Nous avons mis en évidence que le gène H19 est surexprimé dans la population de cellules 

souches prostatiques ainsi isolé. Par invalidation ou surexpression de ce gène, nous montrons 

qu’il est impliqué dans le maintien des cellules souches prostatiques. Dans une étude 

précédente, nous avions déjà mis en évidence l’implication de l’ARN H19 dans le 

développement de la prostate normale et cancéreuse (Berteaux et al., 2004).  

Par ailleurs, une corrélation étroite entre l’expression du gène H19 et du gène Sox2 a été mise 

en évidence. En effet, une forte expression d’H19 est associée à une forte expression de Sox2. 

De plus, Sox2 régule positivement l’expression d’H19 en se fixant sur le centre de l’empreinte 

sur l’allèle maternel (Zimmerman et al., 2013). Cette régulation d’expression a également été 

retrouvée dans les cellules cancéreuses mammaires (figure 7 de l’article). 

Nous avons ainsi mis en évidence l’implication de l’ARN H19 dans la formation et le 

maintien des cellules souches prostatiques normales. H19 étant principalemet impliqué 

dans la tumorigenèse, il serait intéressant de déterminer s’il est également impliqué 

dans les cellules souches cancéreuses. Des analyses complémentaires sont 

nécessaires pour identifier le rôle exact et le(s) mécanisme(s) d’action de l’ARN H19 

dans les cellules souches normales mais aussi dans les cellules souches cancéreuses.  
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IV. L’ARN 91H régule le locus H19/IGF2 et est impliqué dans la 

tumorigenèse.  

Introduction 

Le cancer du sein est la première cause de mortalité par cancer chez la Femme dans le 

monde. Malgré de nombreux progrès sur le diagnostic et les traitements, l’identification de 

nouvelles cibles thérapeutiques est plus que nécessaire. Comme décrit dans le chapitre III, 

les longs ARN non codants sont impliqués dans divers processus cellulaire grâce à l’ensemble 

de leur mode d’action. 

Au locus H19/IGF2, notre équipe a identifié un nouveau long ARN non codant antisens à H19, 

91H, exprimé à partir de l’allèle maternel et conservé entre les espèces (Berteaux et al., 2008 ; 

Tran et al., 2012). De nombreux loci soumis à l’empreinte génomique parentale sont régulés 

par ce type d’ARN. Nous pouvons citer par exemple les loci Igf2r/Air ou encore 

Kcnq1/Kcnq1ot1 dont l’empreinte génomique est régulée par les ARN Air et Kcnq1ot1, 

respectivement.  Quelques études ont déjà décrit la fonction de cet ARN dans certains cancers 

(colorectal et gastrique) (Gao et al., 2015 ; Deng et al., 2014). Cependant, son rôle dans les 

cancers n’est pas clairement établi puisqu’il semblerait qu’il soit un suppresseur de tumeur 

dans les cancers colorectaux et un oncogène dans les tumeurs gastriques (Gao et al., 2015 ; 

Deng et la., 2014). De plus, la fonction de l’ARN 91H au locus H19/IGF2 n’a pas encore été 

identifiée chez l’Homme.  

Dans cette étude, par invalidation de 91H à l’aide d’ARN interférant, nous définissons le rôle 

de l’ARN non codant 91H au cours de la tumorigenèse de la glande mammaire. Nous montrons 

également que 91H est impliqué dans le maintien de l’empreinte génomique au locus 

H19/IGF2. 
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ABSTRACT 

Numerous genomic imprinting loci are regulated by long non-coding RNA (lncRNA). We have 

previously identified a new lncRNA at the H19/IGF2 locus transcribed in H19 antisense 

orientation and named 91H. This RNA is conserved between mammals. In mice, 91H regulates 

positively IGF2 expression from a novel promoter. However, in human the function of 91H at 

the H19/IGF2 locus remains undecipher. Recently, several studies observed a contradictory 

function of 91H in colorectal and gastric cancer.  

Here, by using 91H-knockdown cells, we demonstrated that 91H regulates positively H19 and 

IGF2 expression. Our results suggest that 91H prevents methylation on the maternal allele.  

In addition, we determine the function of 91H in breast cancer cells. We demonstrate that 91H 

have oncogenic properties. Moreover, in human breast tumor, we observed a positive 

regulation of 91H, H19 and IGF2. So, we have identified the mechanism of 91H at the 

H19/IGF2 locus in human cells and we decipher the function of 91H breast cancer cells. As 

91H mechanism increase expression of oncogenic gene, this new mechanism could be 

targeted in cancer therapies.  
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INTRODUCTION 

Breast cancer is a common cause of cancer death in female in the world with 1.671 million 

new cancer cases and 522 thousand cancer deaths in 2012 worldwide. Despite numerous 

progresses in the past decade in diagnosis, characterization of tumors or treatment, the overall 

5-year survival for several subsets of breast cancer remains unsatisfactory. Identification of 

novel molecular markers or actors of tumorigenesis may improve the patient care and may 

open up new opportunities for innovative therapeutic strategies. 

The long non coding RNAs (lncRNAs) are essential in cell biology and dysfunction could be 

playing a critical role in cancer development or progression. Even if, numerous data indicate 

that lncRNAs are involved in cellular processes as cell proliferation, apoptosis, differentiation, 

pluripotency, their mechanisms of action remain unclear.  

At the H19/IGF2 locus, we have previously identified a long non-coding RNA antisense to H19, 

transcript from the maternal allele and conserved among mammalian, 91H (Berteaux et al., 

2008; Tran et al., 2012). We demonstrate that 91H regulates IGF2 expression. Numerous 

genomic imprinting regions are regulated by long non-coding RNA antisense. For example, 

lncRNA Kcnq1ot1, Air, regulate genomic imprinting of their locus, respectively 

Kcnq1/Kcnq1ot1, Igf2r/Air, by epigenetic modifications (Sanli & Feil, 2015).  

The H19/IGF2 locus, located on the chromosome 11p15.5 and submitted to genomic 

imprinting, contains two major genes H19 and IGF2. Misregulations of their expression 

promote cancer progression in various tissues. The H19 gene expresses from the maternal 

allele, encodes for a long non-coding RNA spliced, polyadenylated and capped.  

The H19 gene is expressed during embryonic development and repressed after birth except 

in few tissues like mammary gland, adrenal gland and uterus (Adriaenssens, 1998; 

Adriaenssens, 1999; Liu, 1995; Ariel, 1997). In breast cancer, we have shown that H19 is 

frequently overexpressed (70%) (Adriaenssens 1998). Moreover, we have determined that 

H19 promotes cell cycle progression, tumorigenesis and invasion of breast cancer cells (Lottin 

et al., 2002; Berteaux et al., 2005). In addition, several studies show that H19 acts as an 

oncogene in other cancers: gastric, lung, esophageal, and bladder (Tsang, 2010; Kondo, 1995; 

Hibi, 1996; Ariel, 1995). Collectively, these data indicate that, in breast cancer, H19 acts as an 

oncogene. 

The IGF2 gene, expressed from the paternal allele, encodes for a protein of 7.5kDa involved 

in embryonic growth. The IGF2 gene is expressed from 4 promoters, but after birth, only the 

promoter P1 allow IGF2 expression in a few tissues: liver, choroid plexus and leptomeninge 

(Bergman et al., 2013). In IGF2 overexpressing mice, the risk to develop cancer increases 

significantly notably for mammary and pulmonary tumors (Bates et al., 1995; Moorehead et al., 

2003). So, major genes at the H19/IGF2 locus promote cancer development.  
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To date, the exact role of 91H in tumorigenesis is poorly described. Recently, two studies have 

examined the 91H function in esophageal and colorectal tumors progression (Deng et al., 

2014; Gao et al., 2014). However, the 91H mechanism still unknown. Here, we demonstrate 

in breast cancer that 91H increases H19 and IGF2 expression. 91H gene expression allows 

the maintenance of the methylation difference between the two alleles. We also demonstrate 

that 91H increases human breast cancer cells aggressiveness.  

MATERIEL AND METHODS 

Construction of plasmids 

To obtain a plasmid generating shRNA against 91H, the followed DNA sequence was annealed 

at 95°C to room temperature, and the duplex was cloned in pSuperRetroNeo+GFP (pSR) 

(Oligoengine) between BglII and HindIII restriction site.   

5’ GATCTTGGCGTCATTCTGATGGGACTGAATTCTGTCCCATCAGAATGACGCCTTTTTA  

3’;  

5’AGCTTAAAAAGGCGTCATTCTGATGGGACAGAATTCAGTCCCATCAGAATGACGCCA

A 3’. 

In these sequences, siRNA 91H sense was indicated in bold, siRNA 91H antisense was 

indicated in bold grey. Plasmid productions were performed in E. Coli TOP 10 (Invitrogen). 

Plasmid extraction was performed by using Nucloebond PC1000 (Macherey-Nagel).  

Transfection 

A total of 5x104 cells were plated in 100mm dish. Cells are transfected with 6 µg of plasmid 

with PEI (Ozyme). After 6h of transfection, the medium was removed. After 24h, the transfected 

cells were selected with 800µg/ml G418 for at least one month.  

RNA extraction, reverse transcription and real-time RT-PCR 

RNA extraction and qRT-PCR was performed as previously described (Berteaux et al., 2008). 

Primers used for qRT-PCR are described in supplemental Table S1.  

Genomic DNA extraction 

Genomic DNA (gDNA) was extracted in Tris-HCl 10mM pH7.4, NaCl 50mM, EDTA 10mM and 

SDS 0.2%. After protein digestion with proteinase K (Roche) overnight at 55°C, gDNA was 

precipitated with NaCl 1.6M and ethanol 100%. gDNA was dissolved in Tris-HCl 10mM pH8, 

EDTA0.1mM.  

Chromatin immunoprecipitation 

Chromatin immunoprecipitation was performed on 1x106 cells with “Magna ChiP A-chromatin 

Immunoprecipitation” (17-610, Millipore) and antibodies : anti- c-myc (N-262) (sc-764, Santa 

Cruz); anti-histone H3 monomethyl Lys9 (#39681, Active motif); anti-CTCF (#07-729, 

Millipore); anti-histone H3 acetyl (17-610, Millipore). After cell fixation with PAF1% for 10 min, 

PAF was quenched with glycine for 5 min at room temperature. Cells were harvested in PBS 
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supplemented with proteases inhibitor (P8340, Sigma Aldrich) and centrifuged at 100 g for 5 

min at 4°C. Cells and nucleus are lysed in appropriate lysis buffer supplemented with 

phosphatases and proteases inhibitors. gDNA was fragmented with Bioruptor UCD200 in 300 

to 600bp fragments. Beads were blocked with salmon sperm DNA for 1h at 4°C. Antibodies 

and chromatin were incubated overnight at 4°C, then, beads were added for 1h at room 

temperature. After wash, immunoprecipitated DNA were eluted by proteinase K for 2h at 65°C 

then 95°C for 10 min. Eluted DNA was clean with “nucleospin gel PCR cleanup” (Nucleobond). 

Immunoprecipitated DNA was quantified by qPCR.  

Methylation analysis 

gDNA methylation analysis was performed with “Methyl Collector Kit” and “Unmethyl Collector 

Kit” according to manufacturer’s instructions (#55005, #55004; Active Motif). After gDNA 

fragmentation in 200 to 500 bp, methylated and unmethylated fragments were extracted and 

quantified by qPCR.  

Cells culture 

The T47D estrogen-sensitive and the MDA-MB-231 estrogen-insensitive breast cancer cell 

lines were obtained from the American Type Culture Collection and maintained routinely in 

RPMI (Gibco) containing 10% of fetal bovine serum (FBS) and 0.01% of Zell Shield (Minerva 

Biolabs). Cell lines were cultured at 37°C with 5% CO2, 95% of air in humidified atmosphere. 

Migration assays 

Cell migration was determined by wound healing assay. Wound healing test was performed 

by using Culture-inserts for Live Cell Analysis (Ibidi). A total of 3x104 cells were plated on each 

compartment of insert and cultured for 5h. The insert was then removed (0h) and cells were 

further cultured for 24h. Cells were photographed at 0h and after 24h of culture to record the 

wound width.  

Cell invasion was determined by transwell assay. A total of 3x104 cells were seeded on 

collagen (1/10, Millipore) coated insert (0.8µm, BD Bioscience) of 6 well-plates in RPMI 

containing 10% FBS. At the end of the experiments, cells migrating to the other side of the 

filter were stained with 0.5% crystal violet.  

Proliferation assays 

To obtain cells growth curve, a total of 5x104 cells were plated in 6-well plate. Each day, 

number of cells in well was counted with hemocytometer.  

To measure clonogenicity abilities, cells were plated at low density (5x102 cells/100mm dish) 

for 14 days. Colonies were stained with 0.5% crystal violet. Coloration was dissolved in acetic 

acid and absorbance determined at 595 nm.   
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Tumorigenesis in SCID mice 

Female SCID mice (8-weeks-old) were purchased from Pasteur Institute, Lille and kept under 

pathogen-free condition. Animals were handled in accordance with the European Communities 

Recommendations for Animals Experimentation. Exponentially growing cells were harvested, 

resuspended in PBS, and subcutaneously (2x106 cells in 150 µl) injected into the flank fat pad 

of each mouse. Tumor volume and metastasis were monitored as previously described 

(Lagadec et al., 2008).  

Analysis of cell apoptosis in xenografted tumors 

Tumors were fixed, paraffin embedded and cut on 5 µm tumor sections. Apoptosis was 

measured using in situ cell death detection kit, POD (Roche), according to manufacturer’s 

instructions.  

Human breast tumors 

Human breast tumors were collected from the CRRC from Lille, France (Centre de Référence 

Régional en Cancérologie). Tumors were lyzed in Trizol by mechanical action. Then, RNA was 

extracted and precipitated as already described. Relative expression of H19, IGF2 and 91H 

was determined by qRT-PCR with primers described in supplemental table S1.  

Statistical analysis 

Data are expressed as mean values ± standard error of the mean of at least 3 independent 

experiments. The statistical analysis was done by using Student’s t-test and p value < 0.05 

was considered significant. 
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RESULTS 

91H RNA expression in human breast cancer  

The expression of lncRNA 91H as well as the neighboring genes H19 and IGF2 was detected 

by qRT-PCR in 50 human breast tumors and compared to normal cells (hMEC). We have 

observed an increase expression of these genes in human breast cancer (Figure 1).  

91H RNA increases breast cancer cells tumorigenicity in vitro 

To determine the 91H properties in breast cancer cells, we have generated two breast cancer 

cell lines (MDA-MB-231 and T47D) invalidated for 91H by using 91H shRNA. After G418 

selection for at least one month, we have obtained numerous cell clones invalidated for 91H. 

All clones displayed same properties and we have chosen randomly one clone per cell line. 

We have shown a significant decrease of 91H expression (Figure 2A and sup Figure 1A).  

Then, we have studied 91H-invalidated cells phenotypes. We observed that 91H invalidation 

(sh) represses significantly breast cancer cells growth compared to control cells (mock) (Figure 

2B and sup Figure 1B). Moreover, when 91H-sh cells are plated at low density, their capacities 

to growth decrease significantly compared to control cells (Figure 2C and sup Figure 1C). 

Similar results were obtained with cells embedded in soft agar and cultured in anchorage 

independent manner (Figure 2D and sup Figure 1D). By wound healing assay, we observed a 

decrease of cell migration when cells were invalidated for 91H (Figure 2E and sup Figure 1E). 

Indeed, 24h after removing insert for MDA-MB-231, control cells have covered the wound 

healing unlike sh-cells (Figure 2E). For T47D cells, this time of recovering is 72h due to their 

low migratory capacities (sup Figure 1E). We also determined the role of 91H in invasive 

capacity of breast cancer cells. 91H-invalidated cells (sh) displayed a decrease invasion 

(Figure 2F).  

91H RNA increases in vivo tumorigenesis of breast cancer cells  

We have also researched the effect of 91H invalidation of cells tumorigenic capacity. We have 

xenografted MDA-MB-231 cells control (mock) or invalidated for 91H (sh) in immunodeficient 

SCID mice. We observed a decrease of tumor volume with 91H-invalidated cells compared to 

control cells (Figure 3A). By TUNEL assay, we observed an increase of apoptotic cells in tumor 

obtained from 91H-knockdown cells (sh) (Figure 3B). Taken together, we demonstrate that 

91H invalidation repress breast cancer cells proliferation, migration, invasion and 

tumorigenesis. 
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91H RNA regulates H19 and IGF2 genes through epigenetic modifications 

91H is a long non coding RNA antisense to H19. In imprinted loci, numerous studies 

demonstrate that antisense lncRNA regulate genomic imprinting by inducing epigenetic 

modifications. The H19/IGF2 locus is regulated by Imprinting Control Region (ICR), located 

2kbp upstream of H19 gene, and containing CTCF and c-myc binding sites (Hark, 2000; Takai, 

2001; Barsyte-Lovejoy, 2006; Zhang, 2015).  

By using qRT-PCR, we determined the effect of 91H knock-down on genes located in 

H19/IGF2 locus. The 91H down-regulation leads to H19 and IGF2 repression in MDA-MB-231 

(Figure 4A) as well as in T47D (sup Figure 2). These both genes are regulated by binding of 

CTCF and c-myc factors. To decipher the mechanism of action of 91H RNA, we performed 

ChIP of CTCF and c-myc in MDA-MB-231 control cells and in MDA-MB-231 sh cells. After 

precipitation, we detected genomic DNA (gDNA) associated to CTCF or c-myc by PCR. C-myc 

protein binds unmethylated ICR on polymorphic site (Barsyte-Lovejoy, 2006). To identify the 

allele within c-myc interacts, we have used primer specific of polymorphism named myc A and 

myc B. In control cells (mock), c-myc is associated with allele B (Figure 4B). In 91H-knockdown 

cells (sh), we observed that c-myc binds ICR on two alleles (A and B) (Figure 4B, 4C). In 

human, CTCF binds ICR through seven binding sites. We observed an increase of CTCF 

association to ICR in 91H-invalidated cells (Figure 4D) probably due to a biallelic binding of 

CTCF, as c-myc (Figure 4E). Moreover, CTCF binds preferentially sites 4, 5, 6 and 7 (Figure 

4D). So, 91H RNA regulates CTCF and c-myc ICR-binding (Figure 4B, 4D). 

As CTCF and c-myc interact with unmethylated ICR, we have determined DNA methylation on 

ICR and H19 promoter in cells with or without 91H knock-down. DNA methylation occurs on 

CpG-rich region. We used two DNA extraction kit allowing immunoprecipitation of gDNA 

fragments with 6 CpG unmethylated or 5 CpG methylated. According to number of CpG 

present in gDNA fragments, a same fragment could be immunoprecipitated by the two 

methods. Genomic DNA immunoprecipitated was quantified by qPCR. In 91H-invalidated cells 

(sh), a significant high increase (3 folds) of unmethylated CpG was observed on ICR and H19 

promoter compared to control cells (Figure 5A, left and right panel). Surprisingly, we observed 

also a slight increase of ICR methylation (Figure 5A, left panel). At the H19 promoter, we 

observed also a significant increase of CpG methylation (Figure 5A, right panel). These results 

argue in favor of a repartition of methylation in both alleles at ICR and H19 promoter loci (Figure 

5B) and are consistent with biallelic binding of CTCF and c-myc. 

 

We studied epigenetic modifications affecting histone (acetylation and methylation) on ICR and 

H19 promoter by ChIP. In 91H-invalidated cells (sh), no significant epigenetic modifications 
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(histone acetylation and methylation) was observed on the ICR compared to control cells 

(mock) (Figure 6A, 6B, left panel). However, a slight increase of histone H3 methylation on 

ICR was observed in 91H-knockdown cells. On the H19 promoter, surprisingly, we observed 

a significant increase of histone H3 acetylation and methylation in 91H-invalidated cells (sh) 

compared to control cells (mock) (Figure 6A, 6B, right panel).  

Taken together, our results suggest that in 91H-knockdown cells, there is perturbations of 

epigenetic modifications on two alleles at ICR and H19 promoter sufficient to repress gene 

expression (Figure 7).  

DISCUSSION 

Numerous genomic imprinting loci are regulated by antisense lncRNA (Sanli & Feil, 2015). In 

the imprinted locus H19/IGF2, we have identified a new lncRNA antisense to H19 gene and 

conserved between mammals, named 91H (Berteaux et al., 2008; Tran et al., 2012). In mice, 

it was established that 91H RNA regulates IGF2 gene by promoting its expression from a novel 

promoter named Pm (Tran et al., 2012). However, the link between H19 and 91H remains 

unclear. Here, we have identified a potential mechanism of 91H on the H19/IGF2 locus. The 

genomic imprinting of H19/IGF2 locus is regulated by the ICR, located 2kb upstream of H19 

gene. On the maternal allele, the CTCF (CCCTC-binding factor) protein binds the 

unmethylated ICR. This protein prevents enhancer interaction with the IGF2 promoter; so only, 

the H19 could be expressed from this allele. On the paternal allele, the methylated ICR repress 

H19 expression and promotes IGF2 expression. So, gene expression at the H19/IGF2 locus 

is principally regulated by ICR methylation status. In this study, we have shown that 91H 

regulates methylation of ICR and H19 promoter on two alleles (Figure 7). Our results indicate 

that 91H is involved in the maintenance of genomic imprinting. Indeed, in 91H-knockdown 

cells, a repartition of methylation was observed on the two alleles on ICR and on H19 promoter. 

We observed also a repartition of c-myc and CTCF binding (Figure 7). In our previous study, 

we show that 91H downregulation by siRNA regulates negatively of IGF2 and have few effects 

on H19 expression (Berteaux et al., 2008). Here, by stably 91H downregulation, we observed 

a significant downregulation of IGF2 and H19 gene expression. The discrepancies between 

our two studies are probably due to the technology used to perform loss-of-function 

experiments, transient or stably knock-down. We propose that 91H lncRNA prevents 

methylation on maternal allele by masking methylation site.  

Angrand and colleagues have described that lncRNA regulate gene expression through 

several mechanism (Angrand et al., 2015). One of these mechanism described is epigenetic 

regulation by lncRNA. LncRNA could regulate gene expression in cis. For example, the 

HOTTIP RNA, expressed from the HOX A locus, is able to recruit the histone modifiers 

complex WDR5-MLL which induces H3K4me3 methylation close to its transcription site. So, 
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HOTTIP RNA promotes gene expression. The lncRNA HOTAIR, expressed from the HOX C 

locus, regulates negatively expression of HOX D locus by recruiting two different chromatin 

modifiers complex, PRC2 and LSD1-CoREST. These complexes induce the repressive mark 

H3K27me3 and remove the active mark H3K4me2/3 respectively. So, HOTAIR RNA represses 

expression of HOX D gene. LncRNA could also be involved in genomic imprinting. For 

example, lncRNA Kcnq1ot1, Air, regulate genomic imprinting of their locus, respectively 

Kcnq1/Kcnq1ot1, Igf2r/Air, by epigenetic modifications (Sanli & Feil, 2015). Indeed, lncRNA 

Kcnq1ot1, transcript from the paternal allele, recruits histone methyltransferase (such as 

EZH2) to induce H3K27me3 or H3K9me2 on the same allele and so repress gene expression. 

The lncRNA Air, transcript from the paternal allele, interacts with DNA methyltransferase (G9a) 

to repress gene expression from the same allele. So, to identify the 91H mechanism several 

studies are needed.  

Moreover, recently it was observed that H19 RNA regulates genomic imprinting of several loci 

by recruiting a methyl binding protein, MBD1 (Monnier et al., 2013). It should be interesting to 

determine if 91H RNA could have similar functions. 

Recently, two studies have revealed the 91H role in colorectal and esophageal cancer (Deng 

et al., 2014; Gao et al., 2015). However, they observed contradictory functions of 91H. Indeed, 

in colorectal cancer, it was reported that 91H promotes tumorigenic cells properties whereas, 

in esophageal cancer, a tumor suppressor function of 91H have been revealed. Here, we have 

determined the function of 91H in breast cancer cells. In 91H-invalidated cells, we observed a 

decrease of cell proliferation, clonogenicity, migration, invasion, and tumorigenesis. Similarly 

to Deng et al., we have shown that 91H increases tumorigenic properties of breast cancer 

cells.   

Previously, we have shown that H19 promotes tumorigenic properties of breast cancer cells 

(Berteaux et al., 2005). Moreover, IGF2 overexpression promotes also tumorigenesis (Bates 

et al., 1995; Moorehead et al., 2003). As, we have shown that 91H regulates positively H19 

and IGF2 expression, it is possible that phenotype observed in 91H-invalidated cells were due 

to H19 and IGF2 repression.  

Recently, HOTS, a new antisense transcript to H19, has been identified (Onyango & Feinberg, 

2012). They have identified HOTS in several tissues except in mammary gland and it is 

possible that HOTS transcript and protein are not expressed in this tissue. Even if this gene is 

expressed in mammary gland, our 91H shRNA does not overlap HOTS, so our observations 

are HOTS-independent.  

In summary, in breast cancer cells, we identified a new mechanism of 91H RNA to regulate 

expression of the H19/IGF2 imprinted locus. We also identified that 91H increases cell 
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tumorigenic capacities in vitro and in vivo. We reveal that 91H promotes expression of two 

oncogenes (H19 and IGF2), so it is very important to identify all mechanisms associated to 

91H to reveal a new potential therapeutic target.  
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1. H19/IGF2 locus expression in human breast tumors. Relative expression of H19, 

IGF2 and 91H gene in 41 human breast tumors compared to normal breast cells (hMEC) 

determined by qRT-PCR. ***p<0.001 

Figure 2. 91H promotes cells oncogenic properties. (A) Relative 91H expression 

determined by qRT-PCR in MDA-MB-231 control cells (mock) or 91H-invalidated cells (sh). 

(B) Proliferation of MDA-MB-231 control cells (mock) and 91H-knockdown cells (sh). (C) 

Clonogenicity assay of breast cancer cells MDA-MB-231 control (mock) and 91H-knockdown 

cells (sh). Two weeks after plating, colonies are fixed and stained with violet crystal 0.5%. After 

dissolution of coloration in acetic acid, absorbance was determined at 595nm. (D) 

Clonogenicity on agar of breast cancer cells control (mock) and 91H-invalidated cells (sh) 

determined 14 days after plating. (E) Migratory capacities of breast cancer cells and MDA-MB-

231 control (mock) and 91H-invalidated cells (sh) determined by wound healing assay. (F) 

Invasive capacities of MDA-MB-231 control (mock) and 91H-knockdown cells (sh) determined 

by transwell assay. *p<0.05 ***p<0.001 

Figure 3. 91H increases breast cancer cells tumorigenicity. (A) Breast cancer cells (MDA-

MB-231) control (mock) and 91H-invalidated cells (sh) were subcutaneously injected into SCID 

mice (11 mice per group). Tumor growth curve represents the mean of tumor volumes in each 

group and error bar, sem. (B) Detection of cells apoptosis (TUNEL) of paraffin-embedded 

sections of tumors. Scale bar is 100µm. **p<0.01 ***p<0.001 

Figure 4. 91H upregulates CTCF, c-myc interaction on Imprinting Control Region. (A) 

Relative expression of 91H, H19 and IGF2, determined by qRT-PCR in MDA-MB-231 control 

cells or transfected with 91H shRNA (sh). (B) ChIP c-myc in control cells (mock) and in 91H-

invalidated cells (sh). C-myc binding on polymorphic ICR site was detected by PCR was 

detected by PCR. (C) Schematic representation of c-myc binding in 91H-invalidated cells (sh) 

versus normal cells (mock). (D) ChIP CTCF in control cells (mock) and in 91H-invalidated cells 

(sh). CTCF fixation on the seven binding site was detected by PCR. (E) Schematic 

representation of CTCF binding in 91H-depleted cells (sh) versus normal cells (mock).  

Figure 5. 91H regulates methylation on the Imprinting Control Region and the H19 

promoter. (A) Detection of ICR and H19 promoter methylation in breast cancer cells (MDA-

MB-231) control (mock) or stably transfected with 91H shRNA (sh) by immunoprecipitation of 

methylated and un-methylated DNA. (B) Mechanism of 91H RNA on the ICR and the H19 

promoter.  
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Figure 6. 91H regulates epigenetic modifications on the Imprinting Control Region and 

the H19 promoter. (A, B) Detection of histone H3 acetylation (A) and methylation (B) on the 

ICR and the H19 promoter by ChIP followed by qPCR in MDA-MB-231 control cells (mock) 

and 91H-invalidated cells (sh).  

Figure 7. Mechanism of 91H at the H19/IGF2 locus. In normal condition, on the maternal 

allele, CTCF binds the unmethylated ICR. This protein act as an insulator, so only H19 is 

expressed from this allele. The c-myc protein promotes H19 expression from the maternal 

allele by binding on the unmethylated ICR. On the paternal allele, methylated ICR repress H19 

expression and prevents CTCF and c-myc interaction. So, only IGF2 gene is express from this 

allele. In 91H-knockdown condition (sh), we observed a repartition between the two alleles of 

CTCF binding. We observed also a repartition of methylation on ICR and H19 promoter. These 

mechanism allow a decrease of expression of H19 and IGF2 gene. Gene expression is 

represented by arrow and transcriptional noise by dotted arrow. 

SUPPLEMENTAL LEGENDS 

Supplemental Figure 1. 91H promotes T47D cells oncogenic properties. (A) Relative 91H 

expression determined by qRT-PCR in T47D control cells (mock) or 91H-invalidated cells (sh). 

(B) Proliferation of T47D control cells (mock) and 91H-knockdown cells (sh). (C) Clonogenicity 

assay of breast cancer cells T47D control (mock) and 91H-knockdown cells (sh). Two weeks 

after plating, colonies are fixed and stained with violet crystal 0.5%. After dissolution of 

coloration in acetic acid, absorbance was determined at 595nm. (D) Clonogenicity on agar of 

breast cancer cells control (mock) and 91H-invalidated cells (sh) determined 14 days after 

plating. (E) Migratory capacities of breast cancer cells and MDA-MB-231 control (mock) and 

91H-invalidated cells (sh) determined by wound healing assay. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 

Supplemental Figure 2. Relative expression of 91H, H19 and IGF2, determined by qRT-

PCR in T47D control cells or transfected with 91H shRNA (sh). **p<0.01 ***p<0.001 

Supplemental Table 1. Primers used in this study. 
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Name 5' to 3' 

RPLP0 sense GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT 

RPLP0 antisense GATGACCAGCCCAAAGGAGA 

H19 sense TACAACCACTGCACTACCTG 

H19 antisense TGGCCATGAAGATGGAGTCG 

IGF2 sense GGCTTGTACTTCTGGCAGGCC 

IGF2 antisense GAACTTGCCCACGGGGTATC 

91H sense GCTTGTAGTAGAGTGCGCC 

91H antisense CATCCAGTTGACCGAGCTTG 

promoteur H19 sense GCTTGTAGTAGAGTGCGCC 

promoteur H19 
antisense CATCCAGTTGACCGAGCTTG 

ICR sense GGGACTCAAGTCACGCCTAC 

ICR antisense CACCTCAAACCTGCATTGAA 

CTCF1 sense GCTTCCCATTCAGTCTTGGA 

CTCF1 antisense GAGACCTGGGACGTTTCTGT 

CTCF2 sense CACATTGGGCTACGTGTCTG 

CTCF2 antisense TGGTGAGACAGAAGGGGAAG 

CTCF3 sense TTCCCCTTCTGTCTCACCAC 

CTCF3 antisense GATATGGCCCGATACGAAGA 

CTCF4 sense GTGTCCCCATTCTTTGGATGC 

CTCF4 antisense CATCTCCCCAACCCTCAATA 

CTCF5 sense GTGTCCCCATTCTTTGGATG 

CTCF5 antisense TTGGATGACCTGGGATGTT 

CTCF6 sense CTCTTGCATAGCACATGGGT 

CTCF6 antisense GTGTCTATTCCCAGATGAC 

CTCF7 sense GAGTCTCCCCTTGGGTCTTG 

CTCF7 antisense TGAGTGGACCCCCAAGTTAG 

c-myc A sense CGCCTACTTATGTGATGATCAG 

c-myc B sense CGCCTACTTATGTGATGATCAC 

c-myc antisense CTGCACCCACGATAATGGATT 
Supplemental Table S1. 

 

 

 

 

 

 

 



Fonction de l’ARN non codant 91H 

247 
 

Discussion 

Dans cette étude, nous avons mis en lumière la fonction de l’ARN non codant 91H dans les 

cellules cancéreuses mammaires ainsi que sa fonction au locus H19/IGF2. En effet, nous 

montrons qu’une invalidation de l’expression de 91H par l’utilisation d’ARN interférant diminue 

les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires (croissance, 

migration/invasion, clonogénicité, formation de tumeur en souris immunodéficientes). Ainsi, 

dans les cellules cancéreuses mammaires, 91H possède des propriétés oncogéniques.  

Par ailleurs, dans une cohorte de tumeurs mammaires humaines, une forte expression des 

gènes H19, IGF2 et 91H a été constatée. De plus, nous observons une diminution de 

l’expression des gènes H19 et IGF2 en absence de 91H dans les cellules cancéreuses 

mammaires. Le locus H19/IGF2 étant soumis à l’empreinte génomique parentale, nous avons 

alors déterminé les fonctions de 91H sur ce locus. Une répartition de la méthylation au niveau 

de l’ICR et du promoteur d’H19 est observée en absence de 91H. Nous remarquons également 

une augmentation de la fixation des protéines CTCF et c-myc sur l’ICR en absence 

d’expression de 91H. Nous mettons ainsi en évidence pour la première fois que l’ARN 91H est 

impliqué dans le maintien de l’empreinte génomique au locus H19/IGF2.  

Dans cette étude, nous avons identifié la fonction de 91H au locus H19/IGF2 ainsi que 

sa fonction dans les cellules cancéreuses mammaires. Nous avons mis en évidence un 

nouveau mécanisme impliqué dans la tumorigenèse de la glande mammaire chez la 

Femme. 
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Les longs ARN non codants sont impliqués dans divers processus biologiques et 

pathologiques au sein d’une cellule. Pour exercer leurs fonctions, ils possèdent plusieurs 

mécanismes d’action qui seront différents selon leur localisation cellulaire. En effet, dans le 

noyau, les lncRNA peuvent réguler l’expression des gènes par modifications épigénétiques ou 

ils peuvent empêcher l’export des ARNm dans le cytosol en les maintenant dans des sous-

domaines nucléaires : les paraspeckles. Dans le cytosol, les lncRNA peuvent être des 

précurseurs ou des éponges à microARN, ils peuvent également interagir avec des protéines 

pour en moduler leur fonction ou leur localisation cellulaire. Le locus H19/IGF2 comporte 

plusieurs lncRNA : H19, 91H, PIHit, IGF2-as dont les fonctions et modes d’action sont encore 

méconnus.  Au laboratoire, nous nous intéressons aux ARN non codants transcrits à partir de 

l’allèle maternel : H19 et 91H. Nous avons déjà mis en évidence que H19 est capable 

d’accroître les propriétés tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires lorsqu’il est 

surexprimé (Lottin et al., 2002). Mais son mode d’action dans ce cancer n’était pas encore 

défini. Par ailleurs, lors de mon arrivée, l’équipe venait de mettre en évidence l’existence de 

l’ARN non codant 91H dont la fonction et le rôle au cours de la tumorigenèse mammaire 

n’étaient pas identifiés (Berteaux et al., 2008).  

 H19, via son microARN, favorise la tumorigenèse 

Dans ce contexte, j’ai, dans un premier temps, identifié le(s) mode(s) d’action de l’ARN non 

codant H19 au cours de la tumorigenèse de la glande mammaire. H19 étant précurseur des 

microARN, miR-675-5p et miR-675-3p, dans les cellules cancéreuses mammaires, j’ai identifié 

plusieurs cibles du microARN miR-675-5p. En effet, j’ai mis en évidence que le miR-675 

régule négativement l’expression des protéines de la famille Cbl (c-Cbl et Cbl-b) en se fixant 

sur les séquences codantes des ARNm. Cette nouvelle régulation permet une meilleure 

activation des récepteurs aux facteurs de croissance (EGF, HGF, pro-NGF, NGF). De plus, 

l’activation de ces récepteurs et de leurs voies de signalisation sous-jacente se maintient dans 

le temps lorsque les cellules surexpriment H19 ou son microARN.  

Les protéines c-Cbl et Cbl-b sont des E3-ubiquitine ligases appartenant à une même famille. 

Ces protéines sont composées de plusieurs domaines : un domaine de fixation aux tyrosines 

kinases, un domaine en doigt de zinc, une région riche en prolines et un domaine d’association 

à l’ubiquitine. Ces protéines reconnaissent des récepteurs activés ; elles permettent leur 

internalisation ainsi que leur dégradation par les lysosomes. Elles se fixent sur ces récepteurs 

par l’intermédiaire des protéines Grb2/SOS : deux protéines impliquées dans la transduction 

du signal. Il est établi que les protéines Cbl peuvent faire parties d’un complexe tripartite 

contenant les protéines Cdc42, p85Cool-1/βPix et c-Cbl (Hirsch et al., 2006). Par exemple, 

dans les cancers du sein, la phosphorylation de l’EGFR permet le recrutement de la protéine 

c-Cbl associée à la protéine Cdc42. Ce complexe protéique permet alors l’internalisation et la 
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dégradation de l’EGFR. Dans de nombreux cancers, une dérégulation de l’expression de c-

Cbl ou une mutation sur cette protéine permet la prolifération, la migration ou encore la survie 

des cellules cancéreuses (Hirsch et al., 2006). Ici, dans cette étude, nous avons mis en 

évidence un nouveau mode de régulation de l’expression des protéines Cbl dans les cellules 

cancéreuses mammaires. Cette régulation permet une activation plus forte et prolongée des 

récepteurs aux facteurs de croissance. Ces effets moléculaires se traduisent par une 

prolifération, une migration mais aussi des capacités tumorigènes cellulaires augmentées. 

Précédemment, nous avions montré que les facteurs de croissance, notamment l’EGF et 

l’HGF, favorisent l’expression du gène H19 (Adriaenssens et al., 2002). Nous montrons donc 

qu’il existe une boucle positive de rétrocontrôle entre les facteurs de croissance et le gène 

H19. Par ailleurs, de nombreuses thérapies ciblent les récepteurs aux facteurs de croissance 

et induisent la dégradation de ces derniers par l’intermédiaire de Cbl. Par exemple, l’icotinib, 

dans les cellules cancéreuses du poumon, favorise la dégradation d’EGFR par Cbl et permet 

un arrêt des cellules dans le cycle cellulaire (Mu et al., 2013). Dans notre étude, nous avons 

identifié un mécanisme de régulation des protéines Cbl pouvant être à l’origine des résistances 

des tumeurs aux thérapies usuelles. L’ensemble de nos données suggère que H19 est 

impliqué dans la résistance des tumeurs aux thérapies en exacerbant les voies 

d’autocrinie et de paracrinie. 

Dans le cancer du sein, le statut en récepteur est un outil de classification des tumeurs et peut 

être une cible thérapeutique. En effet, notre équipe a mis en évidence que les cellules 

tumorales sont capables de sécréter des facteurs de croissance, notamment du NGF 

(Descamps et al., 2001 ; Dollé et al., 2003 ; Vanhecke et al., 2011 ; Demont et al., 2012) et de 

modifier leur microenvironnement, notamment en activant les fibroblastes et les macrophages 

(fig 6), pour augmenter leurs capacités de prolifération et de migration/invasion. Par ailleurs, 

notre équipe a mis en évidence que les facteurs de croissance (NGF par exemple) sont 

capables d’induire une signalisation particulière, indépendante de leur récepteur afin de 

maintenir l’agressivité tumorale même en présence d’inhibiteurs (Lestaurtinib) (Aubert et al., 

2015). Ainsi, l’activation des récepteurs aux facteurs de croissance est un mécanisme 

nécessaire à la croissance tumorale ; H19, par l’intermédiaire de son microARN, 

exacerbe ce mécanisme.  

Par ailleurs, j’ai également mis en évidence que le miR-675 régule l’expression de l’ARNm 

FADD en se fixant sur l’UTR3’ de celui-ci. Tout d’abord, mes données montrent une meilleure 

stabilité de l’ARNm FADD dans les cellules surexprimant H19. Ensuite, j’ai montré que le miR-

675, en se fixant sur l’UTR3’ FADD, favorise l’expression de ce gène dans les cellules 

cancéreuses mammaires. FADD étant une protéine principalement impliquée dans l’apoptose, 

j’ai étudié les effets de sa surexpression dans les cellules cancéreuses mammaires. De 
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manière surprenante, j’ai observé que les cellules surexprimant H19 sont résistantes à 

l’apoptose induite par plusieurs apoptogènes (le trail, par exemple). Cette résistance peut être 

expliquée par la hausse de p-FADD dans ces cellules. Cette modification post-traductionnelle 

régule les fonctions de FADD. En effet, p-FADD favorise le cycle cellulaire, notamment la 

transition G2/M (Zhang et al., 2004b). Nous avions déjà montré que H19 favorise la transition 

G1/S du cycle cellulaire, ici nous montrons qu’il permet également la transition G2/M (Berteaux 

et al., 2005).  

J’ai également mis en évidence une fonction inattendue du miR-675 sur l’ARNm FADD. Une 

régulation positive du miR-675 sur cet ARNm a été observée. Quelques études ont déjà 

montré une régulation positive d’un microARN sur un ARNm cible : Vasudevan et al., 2007 ; 

Ørom et al., 2008 ; Henke et al., 2008. Cependant, ces études étaient réalisées dans des 

conditions particulières. En effet, Vasudevan et collaborateurs ont observé un effet positif de 

leur microARN sur l’ARNm du TNFα lorsque les cellules sont arrêtées dans le cycle. Dès l’ajout 

de sérum dans le milieu, comme attendu, leur microARN régule négativement cet ARNm. 

Ørom et collaborateurs ont observé un effet positif du miR-10a uniquement lorsqu’il se fixe sur 

l’UTR5’ des ARNm codants pour les protéines ribosomales. De plus, cette régulation positive 

se produit uniquement en présence de motif dit « 5’TOP » sur l’UTR5’ des ARNm. Enfin, la 

troisième étude est réalisée dans un contexte particulier : l’infection par le virus de l’Hépatite 

C. Nous avons donc recherché le mécanisme responsable de cette activation d’expression. 

Vasudevan et collaborateurs avaient mis en évidence l’existence de deux complexes RISC 

différents en fonction du cycle cellulaire. Lorsque les cellules sont privées en sérum, ils 

montrent que la protéine FXR1 est associée à la protéine AGO2 du RISC. Ils supposent que 

cette association est responsable de l’effet positif qu’ils observent. Dans mon analyse, lorsque 

j’ai identifié les trois cibles du miR-675, les cellules étaient en phase de prolifération. Ces 

connaissances ne sont donc pas applicables à mon étude.  

FXR1 est une RNA-binding protein, membre de la famille FXR (Fragile-X related protein) qui 

est constituée de 3 protéines : FMRP, FXR1 et FXR2. Elles sont principalement impliquées 

dans le développement neuronal, musculaire ou encore cardiaque. Un défaut de leur 

expression est à l’origine du syndrome de l’X fragile. Ces protéines possèdent des domaines 

de fixation aux ARNm, nommés RGG box. Lorsqu’elles sont associées aux ARNm, elles 

peuvent moduler leur stabilité, leur traductibilité ou encore leur localisation cellulaire (Bardoni 

et al., 2001 ; Li et al., 2014). La protéine FXR1 se fixe sur les UTR3’ des ARNm dans des 

régions riches en AU (ARE), notamment l’ARNm du TNF lors de la réponse immune et 

favorise sa stabilité ainsi que sa traductibilité (Khera et al., 2010). De plus, l’association de la 

protéine FXR1 aux polyribosomes a été montrée.  
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Figure 35. Nouveau mécanisme d’action des microARN. (A) Mode d’action connu des 

microARN. Le microARN associé au complexe RISC réprime son ARNm cible en 

empêchant sa traduction ou en le clivant. (B) Nouveau mode d’action des microARN. La 

protéine FXR1 associée à l’ARNm FADD permet le recrutement du miR-675 associé au 

complexe RISC. La protéine FXR1 et le miR-675 permettent une meilleure stabilité et 

traductibilité de l’ARNm FADD. En présence d’une mutation sur le site de fixation de FXR1 

(shcéma du milieu) ou d’une mutation sur le site de fixation du miR-675 (schéma du bas), 

un niveu basal de l’expression de FADD a été observé. 
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Dans notre étude, nous avons mis en évidence une nouvelle fonction pour cette protéine. En 

effet, nous montrons que l’effet positif du miR-675 sur l’ARNm FADD est FXR1-dépendant.  

Nous montrons également que la fixation de FXR1 sur l’ARNm n’empêche pas la fixation du 

miR-675 puisqu’une mutation de la seed sequence réprime l’action de ce microARN (fig 27). 

Nous montrons également que la présence de FXR1 sur l’ARNm FADD est nécessaire au 

recrutement du complexe miR-675/RISC. 

Il est déjà établi que certaines protéines associées aux ARNm régulent la fonction des 

microARN (Loffreda et al., 2015). En effet, ces protéines peuvent favoriser le recrutement du 

complexe RISC sur un ARNm soit en se fixant au complexe RISC soit en permettant 

l’ouverture des structures secondaires de l’ARNm. Ces deux mécanismes permettent une 

meilleure reconnaissance et interaction entre un microARN et son ARNm cible. Nous pouvons 

citer par exemple les protéines FMRP et TDP-43 qui permettent le recrutement des miR-125a, 

miR-125b et miR-NID1 sur leur ARNm cible. En effet, Edbauer et collaborateurs ont montré 

que la protéine FMRP est essentielle au recrutement et à la fonction des miR-125b et miR-

132 sur l’ARNm NR2A dans les cellules neuronales de souris (Edbauer et al., 2010). Les 

protéines associées aux ARNm peuvent également agir en compétition avec le complexe 

RISC et masquer le site de fixation du microARN. C’est le cas par exemple des protéines HuR, 

HuD et hnRNP L qui empêchent la fixation des microARN miR-494, miR-129 et miR-297, miR-

299 sur leurs cibles.  

Dans notre étude, nous montrons que la protéine FXR1 permet le recrutement du complexe 

RISC sur l’ARNm FADD. Nous montrons également que l’association miR-675/RISC-FXR1 

sur l’ARNm FADD permet une meilleure traductibilité de l’ARNm (fig 35). Nous pouvons donc 

supposer l’existence de deux complexes RISC différents dont l’un favoriserait la répression 

des ARNm en inhibant leur traduction ou en les dégradant et l’autre favoriserait l’expression 

de ces derniers. Ces complexes seraient recrutés différemment en fonction des protéines 

associées à l’ARNm et à proximité du site de fixation des microARN. 

Contrairement aux travaux de Vasudevan qui montraient l’existence de deux complexes RISC 

en fonction de l’état cellulaire (prolifération versus arrêt de cycle), nous montrons ici qu’un 

microARN, dans des cellules dans le même état (phase exponentielle de croissance), peut 

réguler positivement et négativement deux ARNm différents. Au regard des fonctions 

biologiques et pathologiques des microARN dans les cellules, il serait intéressant de 

généraliser ce nouveau mécanisme à l’ensemble des microARN et dans toutes les cellules.  

Nous avons donc identifié un nouveau mode de régulation de l’action des microARN. 

Nous montrons que le recrutement des microARN sur leur cible peut être dirigé par les 

protéines associées aux ARNm (FXR1 par exemple). Nous montrons également que la 
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protéine FXR1 associée au miR-675 permet une régulation positive du miR-675 sur sa 

cible (fig 35).  

Au cours de ma thèse, j’ai donc identifié trois cibles du microARN généré par H19 dans 

les cellules cancéreuses mammaires. La régulation d’expression de ces gènes par le 

miR-675 favorise la prolifération, la migration et la survie cellulaire. J’ai donc mis en 

évidence l’un des mécanismes permettant à H19 de promouvoir la progression 

tumorale.  

Par ailleurs, nous montrons qu’une surexpression du miR-675, H19-indépendant, favorise la 

tumorigenèse et les capacités métastatiques des cellules cancéreuses mammaires 

lorsqu’elles sont injectées en souris immunodéficientes SCID. De plus, dans les tumeurs 

mammaires, ce microARN est fréquemment surexprimé et toutes les cibles déjà identifiées, 

dans tous les cancers, permettent la progression tumorale (Tableau 6 ; Zhai et al., 2015). Ce 

microARN pourrait donc faire l’objet de cibles thérapeutiques. Plusieurs études ont déjà testé 

les effets de microARN synthétiques ou d’inhibiteurs spécifiques sur la tumorigenèse (Naidu 

et al., 2015). La première étude permettait la ré-expression du miR-34a dans des modèles de 

souris porteuses de cancer du poumon ; une diminution du volume tumoral était observée 

(Xue et al., 2014). Vinall et collaborateurs ont testé les effets du miR-34a mimic administré en 

combinaison avec le cisplatin sur des cellules cancéreuses de vessie (Vinall et al., 2012). Ils 

ont mis en évidence une levée de la résistance à la drogue chimiothérapeutique lorsque les 

cellules sont traitées avec le microARN synthétique. Ensuite, d’autres études permettant 

l’expression d’autres microARN (let-7, miR-200c, miR520e, miR-375, miR-217) dans des 

souris xénogreffées montrent également une diminution significative du volume tumoral 

(Kasinski, et al., 2014 ; Cortez et al., 2014 ; Zhang et al., 2012b ; He et al., 2012 ; Zhao et al., 

2010b). Par ailleurs, quelques travaux ont étudié l’effet d’inhibiteur de microARN dans certains 

modèles tumoraux. Par exemple, en 2013, Sicard et collaborateurs ont testé un inhibiteur du 

miR-21 en combinaison avec la gemcitabine sur les adénocarcinomes ductaux du pancréas ; 

un bénéfice thérapeutique a été observé (Sicard et al., 2013). De plus, une répression de 

l’expression du miR-20b dans les cellules cancéreuses mammaires réprime la croissance 

tumorale in vivo (Zhou et al., 2014a).  

Ces différentes études nous montrent l’importance d’identifier l’ensemble des microARN 

impliqués dans la tumorigenèse ainsi que leur fonction afin de mettre en évidence de nouvelles 

cibles thérapeutiques. Avant d’utiliser ces molécules en clinique, de nombreuses mises au 

point sont encore nécessaires. En effet, ces microARN synthétiques ou inhibiteurs doivent être 

stables dans l’organisme, biodisponibles et facilement délivrables. A l’heure actuelle, un essai 

clinique de phase I, se terminant en Décembre 2015, teste un liposome contenant le miR-34a 

synthétique. Au regard des données acquises concernant le miR-675, il serait donc 
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envisageable de tester les effets d’inhibiteurs spécifiques du miR-675 en association avec les 

thérapies conventionnelles sur des tumeurs mammaires xénogreffées. 

 H19 favorise l’instabilité génétique et la progression tumorale 

Toujours dans l’optique d’identifier le mécanisme d’action d’H19 lors de la tumorignèse de la 

glande mammaire, j’ai mis en évidence que H19 est capable de se fixer sur une protéine 

impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN. En effet, dans les cellules cancéreuses 

mammaires, une association entre l’ARN H19 et la protéine P53 a été identifiée. De plus, cette 

association empêche la fonction de P53 lors de dommages à l’ADN. P53 est un facteur de 

transcription continuellement exprimé et dégradé par le protéasome dans la cellule. Lors de 

dommages à l’ADN, les cassures simples et doubles brins sont reconnues par plusieurs 

facteurs qui vont activer la voie ATM/ATR. Ces protéines permettent alors la phosphorylation 

de P53 sur la sérine 15 ; cette modification post-traductionnelle permet la dissociation du 

complexe P53/MDM2 et le transport de P53 dans le noyau où il va activer l’expression de 

plusieurs gènes cibles dont P21 et Bax (Freeman & Espinosa, 2013 ; Shiloh et al., 2013). 

L’activation de ces gènes cibles est fonction du taux de cassures simples et doubles brins 

observé dans la cellule. En effet, lors de dommages facilement réparables, P53 va activer 

l’expression de P21 qui permettra alors un arrêt du cycle cellulaire. Lors de dommages 

irréversibles, P53 activera l’expression du gène Bax et permettra alors la mort de la cellule par 

apoptose. J’ai mis en évidence, qu’en présence d’H19 et lors de dommages à l’ADN, 

l’expression de ces deux gènes est diminuée. De plus, les cellules possédant des cassures 

simples ou doubles brins et surexprimant H19 progressent plus facilement dans le cycle 

cellulaire que les cellules contrôles. H19 favorise donc la prolifération des cellules tumorales 

porteuses de dommages à l’ADN. Par immunofluorescence, nous montrons que H19 

empêche la fonction de P53 en piégeant cette protéine dans le cytosol.  

De plus, H19 favorise l’association P53/MDM2 dans les cellules cancéreuses mammaires. 

La protéine MDM2 est une ubiquitine ligase permettant la dégradation de P53 par le 

protéasome de façon continue. En effet, en condition normale, dès sa synthèse, P53 est 

directement pris en charge par la protéine MDM2 qui permettra alors sa dégradation. Ce 

mécanisme de régulation de P53 peut également faire intervenir une autre protéine, de 

structure homologue à MDM2, MDMX ou MDM4 (Toledo et al., 2007). Cette dernière ne 

possède pas de fonctions ubiquitines ligases, ainsi à elle seule, elle ne permet pas la 

dégradation de P53. Cependant, un KO MDM2 et MDM4 est léthal chez la souris (Toledo et 

al., 2007). Ces protéines sont donc essentielles et complémentaires à la régulation de P53 en 

condition normale. En effet, en 2006, Toledo et collaborateurs ont mis en évidence que la 

protéine MDM2 est essentielle à la dégradation de P53 tandis que la protéine MDM4 permet  
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Figure 36. L’ARN H19 et le cycle cellulaire. L’ARN H19 empêche l’expression de la 

protéine Rb (un régulateur négatif du cycle cellulaire) par l’intermédiaire de son microARN 

(Tsang et al., 2010). Lors de dommages à l’ADN (cassures simples et/ou doubles brins), 

l’ARN H19 empêche l’activation des protéines Chk1, Chk2 et P53. Ce mécanisme permet 

la prolifération des cellules porteuses de nouvelles mutations. 
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de réguler l’activité de P53 (Toledo et al., 2006). Les protéines MDM2 et MDM4 ont des 

structures homologues, il serait donc interessant de déterminer si H19 peut se fixer sur les 

protéines MDM2 et MDM4 pour réguler la dégradation et la fonction de P53. Dans ce cas, 

l’ARN H19 exercerait une fonction « d’ARN scaffold ».   

L’ARN H19 est également capable de réguler l’action de la protéine P53 par l’intermédiaire de 

son microARN (Liu et al., 2015). En effet, dans les cancers de la vessie, l’expression ectopique 

du miR-675 est associée à une diminution d’expression de la protéine P53. Dans ces cellules, 

une augmentation de la prolifération ainsi qu’une diminution d’apoptose a été constatée. 

Cependant, aucune interaction directe entre le miR-675 et l’ARNm P53 n’a été identifiée ; il 

existe donc une protéine intermédiaire impliquée dans la régulation de P53 et régulée par le 

miR-675. Ainsi, H19 possède plusieurs mécanismes permettant la répression 

d’expression et de fonction de P53 dans les cellules cancéreuses. 

Dans les cellules cancéreuses mammaires, nous avons également mis en évidence que l’ARN 

H19 est associé à la protéine BRCA1 (données non montrées). Cette protéine est également 

impliquée dans la réparation des dommages à l’ADN. En effet, de la même manière que P53, 

elle est activée par la voie ATM/ATR lors de cassures simples et doubles brins. Lorsqu’elle est 

activée, la protéine BRCA1, associée à la protéine RAD51, se fixe sur l’ADN et permet la 

réparation des cassures par recombinaison non homologue. Cette protéine possède donc une 

fonction nucléaire, nous pouvons donc supposer que H19, en s’y fixant, empêche sa 

translocation dans le noyau et réprime sa fonction. 

H19 possède donc un rôle dans l’instabilité génétique tumorale puisqu’il est capable de 

s’associer avec plusieurs facteurs impliqués dans les mécanismes de réparation de 

l’ADN. Ces associations peuvent être responsables de la transformation cellulaire 

nécessaire à l’apparition des cellules cancéreuses. 

Par ailleurs, plusieurs études ont déjà mis en évidence la fonction de l’ARN H19 dans la 

régulation du cycle cellulaire. En effet, nous avons montré que H19, régulé positivement par 

le facteur E2F1, favorise la transition G1/S du cycle cellulaire (Berteaux et al., 2005) (fig 36). 

Par l’intermédiaire de son microARN, H19 régule négativement l’expression de la protéine Rb 

(Tsang et al., 2010) (fig 36). Ici, nous montrons que l’ARN H19, lors de dommages à l’ADN, 

empêche l’activation des protéines Chk1, Chk2 et P53 (fig 36). Ce mécanisme permet alors la 

progression du cycle cellulaire bien que la cellule soit porteuse de mutations. Néanmoins, la 

protéine P53 réprime l’expression d’H19 dans les cellules cancéreuses mammaires (Dugimont 

et al.,1998). Il existe donc une boucle négative de rétrocontrôle entre l’ARN H19 et la protéine 

P53. L’ARN H19, grâce à l’ensemble de ses mécanismes, possède donc un rôle clé dans 

la régulation du cycle cellulaire (fig 36).  
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Selon Hanahan et Weinberg, une cellule devient tumorale lorsqu’elle possède au minimum 8 

altérations génétiques. Néanmoins, au sein d’une tumeur, toutes les cellules ne possèdent 

pas les mêmes altérations. L’ARN H19, par l’intermédiaire de ses nouveaux mécanismes, peut 

donc participer à cette hétérogénéité tumorale en favorisant la prolifération des cellules ayant 

de nouvelles mutations. Dans de nombreux cancers dont le cancer du sein, une mutation de 

P53 ou BRCA1 est associée à un événement oncogénique. Ici, nous mettons en évidence un 

nouveau mécanisme de régulation de P53 qui peut être associé à un événement oncogénique. 

Ce mode d’action peut également être responsable de la transformation de cellules 

cancéreuses en cellules cancéreuses plus agressives. Ce nouveau mode d’action n’est pas 

spécifique des cellules cancéreuses mammaires puisque dans les cancers gastriques, l’ARN 

H19 se fixe également sur la protéine P53 (Yang et al., 2012). De plus, dans ces tumeurs, une 

forte expression d’H19 est associée à une très faible expression de la protéine P53.   

De plus, dans les cancers, H19 est fréquemment surexprimé. Au regard du mécanisme mis ici 

en évidence, il serait intéressant de déterminer si ce mécanisme permet l’initiation du cancer 

(la transformation cellulaire) ou s’il permet d’augmenter l’agressivité tumorale. Nous pourrions 

ainsi identifier la fonction d’H19 au cours de la progression tumorale.   

Au cours de ma thèse, j’ai donc mis en évidence plusieurs modes d’action de l’ARN H19 

dans les cellules cancéreuses mammaires (fig 37). J’ai identifié plusieurs cibles de son 

microARN et j’ai également mis en évidence que H19 se fixe sur la protéine P53 et 

réprime sa fonction. Il est à noter que l’ensemble des mécanismes décrits participe au 

phénotype oncogénique associé à l’ARN H19. En effet, tous ces modes d’action 

permettent la prolifération, la survie, la migration/invasion, la tumorigenèse et/ou 

l’instabilité génétique des cellules tumorales mammaires.  

 H19  dans les cellules souches 

En collaboration avec l’équipe du Dr Bourette, située à l’Institut de Biologie de Lille, nous avons 

mis en évidence l’implication de l’ARN H19 dans le maintien des cellules souches normales. 

Cette équipe a utilisé un marqueur unique (s-SHIP) pour isoler une population de cellules 

prostatiques normales. Elle a ensuite caractérisé cette population et a mis en évidence que 

l’expression des marqueurs de surface : CD44, CD166, TROP2, et des facteurs de 

transcription : Sox2, Oct4, shh est augmentée dans cette population cellulaire isolée. De plus, 

ces cellules forment plus de sphères que les cellules contrôles et sont plus résistantes aux 

drogues, notamment à l’arsenic. Ainsi, sur la base de l’expression du gène s-SHIP, cette 

équipe a isolé une population de cellules souches prostatiques normales. En collaboration 

avec eux, nous avons mis en évidence que l’expression du gène H19 est augmentée dans 

cette population cellulaire. Par invalidation de H19 par ARN interférant ou surexpression de ce 
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gène, nous montrons que H19 est impliqué dans la formation et le maintien des cellules 

souches prostatiques humaines normales. Chez le rat castré, nous avions déjà mis en 

évidence que H19 favorise le développement de la prostate normale (Berteaux et al., 2004).  

Zeira et collaborateurs ont également mis en évidence la fonction de H19 dans les cellules 

souches embryonnaires humaines (Zeira et al., 2015). Ils remarquent également une 

diminution de l’expression des facteurs Oct4 et nanog lorsque les cellules sont traitées avec 

un shRNA-H19. De la même manière, une forte expression d’H19 est associée à une 

augmentation de l’invasion cellulaire, de l’angiogenèse, du nombre de cellules souches et de 

la tumorigénicité des cellules de glioblastomes (Jiang et al., 2015). Ainsi, H19 est également 

impliqué dans la formation et le maintien des cellules souches dans d’autres tissus. 

Cependant, son mode d’action dans la régulation de cet état physiologique n’est pas 

encore décrit.  

Par ailleurs, nous avons mis en lumière une régulation étroite entre le gène H19 et le facteur 

de transcription Sox2. En effet, dans des cellules humaines prostatiques ou mammaires, 

normales ou cancéreuses, nous montrons qu’une forte expression d’H19 est associée à une 

forte expression du marqueur Sox2 (fig 7 de l’article 2, P209). De plus, il est déjà mis en 

évidence que le facteur de transcription Sox2 régule positivement l’expression du gène H19 

en se fixant sur l’ICR de l’allèle maternel (Zimmerman et al., 2013). Ici, nous montrons qu’une 

variation de l’expression d’H19 induit une modification de l’expression de Sox2. Cependant, le 

mode d’action permettant à H19 de réguler l’expression de Sox2 n’est pas encore défini. De 

même, le mode d’action permettant à H19 d’induire la formation et le maintien des cellules 

souches n’est pas encore décrit. Plusieurs mécanismes peuvent être associés à H19 dans la 

formation des cellules souches. 

Récemment, il a été mis en évidence que les longs ARN non codants sont impliqués dans la 

quiescence, la survie mais aussi dans l’auto-renouvellement des cellules souches. En effet, le 

long ARN non codant intergénique RoR (Regulator of Reprogramming) a été identifié dans les 

cellules souches reprogrammées et possède plusieurs modes d’action lui permettant de 

maintenir cette population cellulaire au sein d’un tissu (Loewer et al., 2010). Ses modes 

d’action sont similaires à ceux déjà décrits pour l’ARN H19. En effet, le linc-RoR peut agir 

comme une éponge à microARN, notamment au miR-145, dans les cellules souches 

embryonnaires (Wang et al., 2013). Ce microARN est connu comme étant un régulateur 

négatif de l’expression des facteurs Sox2, Oct4 et Klf4 (Xu et al., 2009). Ce microARN est 

donc un répresseur de l’auto-renouvellement des cellules souches. Ainsi, cet ARN non codant 

favorise l’expression de ces marqueurs dans les cellules souches. Ce mode d’action a 

également été retrouvé dans les cellules souches cancéreuses de l’endomètre chez l’Homme 
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(Zhou et al., 2014b). Le linc-RoR est également une éponge au miR-205 dans les cellules 

cancéreuses mammaires (Hou et al., 2014). Cette fonction lui permet de promouvoir la 

transition épithélio-mésenchymateuse des cellules ; il permet donc la dissémination des 

cellules cancéreuses en augmentant leurs capacités métastatiques. 

Par ailleurs, comme H19, linc-RoR est capable de se fixer sur la protéine P53 lors de 

dommages à l’ADN et de réprimer sa fonction (Zhang et al., 2013). De plus, il est démontré 

que l’inhibition de la protéine P53 permet l’auto-renouvellement des cellules souches 

mammaires humaines et leur divison symétriques (Cicalese et al., 2009 ; Bonizzi et al., 2012). 

P53 empêche également la reprogrammation des cellules souches en interagissant avec la 

protéine HDAC1 (Ma et al., 2015). Cette association permet de réprimer l’expression des 

gènes Oct4, Nanog et H19. Ce mécanisme agit donc également en faveur de la formation et 

du maintien des cellules souches. L’ARN non codant RoR possède donc beaucoup de 

similarités de fonction avec l’ARN non codant H19 (fig 24).  

Les mécanismes identifiés pour linc-RoR dans les cellules souches peuvent être transposés 

à H19. En effet, il est démontré que H19 est une éponge au microARN let-7 (Kallen et al., 

2013). Ce microARN est décrit comme étant un régulateur négatif de l’expression des facteurs 

Sox2 et Oct4. Dans des cellules souches hématopoïétiques, une régulation négative de let-7 

par le microARN lin-28 permet l’expression de HMG2A. Cette protéine permet à son tour 

l’expression des facteurs Sox2, Oct4 et par conséquent, l’auto-renouvellement des cellules 

souches (Copley et al, 2013). Cette régulation a également été retrouvée dans les cellules 

cancéreuses des voies aéro-digestives supérieures où let-7 régule négativement l’expression 

des gènes ARID3B et HMG2A (Chien et al., 2015). De plus, il est démontré que l’expression 

de let-7 dans des cellules cancéreuses mammaires diminue la capacité des cellules à former 

des sphères et la tumorigenèse des cellules (Yu et al., 2007). L’ensemble des données montre 

que let-7 est un répresseur de la formation et du maintien des cellules souches dans un tissu. 

L’ARN H19 peut donc promouvoir la formation des cellules souches grâce à sa fonction 

d’éponge au microARN let-7. Ce mécanisme peut également être responsable de la forte 

expression de Sox2 lorsque H19 est surexprimé. De plus, dans notre étude, nous montrons 

que H19 se fixe sur la protéine P53 et réprime sa fonction, de la même manière que linc-RoR 

(Wang et al., 2013). Ce mécanisme peut également être responsable de la formation des 

cellules souches dans nos cellules.  

Par ailleurs, une relation entre les expressions d’H19 et de Sox2 a été mise en évidence. H19 

est capable de se fixer sur la protéine EZH2 et par modifications épigénétiques, de réguler 

l’expression de gènes cibles. En effet, une répression de let-7 favorise l’expression de la 

protéine EZH2. Cette dernière permet alors l’expression de gènes spécifiques des cellules 

souches prostatiques (Kong et al., 2012). H19, grâce à ses interactions avec let-7 et EZH2, 
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peut donc favoriser l’expression de gènes signatures des cellules souches, dont Sox2 par 

exemple. De plus, il est possible que certaines cibles du miR-675, pas encore identifiées, 

soient impliquées dans la formation ou le maintien des cellules souches dans un tissu.  

Dans notre étude, la relation d’expression entre Sox2 et H19 a été identifiée dans les cellules 

normales et cancéreuses de la prostate mais aussi de la glande mammaire. Il serait donc 

intéressant de déterminer les effets de H19 sur les cellules souches cancéreuses de ces 

tissus. Les résultats préliminaires montrent une augmentation de la capacité à former des 

sphères lorsque H19 est surexprimé dans les cellules (données non présentées). De plus, il 

augmente l’expression de gènes impliqués dans les cellules souches (Sox2, Oct4, nanog). 

Néanmoins, des analyses complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces données et 

identifier le(s) mode(s) d’action de l’ARN H19.  

Les mécanismes déjà mis en évidence pour H19 dans les cellules cancéreuses, peuvent donc 

être transposés aux cellules souches normales et/ou cancéreuses.  

 91H : un lncRNA oncogène impliqué dans l’empreinte génomique 

Pour finir, au cours de ma thèse, j’ai également étudié les fonctions du long ARN non codant 

91H dans les cellules cancéreuses mammaires. Cet ARN non codant, transcrit au locus 

H19/IGF2, a été découvert, chez l’Homme en 2008 (Berteaux et al., 2008). Il est conservé 

chez la souris où il permet l’expression d’IGF2 à partir d’un nouveau promoteur (Tran et al., 

2012). Les longs ARN non codants antisens sont généralement transcrits à partir de locus 

soumis à l’empreinte génomique parentale et sont impliqués dans la régulation de cette 

empreinte (Sanli & Feil, 2015). Au locus H19/IGF2, la fonction de 91H dans les cellules 

cancéreuses mammaires n’était pas définie. En étudiant les modifications épigénétiques au 

niveau du centre de l’empreinte (ICR) et du promoteur d’H19 dans des cellules invalidées 

stablement pour 91H, j’ai mis en évidence que 91H permet le maintien de l’empreinte 

génomique parentale au locus H19/IGF2. En effet, en absence de 91H, la méthylation de 

l’ICR et du promoteur d’H19 se répartit sur les deux allèles. Nous observons également une 

répartition de la fixation des protéines CTCF et c-myc sur les deux allèles en absence de 91H. 

Ces deux mécanismes sont responsables de la perte d’expression des gènes H19 et IGF2 

observée en absence de 91H. Au regard de nos données et des connaissances déjà acquises 

sur le locus H19/IGF2, nous supposons que l’expression des gènes H19 et IGF2 observée en 

absence de 91H correspond à un bruit de fond transcriptionel (Fig 7 de l’article 3, voir P 243). 

Nous pensons que sur l’allèle maternel, 91H empêche la méthylation de l’ICR et du promoteur 

d’H19 en masquant les sites de méthylation.  

De nombreux loci soumis à l’empreinte génomique sont régulés par des longs ARN non 

codants antisens (Sanli et Feil, 2015). Cependant, en général, ces lncRNA permettent le 
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recrutement de protéines impliquées dans la méthylation de l’ADN ou la chromatine, EZH2 ou 

encore G9a. En effet, les lncRNA Kcnq1ot1 et Air, transcrits respectivement à partir des allèles 

paternels des loci Kcnq1/Kcnq1ot1, Igf2r/Air recrutent respectivement les protéines EZH2 et 

G9a. Ils permettent ensuite la méthylation de l’allèle paternel de leur loci d’origine et 

empêchent donc l’expression des gènes présents sur cet allèle. Ici, nous mettons en 

évidence un nouveau mécanisme d’action des lncRNA antisens pour réguler 

l’empreinte génomique. Nos données suggèrent que le lncRNA 91H empêche la 

méthylation sur l’allèle maternel en masquant les ilôts CpG. 

Par ailleurs, au cours de cette étude, l’implication de 91H au cours de la tumorigenèse de la 

glande mammaire a été définie. En effet, les capacités de prolifération, de migration/invasion 

et de croissance à basse densité et sans ancrage des cellules sont diminuées en absence 

d’expression de 91H. De plus, les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses 

mammaires invalidées pour 91H diminuent lorsqu’elles sont xénogreffées en souris 

immunodéficientes. Ainsi, l’ensemble de ces résultats montre que 91H potentialise les 

capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires ; il agit donc comme un 

oncogène dans ce type cellulaire. Cependant, nous n’avons pas identifié le(s) mode(s) d’action 

de 91H pour favoriser la tumorigenèse des cellules. Mais nous montrons que 91H est un 

régulateur positif de l’expression d’H19 et d’IGF2. Or, nous avons déjà établi que H19 

augmente les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires (Lottin et al., 2002, 

Berteaux et al., 2005, Vennin et al., 2015). De plus, des animaux transgéniques surexprimant 

IGF2 ont des risques augmentés de développer des tumeurs mammaires et pulmonaires 

(Bates et al., 1995 ; Moorehead et al., 2003). Dans les cancers de l'endomètre, une forte 

expression d’IGF2 est même associée à un mauvais pronostic (Dong et al., 2015). Ainsi, dans 

notre étude, nous ne pouvons discerner les phénotypes associés à l’invalidation de 91H et les 

phénotypes associés à la répression d’H19 ou d’IGF2. Cependant, nous pouvons imaginer 

que les ARN H19 et 91H agissent de manière coopérative ou synergique pour augmenter les 

capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires.  
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 Perspectives 

Le gène H19 est transcrit en un long ARN non codant exprimé pendant le développement 

embryonnaire et réprimé à la naissance excepté dans certains tissus, notamment la glande 

mammaire et l’utérus. Dans ces tissus, son expression est souvent associée aux variations 

hormonales de l’individu. Plusieurs études ont mis en évidence qu’une expression aberrante 

du gène H19 favorise la progression tumorale dans de nombreux cancers : glande mammaire, 

utérus, vessie, foie, colon par exemple. Nous avons mis en évidence plusieurs modes d’action 

associés à l’ARN H19 ou son microARN dans le cancer du sein. Cependant, ces mécanismes 

ont été identifiés dans les cellules tumorales. Afin d’identifier de nouvelles thérapeutiques, il 

serait intéressant de déterminer la fonction de l’ARN H19 au cours de la transformation 

cellulaire. Cet ARN est-il impliqué dès l’initiation du cancer ou ses fonctions oncogèniques 

apparaissent lors de la progression tumorale ?   

A l’heure actuelle, il existe un modèle d’évolution tumorale selon lequel les cellules souches, 

après acquisition de mutations, permettraient l’apparition de la masse tumorale et seraient 

également responsables des récidives observées après traitements.  

Dans ce manuscrit, nous mettons en évidence que l’ARN H19 est impliqué dans la formation 

et le maintien des cellules souches prostatiques normales humaines. Un des objectifs du 

groupe à l’heure actuelle est de déterminer la fonction de l’ARN H19 dans la biologie des 

cellules souches normales et cancéreuses de la glande mammaire. Les premiers tests 

fonctionnels réalisés sont plutôt encourageants et concluants. En effet, il semblerait que la 

surexpression du gène H19 dans les cellules cancéreuses mammaires favorisent les capacités 

des cellules à former des sphères (une caractéristique de cellules souches) et augmentent 

l’expression de facteurs de transcription associés aux cellules souches (Sox2, Oct4, nanog) 

(données non montrées). Pour renforcer ces résultats, nous injecterons en souris 

immunodéficientes SCID des cellules surexprimants H19 en dilution limite. Nous nous 

attendons à observer l’apparition de tumeur à partir de ces cellules même lorsqu’elles sont 

injectées en petites quantités (500 cellules par exemple). Après avoir confirmé l’action de H19 

dans la biologie des cellules souches cancéreuses (CSC) de la glande mammaire, l’équipe 

identifiera le(s) mode(s) d’action permettant à l’ARN H19 de promouvoir la formation et le 

maintien de ces cellules.  

Nous avons déjà mis en évidence que H19 empêche la fonction de la protéine P53 dans les 

cellules cancéreuses mammaires. La signalisation de la protéine P53 est impliquée dans la 

régulation des cellules souches. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que 

l’expression de cette protéine empêche la formation et le maintien de cette population 

cellulaire. Nous pouvons donc supposer que la régulation de P53 par l’ARN H19 est l’un des 

mécanismes permettant à cet ARN de promouvoir les cellules souches cancéreuses.  
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Figure 37. Rôle des ARN non codants H19 et 91H dans une cellule cancéreuse 

mammaire. Trois cibles du microARN généré par l’ARN H19 ont été identifiées. Cette 

régulation mise en évidence permet les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses 

mammaires. L’ARN H19 favorise l’instabilité génétique en empêchant les fonctions de la 

protéine P53. L’ARN non codant 91H permet le maintien de l’empreinte génomique au locus 

H19/IGF2 et favorise la tumorigenèse des cellules cancéreuses mammaires. En rose : les 

nouveaux modes d’action. En noir : les fonctions déjà identifiées. (adapté de Angrand et al., 

2015). 
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Pour vérifier cette hypothèse, l’ensemble des analyses sera réalisée dans des cellules 

cancéreuses mammaires avec différents statut P53. D’autres mécanismes déjà décrits pour 

l’ARN H19 peuvent également réguler les CSC : précurseur de microARN, éponge à 

microARN, interaction avec la protéine EZH2. L’implication de ces mécanismes dans la 

biologie des CSC de la glande mammaire sera également déterminée.  

A l’heure actuelle, l’équipe a mis en place un modèle de souris transgénique dite C3(1)Tag. 

Ce modèle a été obtenu après microinjection d’un transgène permettant l’expression de 

l’oncogène large T de SV40 sous le contrôle du promoteur C3(1) dans des ovocytes fertilisés 

de souris FVB/N. Ainsi, le transgène est exprimé uniquement dans la prostate et dans la 

glande mammaire. Chez les souris femelles, une hyperplasie spontanée de la glande 

mammaire apparait 8 semaines après la naissance (Maroulakou et al., 1994). Toutes les souris 

femelles développent des adénocarcinomes mammaires in situ à l’âge de 12 semaines, et 

invasif à l’âge de 16 semaines. Pour finir, 20 semaines après la naissance, soit environ 5 mois, 

les souris femelles présentes des métastases. Chez les souris mâles, un adénocarcinome 

prostatique est observé après l’âge de 8 mois. Ces tumeurs apparaissent donc plus 

tardivement comparées aux tumeurs mammaires. Les gènes transcrits au locus H19/IGF2, 

notamment H19, IGF2 et 91H, étant surexprimés dans les adénocarcinomes mammaires ; 

nous utiliserons ce modèle de souris afin d’identifier leur fonction au cours de la tumorigenèse. 

Dans un premier temps, nous quantifierons leur niveau d’expression à différents stades de la 

tumorigenèse : hyperplasique, adénocarcinome et dans les métastases par exemple. Nous 

pourrons ainsi déterminer si la surexpression de ces gènes intervient de manière séquentielle 

et dès les premiers stades de la tumorigenèse. Selon les résultats obtenus, les mécanismes 

régulant l’expression du locus H19/IGF2 lors de la progression tumorale seront alors étudiés. 

Cette analyse nous permettra une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans 

l’initiation et la progression des adénocarcinomes mammaires.  

Enfin, dans ce manuscrit, nous avons mis en lumière un nouveau mécanisme de recrutement 

et de régulation de l’action des microARN dans les cellules cancéreuses mammaires. Nous 

montrons que la protéine FXR1, associée à l’ARNm FADD, favorise le recrutement du 

microARN généré par H19 et permet une régulation positive de ce miR sur cette cible. Afin 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, nous pourrions essayer de généraliser ce 

surprenant mécanisme dans plusieurs types cellulaires et avec d’autres cibles. 

Par ailleurs, nous avons mis en évidence dans ce manuscrit des mécanismes associés à l’ARN 

H19 et d’autres associés au miR-675. Afin de discriminer les effets propres à l’ARN H19 de 

ceux associés au miR-675, il serait intéressant de générer un ARN H19 muté dans le miR-675 

en utilisant la technologie des TALENs par exemple. Ainsi, nous aurions des cellules 
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surexprimant H19 et son microARN, des cellules surexprimant uniquement le microARN et 

des cellules surexprimant H19 mais pas le microARN. L’ensemble des études seraient alors 

réalisées dans ces trois lignées. Nous pourrions alors déterminer l’impact de l’ARN H19 et/ou 

de son microARN sur la biologie des cellules cancéreuses non souches et souches de la 

glande mammaire. Nous nous attendons à observer un effet coopératif entre l’ARN et son miR 

dans les cellules cancéreuses afin de promouvoir la tumorigenèse. 

L’étude des ARN non codants est un domaine de recherche complexe et très varié. En effet, 

ces molécules, contrairement aux protéines, sont dotées de fonctions très diverses ; elles 

possèdent plusieurs modes d’action différents mais permettant d’aboutir à un même 

phénotype cellulaire. Afin de pouvoir cibler ces molécules lors de traitements thérapeutiques, 

il est donc nécessaire d’identifier l’ensemble de leurs mécanismes pour mieux comprendre 

leur rôle dans les cellules normales et cancéreuses.  

 

Pour conclure, j’ai mis en lumière plusieurs mécanismes associés à l’ARN H19 dans les 

cellules tumorales (Fig 37). Ces différents mécanismes (précurseur de microARN, 

interactant protéique) permettent la prolifération, la migration/invasion, l’instabilité 

génétique et la progression tumorale des cellules cancéreuses mammaires. Ils sont 

donc responsables du phénotype oncogène de l’ARN H19 dans ce tissu. De plus, j’ai 

mis en évidence l’implication de l’ARN H19 dans les cellules souches prostatiques 

humaines normales. Les cellules souches pouvant être impliquées dans l’initiation du 

cancer ou sa récidive, H19 peut donc également avoir un rôle dans ces étapes de la 

tumorigenèse. Pour finir, j’ai identifié le rôle du long ARN non codant 91H dans la 

régulation de l’expression des gènes du H19/IGF2. J’ai également mis en évidence que 

cet ARN diminue les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses mammaires 

lorsqu’il est invalidé. Il possède donc des fonctions d’oncogène.  

Les mécanismes associés à H19 mis en évidence dans ce manuscrit permettent de 

mieux comprendre la fonction de cet ARN lors de la tumorigenèse. Ces mécanismes 

peuvent faire l’objet de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement du cancer.    
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Abstract 

In the past decade, studies of non coding RNAs increase. Non coding RNAs are divided in two 

classes: small and long non coding RNA. It was shown that long non coding RNAs regulate 

expression of 70% of genes. Long non coding RNAs are involved in several cellular processes 

like epigenetic regulation, dosage compensation, alternative splicing and stem cells 

maintenance for example. Misregulations of their expression induce diseases such as 

syndrome or cancer. Here, we describe some functions of long non coding RNA in cells. 

Furthermore, we study the H19/IGF2 cluster: an imprinted genomic locus located on 

chromosome 11p15.5. Genomic imprinting allows gene expression from a single allele in a 

parent-origin-dependent manner. These cluster encode for the first long non coding RNA 

identified: H19. In 1990, it was established that H19 functions as a riboregulator. Recently, it 

was shown that H19 is a precursor of microRNA (hsa-miR-675), and several news transcripts 

were identified at the H19/IGF2 locus. So, the complexity of this locus increasing, in this review, 

we summarize our current understanding about the H19/IGF2 cluster both in terms of 

transcription as well as in terms of functions in cells. We highlight the involvement of H19, its 

new antisense transcript 91H and its microRNA, in the regulation of IGF1 receptor and ligand 

and cell cycle progression.  
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Recently, the ENCODE project have proved that approximately 90% of the genome is 

transcribed. In cells, about 2% of sequences coding for protein, the others transcripts act as 

introns or non-coding RNA. These non-coding transcripts are composed of non-protein coding 

gene and background of transcription. This transcriptional noise would allow maintaining 

chromatin in a conformation favourable to the transcription of protein-coding gene. In the past 

decade, studies of non-protein coding gene, also called non-coding RNAs (ncRNAs), have 

increased and revealed that they are important in cells. NcRNAs are highly regulated and have 

several functions for normal development of tissues to tumorigenesis. Non-coding RNAs are 

divided in two classes of RNAs: the small and the long non-coding RNAs.  

Small non-coding RNA (<200nts), notably microRNAs (miRNAs), are involved in post-

transcriptional regulation of RNA. MiRNAs are the most studied of the small ncRNAs because 

they regulate 60% of protein-coding gene. Mostly, they are encoded by the genome, 

transcribed by RNA polymerase II, cleaved by Drosha in the nucleus and by Dicer in the 

cytosol. Then, they interact with Argonaut protein family to form the RISC complex (RNA-

induced silencing complex). This complex allows the function of miRNA [1]. They induce 

silencing of gene by degrading or inhibiting the translation of mRNA into protein. They are 

involved in all process of the cell: proliferation, cell cycle progression, differentiation, and 

apoptosis. Two others small non-coding RNAs are described: piRNA (PIWI-interacting RNA) 

and snoRNA (small nucleolar RNAs). piRNAs have recently been discovered. They are 

important for germline development and for the suppression of transposon activity in germline 

cells. SnoRNA are components of ribonucleoproteins (snoRNPs). They are responsible for 

post-transcriptional modifications of rRNA that take place in the nucleolus (the nucleus 

compartment where ribosomes are formed) [1].  

Long non coding RNAs (LncRNAs (>200 nts)) can have different origins: mRNA, antisense 

transcripts or long-intergenic non-coding RNA (lincRNA). LincRNAs are produced by sequence 

between two genes or set of genes. In Homo sapiens, 4500 lincRNAs have discovered but 

only 108 lncRNAs are studied and published [2]. LncRNAs have an important place in cell as 

they regulate expression of 70% of genes. They are involved, for example, in epigenetic 

regulation, alternative splice or stem cells maintenance. Misregulations of their expression 

induce diseases such as cancer.  

The first imprinting lncRNA identified is the H19 RNA. H19 is transcript from the H19/IGF2 

cluster located on the chromosome 11p15.5. Every day, the complexity of this locus increases: 

recently, several news transcripts have been identified. 
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In this review, firstly, we describe some functions of long non coding RNA in cells. Then, to 

illustrate our point, we summarize our current understanding about the H19/IGF2 cluster, its 

complexity and its function in cells.  

I. Long non coding RNA functions 

1. Dosage compensation  

The lncRNA Xist (X-inactive-specific-transcript), a lncRNA of 17.000 nucleotides, is the most 

studied. This lncRNA is implicated in the X chromosome inactivation in dosage compensation 

[3]. Xist is encoded by the X chromosome and acts in cis. Thanks to its conserved repeat motif 

RepA, Xist interacts with the Polycomb repressive complex (PRC2), the complex responsible 

for trimethyaltion of histone H3 at Lys27, and targets this complex to the XIC (X-inactivation 

center). PRC2 complex induces histone modifications, heterochromatin formation and 

silencing of the targeted X chromosome. Xist is regulated by two others lncRNAs, one acting 

negatively Tsix, and the other positively Jpg. Tsix, antisense RNA to Xist, is expressed from 

the X-active chromosome and inhibit Xist expression in cis. When expressed, Tsix recruits 

DNA methyltransferases (Dnmt3a) to repress the expression of Xist, and blocks the interaction 

between Xist and the PRC2 complex.  

2. Epigenetic regulation 

The lncRNA Air is submitting to the genomic imprinting. It consists of a 108 kb-long transcript. 

Air promoter is localized in the imprinting centre within the IGF2r gene and it is necessary for 

the paternal repression of the gene of the locus [4, 5].  However, the molecular mechanism 

remains unclear and authors propose hypothesis of methylation propagation from the IGF2R 

gene or of repressive ARN/protein complexes formation. 

The third lncRNA well studied is located in the cluster Kcnq1/Kcnq1ot1 on the chromosome 11 

in position 15.5. Kcnq1ot1 RNA is a 91kb transcript which is expressed in antisense orientation 

from a highly conserved and differentially methylated region Kcnq1 ICR or ICR2 present in 

intron 10 of Kcnq1 gene. Expression of this transcript is exclusively paternal. Indeed, the 

Kcnq1ot1 promoter shows a maternal specific methylation. This differential epigenetic mark is 

lost in patients affected by Beckwith-Wiedemann syndrome with RNA biallelic expression [6, 

7, 8]. More recently, Pandey and colleagues (2004) have documented that the Kcnq1ot 

transcript has a key role in silencing of genes contained in the Kcnq1 gene imprinted region 

and that it participates directly or indirectly to the methylation but without RNA interference 

mechanisms [9]. Furthermore, interruption of Kcnq1ot1 RNA production by the insertion of a 

polyadenylation sequence downstream of the promoter also caused a loss of both silencing 
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activity and methylation spreading. Thus, the antisense RNA plays a key role in the silencing 

function of the ICR [10]. 

3. Regulation of alternative splicing 

The lncRNA Malat1 (Metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1), also known as 

NEAT2 (Nuclear-enriched abundant transcript 2), is polyadenylated and overexpressed in 

various cancers. It is a conserved transcript among mammals of 6-7 kb, localized in nuclear. 

RNA-fish studies have shown that Malat1 is localized in sub-compartment of nuclear: nuclear 

speckles [11, 12]. Contrary to NEAT1 (a lncRNA essential for nuclear paraspeckle formation), 

Malat1 is not essential to nuclear speckle integrity. This compartment is composed in majority 

of factor involved in pre-mRNA splicing, like SR family protein and protein implicated in RNA 

transport for example. Bernard et al, have shown that Malat1 controls of SR family protein 

(SF2/ASF) of splicing factor to transcription site. Tripathi and co-workers have established that 

Malat1 regulates expression levels, localization and activity of SR protein. Targets genes of 

Malat1 are tissue-dependant. In neuronal cells, Malat1 regulates preferentially splicing of 

genes involved in synaptogenesis like Neuroligin gene (Nlgn1) and synaptic cell adhesion 

molecule 1 (SynCAM1). 

4. Stem cells maintenance 

Recently, it was observed that 133 lincRNAs were overexpressed and 104 down-regulated in 

ESC (Embryonic Stem Cell) or iPS (induced Pluripotent Stem Cells) compared with fibroblast 

[13].  They have shown that twenty-eight lincRNAs upregulated in iPSC, notably lincRNA-RoR, 

could be regulated by pluripotency transcription factors OCT4, SOX2 or NANOG. Depletion of 

lincRNA-RoR inhibits iPSC colony formation. They have proved that lincRNA-RoR promotes 

survival of iPSC and ESC by preventing the activation of stress pathways like p53 response. 

This RNA is important to reprogramming stem cells whence its name ‘Regulator of 

Reprogramming’. So, they identified the first functional lincRNA in establishing iPSC.  

Furthermore, a study has identified several ncRNAs implicated in stem cells differentiation [14]. 

They have demonstrated that lncRNAs are associated with trimethylated H3K4 histones and 

histone methyltranferase MLL1. These suggest that lncRNAs have a role in epigenetic 

regulation during ES cell differentiation.  

5. LncRNA in cancer 

In human, HOX transcription factor are encoded by four HOX cluster on four different 

chromosomes: HOXA to D. From HOX cluster only 39 transcription factors are expressed but 

231 ncRNAs are transcript [15, 16]. The well HOX ncRNA studied is HOTAIR (Hox antisense 

transcript RNA). It is antisense RNA of 2,2 kb, transcript from the HOXC cluster. Studies have 
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shown that HOTAIR regulates expression of genes on HOXD cluster, so acts in trans. Indeed, 

when expressed, due to its 5’domain, HOTAIR interacts with PRC2 complex, notably Suz12 

and EZH2 protein [15].  PRC2 complex induces trimethylation of Histone H3 lysine 27 on 

HOXD cluster (an inactive methylation). HOTAIR can also interact with the 

LSD1/CoREST/REST complex: a complex involved in trimethylation of Histone H3 lysine 4 

(active chromatin). HOTAIR regulates chromatin conformation from active chromatin to 

inactive. So, it is scaffold RNA [17]. In several cancers, notably breast cancer, HOTAIR 

expression is associated to metastasis [18]. Authors have shown that HOTAIR overexpression 

increases cells invasion and metastasis in mice. They established that HOTAIR invasion is 

PRC2 complex dependent. So, HOTAIR expression is associated to poor prognosis.  

LncRNAs are implicated in several cellular processes (epigenetic regulation, dosage 

compensation, stem cells self-renewal and differentiation). In some cases, lncRNA expression 

allows maintains of stem cells pool for example, whereas, sometimes, lncRNA expression is 

responsible of cancers. So, expression of lncRNA must be well regulated. They can act per se 

but can also acts as precursor of small ncRNA such as microRNA. The lncRNA H19, the first 

imprinting ncRNA discover is the precursor of the microRNA: miR-675 [19]. Recently, several 

groups have identified targets of this miRNA in several cell lines [20, 21]. To illustrate our point, 

we summarize our current understanding about the H19/IGF2 cluster, its transcription 

complexity and its function in cells.   

II. The H19/IGF2 cluster 

1. Genomic imprinting at the H19/IGF2 cluster 

The H19/IGF2 cluster is submitted to genomic imprinting. Genomic imprinting is a form of 

epigenetic gene regulation that results in expression of a single allele in a parent-of-origin-

dependent manner. This form of monoallelic expression is essential for normal development. 

Despite extensive studies, the molecular mechanisms of genomic imprinting remain unclear. 

However, some hallmarks of this phenomenon have been identified and we can note that: 

 Gene expression is allele-specific and tissue or stage-specific. 

 Many of imprinted genes are found in clusters throughout the genome. The clusters 

contain two or more imprinted genes over a region that can span 1 Mb or more. 

 Within each cluster, a common regulating region which are called “imprinting control 

region” (ICR, also called IC for imprinting Centre or ICE for imprinting control element) 

controls the imprinting of all genes in the cluster and can act over hundreds of 

kilobases. ICRs are designed as differentially methylated regions with parental-specific 

modifications that determine their activity. Deletions of this region lead to the loss of 

imprinting of multiple genes of the cluster [22, 23]. 
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 More recently, it has been reported that non coding RNA were associated with 

imprinted clusters and have an essential role in regulating gene expression. 

The H19/IGF2 cluster is located on the human chromosome 11 in position p15.5. This 1Mbp 

domain contains 9 imprinted genes and 2 independent imprinting center. The first imprinting 

center (ICR) regulates the cluster H19/IGF2 and the second (ICR2), the cluster 

Kcnq1/Kcnq1ot1.  

The H19 gene is one of the first genes proven to be imprinted. This gene is co-regulated 

negatively with the IGF2 gene located 200kb upstream of the transcription site of the H19 gene. 

Indeed, H19 is expressed only from the maternal allele whereas IGF2 is expressed from the 

paternal allele [24]. The paternal allele exhibits several characteristics that explain the silencing 

of the H19 gene: it is hypermethylated in the promoter region and the promoter shows a 

compact chromatin structure [25, 26]. Moreover, the histone acetylation rate is lower than the 

one of the maternal allele [27].  

Surprisingly, the IGF2 promoter region is not methylated and its chromatin structure is 

favourable to a biallelic transcription [28]. However, two other differentially methylated regions 

(DMR) on the expressed paternal allele have been identified within the gene: the DMR1 located 

3 kbp upstream the P1 promoter acts as a silencer on the maternal allele when it is 

unmethylated, and the DMR2, located within exons 5 and 6 is an activator on the paternal 

allele when it is methylated [29, 30, 31]. 

However, DNA methylation is not sufficient to explain the mono-allelic expression. Indeed, the 

ICR is the key of the genomic imprinting: it controls the chromatin structure and regulates the 

effect of enhancers located downstream of the H19 gene [32, 33]. This region is located 2 to 4 

kbp upstream of the transcription site of the H19 gene. In human, it contains seven binding site 

of zinc-finger protein named CTCF (CCTC-binding factor) but only the sixth is differentially 

methylated [34]. On the maternal allele, the CTCF protein interacts with non-methylated ICR 

due to four consensus site (figure 1) [35]. On the ICR, this protein has a chromatin insulator 

function as it prevents the action of enhancers on the promoter of IGF2. On the paternal allele, 

methylation of the ICR represses the H19 expression and prevents the attachment of the CTCF 

protein [36]. So enhancers can activate the IGF2 expression from this allele. Thus, H19 is 

expressed from the maternal allele and IGF2 from the paternal allele (figure 1). 

Chromosome conformation capture (3C) analysis shows interaction between different 

chromosomal regions and suggests that the CTCF protein has a critical role in the epigenetic 

regulation of the cluster H19/IGF2. Kurukuti and al. 2006 demonstrated that on the maternal 

allele, ICR interact with the DMR1 and the Matrix Attachment Region (MAR3) at the IGF2 locus 

to generate a tight loop around the IGF2 gene [37, 38]. This interaction creates an inactive 
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domain where IGF2 is far away from the enhancers. Therefore, this gene is in inactive domain 

so it cannot be expressed from this allele (figure 2).  

On the paternal allele, the methylated ICR interacts with methylated IGF2 DMR2 moving IGF2 

into the active chromatin domain [39]. 

So genomic imprinting of the H19/IGF2 cluster is allowed by DNA methylation, chromatin 

composition, organization and conformation. 

2. News transcripts at the H19/IGF2 locus 

In 1991, an antisense transcript of the IGF2 gene in chicken was identified [40]. Others studies 

have identified antisense IGF2 transcripts of 3-4 kb in mouse and human (figure 3) [41, 42]. 

This transcript is expressed only from paternal allele and no open reading frame (ORF) was 

identified. Its function remains unclear, but it is a good marker for Wilm’s tumor where it is 

overexpressed [42].  Recently, it was shown that IGF2as is exported in the cytoplasm and 

associated with polysomes [43]. So, it is not impossible that IGF2as is a protein coding 

transcript.  

We have identified a non-coding transcript, antisense to H19, that we named 91H (figure 3) 

[44]. This transcript is a lncRNA of 120kb expressed only in human from the maternal allele. It 

is known that lncRNAs can mediate epigenetic regulation transcription. Indeed, the lncRNA 

Xist induce X-chromosome inactivation in dosage compensation. So, we have studied effects 

of 91H expression at the H19/IGF2 locus. By invalidation of 91H with si-RNA, a reduction of 

IGF2 expression was observed. However, today, the molecular mechanism remains unclear. 

Recently, it was shown that 91H RNA and its function are conserved among mammals, notably 

in mice [45]. By 91H overexpression, they have shown that 91H regulates positively IGF2 

translation from a novel promoter. More recently, a group identified antisense transcript of H19, 

expressed from the maternal allele, encoding for a protein named HOTS (H19 opposite tumour 

suppressor) [46]. But it is not excluded that this protein is encoded by the 91H transcript. Thus, 

today the function of the 91H transcript remains unclear.  

A new paternal transcript was identified in mice. This transcript, PIHit (Paternally-expressed 

IGF2/H19 intergenic transcript), is coding by intergenic sequence, between IGF2 and H19, and 

expressed, in mice, principally 8 days after birth (figure 3) [47]. Then, its expression decreases 

rapidly during the third post-natal week. It is expressed at similar level to mRNA (IGF2), capped 

but no polyadenylated. Neither ORF was identified, so it is supposed that it is a lncRNA. 

Authors have identified transcription start site but not the 3’end, which is why it is a transcript 

of 5 to 6 kb. Neither function has been associated to PIHit RNA. By 3C, they observed two 

chromatin conformation of paternal allele. They supposed that there is a dynamic system 
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permitting IGF2 or PIHit expression. However, it cannot exclude that there is chromatin 

conformation cell lines specific.  

III. The H19 RNA and its function in cells 

1. The H19 RNA 

The H19 gene was discovered in the mouse in 1984 and in the human in 1992 [48, 49, 50]. 

This gene is composed of five exons and encoded an mRNA of 2,3kb. This RNA is transcribed 

by the RNA polymerase II, polyadenylated, capped and spliced with conserved secondary 

RNA structure. But, no conserved open reading frame was identified. Even if deletion and/or 

mutation produce a 26kDa protein, no endogenous translation has so far been identified [51]. 

So, in 1990, Brannan et al. have proposed that H19 RNA functions as a riboregulateur of which 

expression is developmentally regulated [52].  

It is well established that a ncRNA can be precursor of microRNA. There are different 

biogenesis pathways of microRNA, but generally stem-loop structure RNA are recognized by 

protein like DGCR8, cleaved by Drosha and Dicer to generate the duplex miR-5p/miR-3p. 

Then, the duplex interacts with Argonaut protein family and is incorporated in the RISC 

complex. MicroRNA can also be generated in Drosha or Dicer-independent pathways [53]. 

Introns from the splicing or tRNA (tRNA-Ile for example) can be directly recognized by Dicer, 

cleaved by this enzyme and incorporated in the RISC. There is a microRNA (miR-451) cleaved 

by Drosha which is directly recognized by Ago and incorporated in the RISC.  

In 2007, Cai and Cullen have demonstrated that H19 is precursor of microRNAs: miR-675-5p 

and miR-675-3p [19]. They are generated by the exon1 of the gene. Today, few targets of the 

miR-675 have identified. Due to its microRNA, it was shown that H19 can regulate placental 

growth and cell cycle (see below).  

2. H19/91H regulate IGF associated phenotypes 

We and others groups have established that H19 regulates IGF2 ligand and receptor 

expression. Expression of H19 and IGF2 are regulated by enhancers located downstream of 

H19. Actions of enhancers are regulated by imprinting control region (ICR), located between 

H19 and IGF2. Expression of H19 and IGF2 are allele-dependent. On the maternal allele, the 

CTCF protein interacts with ICR non-methylated, DMR1 of IGF2 and the MAR3 domain [35, 

37, 38]. This interaction creates a loop containing IGF2 gene. Enhancers cannot active 

transcription of IGF2 gene when chromatin is in this conformation. So, only H19 is expressed 

from the maternal allele. On the paternal allele, ICR is methylated, so the protein CTCF is 

absent on this allele. ICR methylated interacts with IGF2 DMR2 methylated too. This 

interaction allows action of enhancers on IGF2 promoter and then IGF2 expression [30]. H19 
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and IGF2 are in competition for enhancers. Furthermore, it was shown that deletion of H19 

and its flanking region affect expression of IGF2. So, H19 and region flanking regulate IGF2 

expression in cis.  

Moreover, H19 is a RNA polyadenylated, spliced and exported in the cytosol. In cytosol, a 

group have shown that H19 is associated to polysomes [54]. These polysomes have similar 

size to those associated to IGF2 mRNA. Then, they have found an inverse co-regulation 

between H19 expression and IGF2 translation in cytosol. In Wilm’s tumor, H19-negative cells 

show overexpression of IGF2 3 fold higher then control. Inversely, in H19-positive cells, IGF2 

expression protein was reduced. So, they hypothesized, that H19 regulates translation of IGF2 

mRNA in trans. Moreover, it was shown a co-regulation between H19 and IGF2 transcription. 

In breast cancer cells, when H19 is overexpressed, IGF2 expression decreases severely [55, 

56]. H19 regulates negatively transcription of IGF2 in trans. So, it was supposed that H19 acts 

as a trans-riboregulateur.  

In mouse placental cells, the expression of miR-675, from H19 gene, is regulated negatively 

by HuR protein [21]. They observed a relation between miR-675 expression and size of 

placenta. Indeed, when miR-675-3p is expressed (from E11.5 until term), a reduction size of 

placenta is observed. This reduction is due to a decrease of cells proliferation but not an 

increase of apoptosis. They established that miR-675-3p interacts with two seed on 3’UTR 

Igf1r and inhibits its translation. So, H19 is a key regulator of IGF ligand and receptor 

expression (figure 4). 

Intriguingly, we have shown that the lncRNA 91H, transcript antisense to H19, affects a little 

H19 expression but regulates positively IGF2 [44]. However, the mechanism remains unclear. 

We supposed that 91H interacts with proteins that modulate expression of genes. More 

recently, a group have shown that 91H overexpression, in mouse, upregulates IGF2 

expression [45]. They supposed that 91H activate a novel promoter of IGF2.  

3. Cell cycle regulation by H19 promotes cancer  

H19 is implicated in embryonic development. It is expressed in blastocyst stage of 

development and accumulated at high level in tissues of endodermal and mesodermal origins 

as well as ectodermal origin [57, 58, 59, 60]. After birth, the gene is repressed in all tissues 

except skeletal muscle [61]. Misregulations of H19 expression during development induce 

developmental syndrome like Silver-Russel syndrome or Beckwith-Wiedemann syndrome [62, 

63]. In adulthood, function of H19 is controversial: it was supposed that H19 act as tumor 

suppressor or oncogene. Nevertheless, several data show that H19 act as oncogene in various 

cancer tissues: breast [61, 64, 65], uterus [66], bladder [67, 68] and gastric [69]. Indeed, today, 
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it was clearly established that H19, per se or through its microRNA, regulates different check-

point of the cell cycle.   

H19 mRNA generates two microRNAs: miR-675-5p and miR-675-3p [19]. The mir-675-5p is 

most studied but few targets have been identified. The first target identified is 3’UTR of 

Retinoblastoma (RB) mRNA in colon cancer cells [20]. Authors have shown a negative co-

regulation between H19 and RB in human colorectal tumour. They demonstrated a reduced 

expression of RB in tumour whereas H19 and miR-675-5p are overexpressed (figure 5). Owing 

to a reporter luciferase vector, they established the interaction and the negative effect of miR-

675-5p on 3’UTR of RB. They have shown that miR-675-5p increases clonogenicity in soft 

agar of human colon cancer cells. So, in colon cancer cells lines, H19 and miR-675-5p increase 

proliferation of cells.   

In 1998, it was shown that the H19 expression is regulated by p53 protein [70]. Indeed, the 

H19 promoter contains consensus site to interaction with p53. A negative regulation of p53 on 

this promoter was observed. In parallel, in human breast tumour, H19 is overexpressed in 70% 

of tumour independent of p53 expression [71]. However, it was shown that H19 is located in 

stromal cells whereas p53 is located in epithelial cells.  

Recently, a group studying gastric cancer shows that H19 expression is increased in this 

disease [69]. They observed an increase cell proliferation and a reduction of apoptosis when 

H19 is overexpressed. So, they studied the effect of H19 overexpression on a protein inhibiting 

cell cycle proliferation and inducing apoptosis: the p53 protein. Thanks to a RNA-

immunoprecipitation (RIP), they have shown that H19 RNA can interact physically with the p53 

protein. By a luciferase reporter system, they demonstrated that H19 RNA regulates negatively 

the p53 protein may be by blocking this phosphorylation. So, the H19 overexpression in gastric 

cancer cells contributes to tumorigenesis by regulating p53 activation.  

In tumour, some cells are in hypoxic condition. So, a team has studied effect of hypoxia on 

H19 expression. Upon hypoxia, they observed an increase rate of H19 RNA [72, 73]. So, they 

have verified that the activation is due to the activation of the HIF1-α pathway (pathway 

activated during hypoxia). Invalidation of HIF1-α by RNA interference induces a diminution of 

H19 overexpression upon hypoxia. Furthermore, they have observed that H19 is 

overexpressed only when p53 is mutated or absent. If, p53 is not mutated, they have observed 

a decrease H19 expression. It has previously been reported that p53 inhibits action of HIF1-α 

by increasing its ubiquitination and degradation [74]. So, upon hypoxia, H19 is overexpressed 

by activation of HIF1-α pathway and p53-dependent manner. 

Surprisingly, in breast cancer cells (MCF-7), they have observed an overexpression of H19 

upon hypoxia although p53 is present. In this cell, the p53 protein is principally in the 
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cytoplasm. So, to repress activation of transcription by HIF1- α, p53 must be in the nucleus. 

Taken these results together, we can hypothesize that, in MCF-7 cells, H19 interacts with the 

p53 protein and inhibits its activation by sequestering p53 protein in the cytoplasm.  

Furthermore, it was shown that H19 facilitates cell cycle transition G1/S [75]. This check-point 

is regulated particularly by the E2F1 protein. The H19 promoter contains two consensus sites 

for this protein. It was studied the potential role of E2F1 on the H19 promoter. Using luciferase 

system, it was reported that E2F1 induced H19 expression through theses two sites. Moreover, 

the RB protein and E2F6 factor inhibit the activation of E2F1. So, E2F1 is negatively regulated 

by RB and E2F6. Recently, it was shown that H19, thanks to its microRNA, regulates 

negatively RB expression [20]. So, theses studies have demonstrated a positive feedback loop 

between H19 and E2F1 (figure 5). Then, in breast cancer cells lines as BT20, T47D and MCF-

7, E2F1 and H19 are overexpressed. It was shown that H19 overexpression conferred a growth 

advantage on cells. Indeed, an increase S-phase entry was observed when cells overexpress 

this gene [75]. So, H19, through a positive regulation by E2F1, active cell cycle progression 

and promotes growth of breast cancer cells.  

To resume, it was shown that, in cancer cell lines, H19 control p53 activity, reduced translation 

of the RB mRNA and promotes the G1/S cell cycle transition (figure 5). So, H19 have a key 

role in the regulation of cell cycle and could be implicated in cancer progression. 

Conclusion 

Recently, the ENCODE project have proved that 90% of the genome is transcribed, but protein-

coding genes represent only 2% of transcripts. So, the genome encode for ncRNAs which 

have an important place in function of cells. Today, small non coding RNAs are most studied 

than lncRNAs. However, lncRNAs regulate the expression of 70% of genes. So general, it is 

accepted that lncRNAs regulate gene expression by interacting with complex chromatin 

modifications, including PCR2. In this review, we show that lncRNA, notably H19 RNA, may 

have several functions in cell without involving the complex. So, we show that lncRNAs can 

act per se and/or as precursor of microRNA. Furthermore, we show that lncRNAs can be 

involved in different cellular process. For example, the H19 RNA and its microRNA regulate 

negatively expression of IGF2 ligand and IGF1 receptor; and control positively cell cycle 

progression. So, today, it is clear that lncRNAs have function as important as protein within 

cellular processes.   
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Legends 

 

Figure 1. Genomic imprinting at the H19/IGF2 locus 

Activation of gene transcription is represented by (+), repression by (-) and inhibition of 

enhancers function by (   ). Relative positions are expressed in kilobase pairs relatively to the 

H19 transcription start site. Gene expression is regulated by three mechanisms: methylation, 

enhancers activity and insulator activity. Three DNA region are differentially methylated : DMR 

1 and 2 of the IGF2 gene (violet diamond) and ICR (blue oval). On the maternal allele, the 

CTCF protein interacts with the non-methylated ICR (blue oval). This interaction prohibits 

enhancers access to the IGF2 gene. Furthermore, the DMR1 non-methylted of IGF2 gene acts 

as a silencer. On the paternal allele, the methylated ICR repress H19 and inhibits CTCF 

interaction. So, enhancers can activate IGF2 transcription. Moreover, the methylated DMR2 of 

IGF2 gene activate also IGF2 transcription.  

Figure 2. Chromatin loop structure at the H19/IGF2 locus 

Chromosome conformation capture revealed that the CTCF protein orchestrate chromatin 

structure. On the maternal allele, CTCF interact with ICR but also with DMR1 of IGF2 and 

matrix attachment region (MAR3). These interactions create a loop around the IGF2 gene. 

Then, enhancers can interact only with H19 promoter and activate its expression. On the 

paternal allele, the methylated DMR2 of IGF2 interact with the methylated ICR allowing thus 

moving of IGF2 into the active chromatin domain.  

Figure 3. News transcripts at the H19/IGF2 locus 

Gene expressed are in blue rectangle with arrow whereas inactive gene are in white rectangle. 

Protein coding gene are represented by (   ) and non protein coding gene by (   ). Direction of 

arrows indicates direction of gene transcription. Relative positions are expressed in kilobase 

pairs relatively to the H19 transcription start site. ICR is represented by circle and DMR by 

diamond. Methylation of ICR and DMR is in black. Enhancers are represented by orange oval. 

The first antisense transcript described is IGF2as (Taylor, 1991). It is ncRNA overexpressed 

in Wilm’s tumour. Its function remains unclear. Recently, news transcripts have been 

discovered at the H19/IGF2 locus. On maternal allele, we have identified long antisense 

transcript: 91H (Berteaux, 2008). This ncRNA and its function are conserved in mice (Tran, 

2012). Neither protein was identified, so it is supposed that 91H acts as lncRNA. Recently, 
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from the same allele, a protein coding gene imprinting has discovered: HOTS (Onyango, 

2011). This transcript is antisense to H19. It is possible that HOTS protein is coding by 91H 

RNA. The last transcript discovered from H19/IGF2 locus is PIHit (Court, 2011). It is ncRNA 

expressed after birth from paternal allele. 

Figure 4. Regulation of IGF by H19 and its antisense transcript 91H  

Arrows represent positive regulation (    ) and vertical bar negative regulation (    ). H19 

overexpression regulates negatively IGF2 transcription and translation. The lncRNA 91H 

regulates positively transcription of H19 and IGF2 but the mechanism is unclear. H19 is 

precursor of microRNA: miR-675. MiR-675 inhibits translation of Igf1r mRNA. So, H19 is a key 

regulator of IGF ligand and receptor. 

Figure 5. Regulation of cell cycle by H19  

Proteins are represented by circle, RNA by diamond, cellular stress by rectangle and cell cycle 

by circle with arrow. Activation of gene expression is represented by arrow (   ) and repression 

by vertical bar (    ). Mir-675 is processed from H19 transcript and represses translation of an 

inhibitor cell cycle progression mRNA: Rb (Retinoblastoma). So, E2F1 protein is activated and 

promotes H19 overexpression and expression of genes involved in cell cycle progression. H19 

overexpression facilitates G1/S transition. Hypoxia, by activating HIF1-α, induces H19 

expression in p53-dependent manner. DNA damage activates the p53 protein. P53 repress 

H19 expression and inhibits cell cycle progression by activating p21. Recently, it was shown 

that H19 overexpression inhibits p53 activity. So, H19 is a key regulator of cell cycle 

progression.  
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ABSTRACT 

Long non-coding RNAs (lncRNAs) are transcripts without protein-coding potential but 

having a pivotal role in numerous biological functions. Long non-coding RNAs act as 

regulators at different levels of gene expression including chromatin organization, 

transcriptional regulation and post-transcriptional control. Misregulation of lncRNAs 

expression has been found to be associated to cancer and other human disorders. Here, 

we review the different types of lncRNAs, their mechanisms of action on genome 

formatting and expression and emphasized on the multifaceted action of the H19 

lncRNA. 
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The advent of DNA tilling arrays and deep sequencing technologies has revealed that a much 

larger part of the genome is transcribed into RNAs than previously assumed. It is estimated 

that up to 70% of the genome is transcribed but only 2% of the human genome codes for 

proteins (Bertone et al., 2004; ENCODE Project Consortium, Birney et al., 2007; Krapanov et 

al., 2007) and RNAs without coding potential are collectively referred as non-coding RNAs 

(ncRNAs).  

Non-coding RNAs include the well-known ribosomal (r) RNAs, ribozymes, transfer (t) RNAs, 

small nuclear (sn) RNAs, telomere-associated RNAs (TERRA, TERC), as well as a plethora of 

far less characterized RNAs. Based on their size, these ncRNAs are subdivided into two 

groups: small ncRNAs (< 200 nt) and long ncRNAs [lncRNA (> 200 nt)]. Small ncRNAs, such 

as microRNAs (miRs), small interfering RNAs (siRNAs) or PIWI-interacting RNAs (piRNAs) 

received much attention and were shown to mainly act as negative regulators of gene 

expression. In contrast, lncRNAs represent a more functionally diverse class of transcripts. 

LncRNAs are found in a large diversity of animals species (Guttman et al., 2009; Jia et al., 

2010; Pauli et al., 2012), but also in plants (Swiezewski et al., 2009), yeast (Houseley et al., 

2008), and even in prokaryotes (Bernstein et al., 1993) and viruses (Reeves et al., 2007). 

LncRNAs remains poorly conserved among species (Pang et al., 2006; Derrien et al., 2012). 

However, accumulating evidences indicate that this RNA class plays an important role in a 

variety of biological processes and may be involved in cancer and other human diseases 

(Wapinski and Chang, 2011; Tano and Akimitsu, 2012). 

Majority of lncRNAs are 5’ capped, 3’ polyadenylated, multi-exonic and are subjected to 

transcriptional regulation as coding mRNAs (Carninci et al., 2005; Guttman et al., 2010; Cabili 

et al., 2011; Derrien et al., 2012). Some of the lncRNAs such as XIST, MALAT1 or NEAT1 are 

almost exclusively localized in the nucleus (Brown et al., 1992; Hutchinson et al., 2007), 

whereas others are mostly found in the cytoplasm (Coccia et al., 1992; Yoon et al., 2012). In 

term of genomic organization, lncRNAs can be classified according to their proximity to protein 

coding genes into 5 categories: sense, when overlapping one or more exons of another 

transcript; antisense, when overlapping one or more exons of another transcript on the 

opposite strand; bidirectional, when its expression and the expression of the neighboring 

coding transcript on the opposite strand are initiated in close proximity; intronic, when raising 

from an intron of another transcript; or intergenic, when produced from an independent 

transcription unit in the interval between two protein coding genes. This crude classification 

illustrates that lncRNA expression may be controlled by different molecular mechanisms, but 

it does account neither for their modes of action nor for their cellular functions. 

While only a limited number of lncRNAs has been studied, numerous evidences indicate that 

lncRNAs interact with a plethora of proteins. Furthermore, homologous Watson-Crick base 

pairing provides an efficient way by which lncRNAs may selectively interact with other nucleic 
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acid species. It is believed that lncRNAs are involved in a diversity of cellular functions through 

gene expression regulation at different levels including chromatin organization, transcriptional 

regulation and post-transcriptional mRNA processing (Mercer et al., 2009; Wilusz et al., 2009). 

To complicate matters further, Anderson et al. (2015) recently described that a conserved 

micropeptide is encoded by a skeletal muscle-specific RNA previously annotated as a putative 

long non-coding RNA. This finding leads to the proposal that several lncRNAs could also have 

a biological function through the production of micropeptides.  

 

LncRNAs in the control of mRNA processing. The ability of lncRNAs to recognize 

complementary sequences allows the regulation of mRNA processing at various steps, 

including degradation, splicing, translation or transport (Figure 1).  

Base pairing between defined regions of the human site APP-cleaving enzyme 1 (BACE1) 

transcript and its antisense lncRNA BACE1-AS induces the mRNA stabilization and 

consequently the increase in BACE1 protein abundance (Faghihi et al., 2008). Similarly, the 

lncRNA TINCR (terminal differentiation-induced ncRNA) interacts with a range of 

differentiation mRNAs including FLG, LOR, ALOXE3, ALOX12B, ABCA12, CASP14 or 

ELOVL3, to increase their stability (Kretz et al., 2013). In contrast, the recognition of mRNAs 

by other lncRNAs, such as half-STAU1-binding site RNAs (1/2sbsRNAs) decrease target 

mRNA stability by inducing STAU1 recruitment and the STAU1-mediated mRNA decay 

pathway (Gong and Maquat, 2011).  

The translational process may also be modulated positively or negatively by lncRNA-mRNA 

pairing. For example, the antisense lncRNA ULCH-AS1 (ubiquitin carboxy-terminal hydrolase 

L1 antisense RNA 1) enhances ULCH mRNA translation (Carrieri et al., 2012), whereas 

lincRNA-p21 or pseudo-NOS suppress target mRNA translation (Yoon et al., 2012; Korneev 

et al., 1999).  

The lncRNA MALAT1 (metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1) regulates pre-

mRNA alternative splicing by modulating active serine/arginine splicing factors levels (Tripathi 

et al., 2010). In this case, the modulation of the mRNA processing is not achieved by a lncRNA-

mRNA pairing mechanism but rather by the MALAT1-mediated modulation of the distribution 

of various splicing factors in nuclear speckle domains. However, antisense transcripts may 

also affect alternative splicing of their sense transcripts by virtue of masking splice sites by 

base complementarity (Krystal et al., 1990; Khochbin et al., 1992; Beltran et al., 2008). For 

example, a specific isoform of the lncRNA NPPA-AS is capable of down-regulating the intron-

retained NPPA (atriuretic peptide precursor A) mRNA variant through RNA duplex formation 

between the sense and antisense transcripts (Annilo et al., 2009). 
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LncRNAs and the connection with the microRNA world. Some lncRNAs act on post-

transcriptional regulation through the modulation of the microRNA (miR) pathways. MiRs, a 

large class of small ncRNA, function by annealing  to complementary sites in the coding 

sequences or 3’-untranslated regions (UTRs) of target mRNAs where they favor the 

recruitment of protein factors that impair translation and/or promote transcript degradation 

leading to a decrease in protein abundance (Beak et al., 2008; Bartel, 2009). Specifically, one 

mechanism by which the BACE1-AS lncRNA enhances BACE1 sense mRNA stability could 

be by masking the binding site for miR-485-5p (Faghihi et al., 2010). Rather than competing 

for miR-binding sites, a number of lncRNAs contain miR-binding sites in their sequence and 

therefore act as “sponges” to sequester miRs away from their mRNA targets. The pseudogene 

PTENP1 previously considered as biologically inactive was found to sequester miRs, 

consequently affecting their action on target gene regulation (Poliseno et al., 2010). In 

particular, the 3’-UTR of the PTENP1 lncRNA binds the same set of miRs targeting the tumor 

suppressor gene PTEN, then reducing the downregulation of this transcript and thus 

enhancing PTEN protein abundance. A number of other lncRNAs, including KRASP1, linc-

MD1, HULC or linc-ROR were shown to control mRNA activity through a miR sponge 

mechanism (Poliseno et al., 2010; Wang et al., 2010; Cesana et al., 2011; Wang et al., 2013). 

These examples illustrate that lncRNAs could counteract miR actions, but lncRNAs can 

themselves give rise to miRs and thus favor post-translational control by miR pathways as it is 

the case for the mouse Dlk1-Dio3 cluster or the BIC lncRNA (Eis et al., 2005; Hagan et al., 

2009). Within the Dlk1-Dio3 cluster, Meg3/Gtl2 contains in its last intron the evolutionarily 

conserved microRNA miR-770 whereas Meg8 transcripts have the intron-encoded miR-341, 

miR-1188, and miR-370. Similarly, miR-155 is processed from sequences present in BIC 

lncRNA that accumulates in lymphoma cells. 

 

LncRNAs in the transcriptional control. A number of evidences indicate that lncRNAs can 

act at the level of transcription either negatively or positively through a variety of molecular 

mechanisms (Figure 2). The dihydrofolate reductase (DHFR) gene contains a major and a 

minor promoter. The minor promoter gives rise to a lncRNA that forms a stable triplex lncRNA-

DNA association at the major DHFR promoter and interacts with the general transcription factor 

II B (TFIIB) leading to the dissociation of the transcriptional preinitiation complex at this major 

promoter and then reducing DHFR expression (Martianov et al., 2007).  

Other lncRNAs act as decoys to negatively control transcription by titrating transcription factors 

away from their cognate promoters. The lncRNA PANDAR (promoter of CDKN1A antisense 

DNA damage activated RNA) is induced in a TP53-dependent manner and inhibits apoptotic 

gene expression to favor cell-cycle arrest through direct interaction with, and sequestration of 

NFYA, a transcription factor controlling the apoptotic program upon DNA damage (Hung et al., 
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2011). Similarly, the lncRNA GAS5 (growth arrest-specific 5) contains an RNA motif derived 

from a stem-loop structure mimicking a DNA motif corresponding to the glucocorticoid 

response element. GAS5 binds to the DNA-binding domain of the glucocorticoid receptor, acts 

as a decoy glucocorticoid response element and is thus competing with DNA sites for binding 

to the glucocorticoid receptor (Kino et al., 2010).  

Rather than acting as molecular decoys, lncRNA could modulate transcription by recruiting 

factors at target gene promoters or acting as transcription factor co-activators. For example, a 

lncRNA produced at the 5’ regulatory region of the cyclin D1 (CCND1) gene in response to 

genotoxic stress tethers and modulates the activity of the RNA-binding protein TLS 

(translocated in liposarcoma) which in turn inhibits the activity of the histone acetyltransferases 

CBP (CREB binding protein) and EP300, leading to CCND1 transcriptional repression (Wang 

et al., 2008). The lncRNA Evf-2 (DLX6-AS1) forms a stable complex with the homeodomain-

containing protein DLX2 to induce expression of the adjacent genes at the DLX5/6 locus (Feng 

et al., 2006). In this later case, the Evf-2 lncRNA functions as a co-factor regulating 

transcription factor activity. 

Other lncRNAs regulate transcription by controlling transcription factor trafficking. As such, the 

lncRNA NRON (non-protein coding RNA, repressor of NFAT) interacts with importin-beta 

family members to inhibit nuclear translocation of the inactive dephosphorylated nuclear factor 

of activated T cells (NFAT) trans-activator (Willingham et al., 2005). 

 

LncRNAs and epigenetics. LncRNAs have been implicated in the control of gene expression 

through the recruitment of epigenetic modifiers at specific genomic loci. In eukaryotic 

chromatin, epigenetic regulation is conveyed by covalent modifications of DNA (methylation, 

hydroxymethylation), modifications of histone tails (acetylation, methylation, phosphorylation, 

ubiquitinylation) and the incorporation of various histone variants. These modifications locally 

change chromatin organization and regulate gene expression without changes in the DNA 

sequence. A number of evidences indicate that lncRNAs, acting as guides targeting enzymes 

involved in chromatin modifications, are part of this picture (Figure 3).  

The lncRNA HOTAIR (HOX transcript antisense RNA) is transcribed from the HOXC locus and 

targets Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2) to silence distantly located genes, including 

genes at the HOXD locus and hundreds of other genes on various chromosomes (Rinn et al., 

2007; Zhang et al., 2015). Components of PRC2 trimethylate lysine 27 of histone H3 

(H3K27me3) establishing the silent chromatin state (Völkel and Angrand, 2007; Völkel et al., 

2015). Interestingly, HOTAIR also binds the LSD1-CoREST complex which possesses a lysine 

4 of histone H3 demethylase activity, thus removing an active H3K4me2 chromatin mark (Tsai 

et al., 2010). Furthermore, deletion analysis of HOTAIR revealed that distinct parts of the 

lncRNA interact with PRC2 and LSD1 indicating that HOTAIR is able to bridge two independent 
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chromatin modifying activities at a target locus. Indeed, the knockdown of HOTAIR is 

responsible for the concomitant loss of occupancy of PRC2 and LSD1, and concurrent loss of 

H3K27me3 and gain of H3K4me2 at target loci. Then, HOTAIR acts as an RNA scaffold 

targeting two different histone modification activities involved in heterochromatin formation.  

The interplay between one lncRNA and different chromatin modifying complexes is also found 

at the INK4A tumor-suppressor locus. The antisense lncRNA ANRIL (antisense noncoding 

RNA in the INK4 locus, CDKN2B-AS) which is produced by the INK4B/ARF/INK4A locus binds 

specifically two Polycomb proteins, CBX7 (PRC1) and SUZ12 (PRC2). Disruption of interaction 

with both PRC1 and PRC2 proteins impacts the transcriptional repression at the INK4B locus 

in cis (Yap et al., 2010; Kotake et al., 2011). As another example, the lncRNA KCNQ1OT1 

(KCNQ1 opposite strand/antisense transcript 1) mediates bidirectional silencing by interacting 

with chromatin and recruiting the PRC2 complex, as well as the histone methyltransferase G9a 

(EHMT2), resulting in an increase in the repressive histone modifications H3K27me3 and 

H3K9me3 at the KCNQ1 domain (Panday et al., 2008). Thus, similar to HOTAIR and ANRIL, 

KCNQ1OT1 represents a prototype of a scaffold RNA recruiting multiple sets of chromatin 

modifying activities involved in target gene silencing. Approximately 20% of lncRNAs, including 

HOTAIR, ANRIL, KCNQ1OT1, but also XIST, RepA, HEIH, PCAT-1, H19 or linc-UBC1 (Zhao 

et al., 2008; Maenner et al., 2010; Yang et al., 2011; Prensner et al., 2011; Luo et al., 2013; 

He et al., 2013), are believed to guide PRC2 activity to target genes, indicating that lncRNA-

mediated targeting of PRC2 at chromatin is a widely used strategy to repress gene expression 

through a chromatin reorganization mechanism (Khalil et al., 2009).  

In contrast, the lncRNA HOTTIP (HOXA transcript at the distal tip) mediates transcriptional 

activation by controlling chromatin modification and organization (Wang et al., 2011). HOTTIP 

is produced from the 5’-end of the HOXA locus, downstream of HOXA13. The knockdown of 

HOTTIP decreases expression of HOXA genes in cis, with an efficacy that correlates with the 

proximity of the HOXA genes relative to the HOTTIP transcriptional unit. At the target genes, 

knockdown of HOTTIP results in the loss of activating H3K4me3 and H3K4me2 epigenetic 

marks, together with the decreases in occupancy of the MLL1 protein complex responsible for 

the establishment of these histone modifications. Furthermore, chromosome conformation 

capture carbon copy (C5) assays revealed abundant long-range looping interactions, bridging 

the transcribed target HOXA genes into proximity of the HOTTIP transcriptional unit. Thus, the 

mechanism by which the lncRNA HOTTIP controls HOXA expression relies on its potential to 

guide the histone methyltransferase MLL1 at target HOXA gene promoters, and on the 

formation of chromatin loops that connect distantly expressed HOXA genes to HOTTIP 

transcripts. 
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A role of lncRNAs in chromatin loop formation has also been described for the lncRNA CCAT1-

L (Xiang et al., 2014). Indeed, CCAT1-L, is transcribed from a locus upstream of MYC and 

plays a role in MYC transcriptional regulation by promoting long-range chromatin looping. 

Thus, lncRNAs, through the recruitment of chromatin modifiers and/or the induction of 

chromatin loops will modulate the chromatin conformation and will format the genome in a 

particular configuration. This lncRNA-mediated genome formatting emerges as a crucial and 

fundamental mechanism by which lncRNA may act on gene expression programs.  

 

H19, a prototype of a multitask lncRNA. As discussed above, lncRNAs can regulate genome 

expression through different molecular mechanisms. However, several lncRNAs use multiple 

strategies that, in combination, may be required for their biological function. The action of the 

lncRNA H19 on gene expression illustrates the complexity of the combinatorial mechanisms 

of regulation achieved by a single lncRNA. H19 was the first lncRNA discovered (Brannan et 

al., 1990). Furthermore, H19 and its neighboring IGF2 gene located at position 11p15.5 are 

subjected to genomic imprinting and the study of the gene regulation at this locus serves as a 

model for understanding the molecular mechanisms involved in this genomic regulation. In 

addition, alterations of gene expression at the H19/IGF2 locus are associated to malignancies 

and developmental disorders. Loss of heterozygosity including loss of imprinting could be 

responsible for a loss of expression or a biallelic expression of these genes. Patients suffering 

from Beckwith-Wiedemann syndrome (BWS, OMIM 130650; Choufani et al., 2010) exhibit a 

loss of H19 expression and a biallelic expression of IGF2. BWS is associated with fetal and 

postnatal overgrowth and increased risk of embryonic or childhood cancers such as Wilm’s 

tumors. Loss of IGF2 expression with a biallelic H19 expression is responsible for 20 to 60% 

of cases of Silver-Russel syndrome (SRS, OMIM 180860; Penaherrera et al., 2010). SRS is 

an intrauterine growth delay associated to an altered postnatal growth with facial dysmorphia 

and corporal asymmetry. Numerous studies including ours indicate that H19 may play a key 

role in tumorigenesis and could contribute to tumor progression and aggressiveness. H19 

overexpression has also been reported in various cancer tissues including breast 

(Adriaenssens et al., 1998; Lottin et al., 2002), bladder (Cooper et al., 1996), lung (Kondo et 

al., 1995), and esophageal cancers (Hibi et al., 1996). Several lines of evidence indicate that 

H19 could play a role in tumor invasion and angiogenesis. In breast cancer, the oncogenic role 

of H19 has been well established (Berteaux et al., 2005), even if the precise molecular 

mechanisms involved in tumorigenesis are not yet fully understood. 

At the H19/IGF2 locus, both genes share a common set of enhancers located downstream of 

the H19 gene (Figure 4). The ICR (imprinting control region), located 2 kbp upstream of the 

H19 promoter, controls the monoallelic expression of H19 and IGF2 by insulating 

communication between the 3’ enhancers and the IGF2 promoter. The chromatin insulator 
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property of the H19/IGF2 ICR is regulated by the insulator CTCF (CCTC-binding factor), which 

binds specifically to the unmethylated maternal allele. On the paternal allele, the ICR 

methylation does not allow CTCF binding and leads to IGF2 expression (reviewed in Lewis 

and Murrel, 2004). The H19/IGF2 locus contains other differentially methylated regions 

(DMRs), with DMR1 being a methylation-sensitive silencer and DMR2 being a methylation-

sensitive activator (Constancia et al., 2001; Murrell et al., 2004). CTCF binding to the maternal 

ICR regulates its interaction with matrix attachment region 3 (MAR3) and DMR1 at IGF2, thus 

forming a tight loop around the maternal IGF2 locus which may contribute to its silencing. 

These interactions restrict the physical access of distal enhancers to the IGF2 promoter 

(Weber et al., 2003; Murrell et al., 2004; Kurukuti et al., 2006). Furthermore, several lncRNAs 

are produced at the H19/IGF2 locus adding further complexity to the locus regulation. The first 

antisense transcript at the H19/IGF2 locus is the lncRNA IGF2-AS (3-4 kb) discovered in 1991 

in chicken (Rivkin et al., 1993; Moore et al., 1997). IGF2-AS and IGF2 are coregulated at the 

transcriptional levels but the function of this IGF2-AS lncRNA remains unclear. The lncRNA 

91H (about 120 kb) is transcribed from the maternal allele (Berteaux et al., 2008). Recently, at 

the same position, a new protein coding gene HOTS (6 kbp) has been described (Onyango et 

al., 2011) but the relationship between the HOTS and 91H is still not clear. However, these 

two transcripts are transcribed in an antisense orientation compared to H19. An additional 

lncRNA produced by the H19/IGF2 locus has been identified (Court et al., 2011). This PIHit 

(paternally expressed IGF2/H19 intergenic transcript) lncRNA is a 5-6 kb transcript expressed 

from the paternal allele after birth. Thus, the genomic organization of coding and non-coding 

transcripts illustrates the complexity of the interleaved networks of lncRNAs expressed from 

the H19/IGF2 locus. 

To complicate matters further, H19 lncRNA mechanisms of action appear to be extremely 

diverse, acting at various levels (Figure 5). H19 has been shown to guide chromatin modifying 

enzymes to specific loci. In particular, Luo et al. (2013) have shown that H19 binds to and 

recruit the histone methyltransferase EZH2 at the E-cadherin promoter, leading to an increase 

in H3K27me3 repressive marks and to the silencing of the E-cadherin gene in bladder cancer. 

PRC2 protein members are not the only chromatin modifying factors interacting with H19 since 

it has been shown that this lncRNA physically binds to the methyl-CpG-binding domain protein 

1 (MBD1). The H19-MBD1 complex is then recruited at several imprinted genes including 

IGF2, SLC38A4 and PEG1 (Monnier et al., 2013). This recruitment also induces methylation 

at lysine 9 of histone H3 (H3K9me3), probably via the additional interaction with an H3K9 

histone methylransferase.  

The multifaceted action of H19 is also illustrated by its dual interaction with miR pathways. On 

one hand, the lncRNA H19 acts as miR sponge to sequester miR-106a as well as the mir-let7 

family members (Kallen et al., 2013; Imig et al., 2015). On the other end, H19 serves as a 
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precursor of miR-675 that will in turn, post-translationally regulate a number of targets involved 

in cell tumorigenicity, including RB, IGFR1, SMAD1, SMAD5, CDC6, NOMO1 or RUNX1 (Cai 

and Cullen, 2007; Tsang et al., 2010; Keniry et al., 2012; Gao et al., 2012; Zhuang et al., 2014; 

Dey et al., 2014). The role of H19 in tumor progression could also be mediated through its 

interaction with the tumor-suppressor TP53 protein. This association results in partial TP53 

inactivation (Yang et al., 2012). 

Several evidences also indicate that the H19 lncRNA controls IGF2 expression at the 

translational and/or post-translational levels (Li et al., 1998), suggesting that other mechanisms 

by which H19 exerts its action remain to be deciphered. Similarly, the possible role of RNA 

duplex formation between H19 and the antisense transcripts 91H and HOTS requires 

investigations. 

 

LncRNAs in human diseases. Given the wide range of molecular actions achieved by the 

lncRNAs and their roles in various physiological processes, it is not surprising that they have 

been shown to be involved in many human diseases. A number of data indicate that alterations 

of lncRNA expression lead to tumorigenesis through changes at the chromatin, transcriptional 

or post-transcriptional levels that impact target genes expression (Table I). Since lncRNAs are 

regulating a different cellular pathways, growing evidences suggest that they could play a role 

in a large number of other human disorders including metabolic diseases, neurodegenerative 

and psychiatric disorders, cardiovascular and immune dysfunctions (Esteller, 2011; Harries, 

2012; Shi et al., 2013; Clark and Blackshaw, 2014). 

 

Perspectives and concluding remarks. LncRNAs represent a large part of the transcriptome 

and a very heterogeneous class of transcripts in terms of genomic organization and modes of 

action. Many of them are considered as key regulators of gene expression and thus, lncRNAs 

constitute an additional layer controlling the cellular programs. LncRNAs regulate diverse 

expression steps at the levels of chromatin rearrangement, transcriptional control and/or post-

transcriptional processing. By these actions, lncRNAs are involved in numerous physiological 

functions and in many cases lncRNA alterations are associated with human disorders.  

The fact that lncRNAs can be deregulated in tumors and other human pathologies, make them 

attractive candidates as biomarkers and as targets for therapy. LncRNAs may be down-

regulated at the RNA levels by targeting their sequence. As so, short interfering RNAs 

(siRNAs) designed to perfectly match exact stretches of nucleotides, guarantee a high degree 

of specificity leading to lncRNA degradation. The power of the siRNA approach is illustrated 

by the success of a number of preclinical studies where siRNAs targeted mRNAs (Kaur et al., 

2014). Similar approaches can thus be envisioned to target non-coding RNAs. Indeed, siRNAs 

have also been used to target miRs, leading to heart regeneration in an in vivo mouse model 
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(Aguirre et al., 2014) and the use of siRNAs has been proposed in a therapeutic strategy 

targeting the lncRNA HOTAIR in endometrial carcinoma (Huang et al., 2014). Similarly, 

antisense oligonucleotides, single-strand DNA or RNA molecules of 8 to 50 nucleotides can 

be used to target lncRNA. Specifically, in vivo and in vitro experiments revealed that antisense 

oligonucleotides directed against the lncRNA MALAT1 inhibit its expression and drastically 

reduce lung cancer metastasis (Gutschner et al., 2013; Tripathi et al., 2013). 

In this context, further exploration in the complexity of the lncRNA world promises the 

emergence of novel therapeutic opportunities. 
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TABLE 

 

Table I. Examples of lncRNAs associated with human disorders 

lncRNA Cancer/disease Mechanisms of Action References 

ANRIL Neurofibromatosis type 1, 
prostate cancer, melanoma, 
acute lymphoblastic 
leukemia 

Chromatin modification via 
the recruitment of  the PRC2 
at the INKB/ARF/INK4A 
tumor suppressor locus 

Pasmant et al., 2007; 
2011; Yap et al., 2010; 
Iacobucci et al., 2011 

HOTAIR Hepatocellular carcinoma, 
colorectal cancer, breast 
cancer, glioblastomas 

Chromatin modification via 
the recruitment of PRC2 and 
LSD1 in trans.  

Gupta et al., 2010; 
Yang et al., 2011; 
Kogo et al., 2011; 
Zhang et al., 2015   

H19 Colorectal, gastric, breast, 
lung, esophageal, bladder, 
pancreas, ovary cancers 

Chromatin modification via 
the recruitment of PRC2; 
Decoy for miR-Let-7; source 
of miR-675; TP53 
inactivation 

Kondo et al., 1995; 
Hibi et al., 1996;  
Cooper et al., 1996; 
Lottin et al., 2002; 
Berteaux et al., 2005; 
Tsang et al., 2010; 
Yang et al., 2012; Luo 
et al., 2013 ; Ma et al., 
2014; Zhuang et al., 
2014 

HEIH Hepatocellular carcinoma Chromatin modification via 
the recruitment of PRC2 

Yang et al., 2011 

PCAT-1 Prostate cancer Chromatin modification via 
the recruitment of PRC2 

Prensner  et al., 2011 

linc-UBC1 Bladder cancer Chromatin modification via 
the recruitment of PRC2 

He et al., 2013 

BACE1-AS Alzheimer’s disease Increase in mRNA stability Faghihi et al., 2008 

GAS5 Breast, bladder cancers Decoy for the glucocorticoid 
receptor; regulation of CDK6 
expression 

Mourtada-Maarabouni 
et al. 2009 ; Kino et 
al., 2010 

PTENP1 Prostate cancer miR decoy Poliseno et al., 2010 

KCNA2-AS Neuropathic pain Decrease of KCNA2 
expression 

Zhao et al., 2013 

MIAT Schizophrenia Component of the nuclear 
matrix involved in mRNA 
splicing 

Barry et al., 2014 

MALAT1 Lung cancer Alternative splicing 
regulation 

Schmidt et al., 2011 
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FIGURE LEGENDS. 

 

Figure 1. Functional mechanisms of lncRNA action at the post-transcriptional levels. (A) 

mRNA stabilization. Base pairing between specific regions of a long non-coding antisense 

RNA and its sense transcript induces stabilization of the target mRNA and increases protein 

abundance. (B) mRNA degradation. Staufen double-stranded RNA-binding protein 1 (STAU1)-

mediated mRNA decay is induced when base pairing is formed between the mRNA and a 

lncRNA. (C) Ribosome targeting. Through homologous base pairing with mRNAs and 

interactions with ribosomal proteins lncRNAs target transcripts to ribosomes or prevent 

translation. (D) Regulation of splicing. Base pairing between mRNAs and lncRNAs may 

prevent splicing by masking the spicing sites. In addition, lncRNAs are also implicated in the 

formation and maintenance of nuclear structures involved in alternative splicing of nascent 

transcripts. (E) miR sponge. By sequestering miRs through base pairing formations, lncRNAs 

affect the expression of the miR target genes. (F) Precursor of miRs. LncRNAs can serve as 

a source of miRs after processing. 

LncRNAs are shown in red, whereas mRNAs are in blue. See text for examples. 

 

Figure 2. Functional mechanism of action at the levels of transcriptional regulation. (A) 

LncRNA may regulate transcription by virtue of RNA-DNA triplex formation preventing the 

formation of the transcription initiation complex at promoters. (B) LncRNAs can act as decoys 

by titrating transcription factors away from their cognate promoters. (C) LncRNAs can regulate 

transcription through the targeting of transcription factors to promoters or acting as co-factors 

involved in transcription factor activity. (D) LncRNA can also control transcription factor 

trafficking.  

LncRNAs are shown in red. 

 

Figure 3. Examples of lncRNAs controlling chromatin organization. (A) HOTAIR 

represses transcription in trans by recruiting two different chromatin modifying activities. The 

PRC2 complex produces the repressive H3K27me3 marks, whereas the LSD1-CoREST 

complex is responsible for the removal of the active H3K4me2/3 marks. (B) The ANRIL lncRNA 

represses transcription in cis at the INK4B/ARF/INK4A locus by recruiting the Polycomb 

repressive complexes PRC1 and PRC2. (C) The HOTTIP lncRNA activates genes by recruiting 

the histone modifier complex WDR5-MLL which is responsible for H3K4me3 methylation, and 

by mediating long-range chromatin looping at one extremity of the HOXA locus. 

Purple hexagons represent H3K27me3 repressive marks, whereas green hexagons illustrate 

H3K4me3 activating marks. 
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Figure 4. Schematic representation of the transcriptional complexity at the H19/IGF2 

locus. Non-coding transcripts at the H19/IGF2 are shown as blue squares when they are 

expressed. Coding genes are in green, when expressed. The differences in gene expression 

between the paternal and maternal alleles are shown. The DNA methylation status of the 

regulatory elements ICR (imprinting control region) and DMRs (differentially methylated 

regions) is indicated for the paternal and maternal alleles. 

 

Figure 5. The multifaceted action of the lncRNA H19. The lncRNA H19 controls genome 

expression at multiple levels. H19 acts on chromatin organization through the recruitment of 

chromatin modifying complex PRC2 (1) and on post-transcriptional control as a miR decoys 

sequestering miR-106a and miR-let7 (2) or as a precursor for miR-675-5p and miR-675-3p (3). 

H19 also interact with p53 (TP53) and inactivate the tumor suppressor protein action (4). 

Furthermore, possible base pairing between H19 and the antisense transcripts 91H and HOTS 

may have biological outcomes (5). 
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RESUME 

Le locus H19/IGF2 est soumis à l’empreinte génomique. A partir de l’allèle maternel, deux 

ARN non codants sont exprimés : H19 et 91H. Ces ARN sont fréquemment surexprimés dans 

les cancers du sein mais leurs fonctions et/ou modes d’action lors de la tumorigenèse ne sont 

pas encore définis. 

L’ARN H19 est le précurseur de microARN (miR-675) dont aucune cible n’a été décrite dans 

la glande mammaire. Dans un premier temps, nous avons donc recherché et validé plusieurs 

cibles de ces microARN permettant d’expliquer les propriétés oncogéniques d’H19. En effet, 

le miR-675 régule l’expression des gènes c-Cbl, Cbl-b et FADD dans les cellules cancéreuses 

mammaires. Ces nouvelles régulations permettent l’augmentation de la prolifération cellulaire, 

la migration/invasion mais aussi la résistance aux apoptogènes. Dans cette étude, de manière 

inattendue et surprenante, nous avons également découvert un nouveau mécanisme de 

recrutement des microARN. Nous montrons que les protéines associées aux ARNm peuvent 

favoriser le recrutement du complexe RISC, mais surtout moduler l’action de celui-ci. 

De plus, dans certains cancers, l’ARN H19 peut s’associer aux protéines, notamment la 

protéine P53 dans les cancers gastriques, pour moduler leur fonction. Dans le cancer du sein, 

cette interaction empêche l’action de la protéine P53 fonctionnelle et favorise sa dégradation. 

Un nouveau mécanisme de régulation de P53 a donc été identifié. Ce mécanisme peut être 

responsable de certaines résistances tumorales aux thérapies.  

Par ailleurs, nous avons mis en évidence le rôle du gène H19 dans la formation et le maintien 

des cellules souches. Cette nouvelle fonction peut permettre à l’ARN H19 de promouvoir 

l’initiation ou la récidive tumorale. Néanmoins, le mécanisme associé à l’ARN H19 dans cette 

population n’est pas encore établi. 

Pour finir, les fonctions du long ARN non codant 91H dans les cellules cancéreuses 

mammaires ont été étudiées. Cet ARN possède des propriétés oncogéniques et permet 

l’expression des gènes H19 et IGF2 en modulant la conformation de la chromatine au locus. 

Pour conclure, j’ai identifié plusieurs modes d’action de l’ARN H19 lui permettant de 

promouvoir l’apparition de la tumeur, sa progression ou encore ses résistances aux thérapies. 

J’ai également défini le rôle de l’ARN 91H au locus H19/IGF2, ainsi que sa fonction lors de la 

tumorigenèse. 

Mots clefs : H19, 91H, long ARN non codant, microARN, cancer du sein, cellules souches. 
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