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Résumé 

 H19 est un long ARN non codant jouant un rôle clé dans la tumorigenèse et la 

progression tumorale de nombreux cancers. Notre équipe a montré que l’expression du gène 

H19 est activée par E2F1, réprimée par des suppresseurs de tumeur comme p53 et RB, et 

impliquée dans le cycle cellulaire des cellules cancéreuses mammaires. 

 Mes travaux de thèse démontrent que H19 interagit avec p53 dans les cellules 

cancéreuses mammaires. Ceci entraîne la dégradation de p53, et altère son activité en 

empêchant sa translocation dans le compartiment nucléaire. Nous montrons que H19 

interagit non seulement avec p53 mais aussi avec MDM2, formant un complexe ternaire. De 

plus, H19 réduit l’activité transcriptionnelle de p53 et empêche l’arrêt du cycle cellulaire, 

l’induction de l’apoptose et la sénescence des cellules après endommagement de leur ADN. 

En outre, nous mettons en évidence que l’expression de H19 favorise l’instabilité génomique, 

entraînant l’accumulation de mutations. Ensuite, nous avons analysé l’implication de H19 dans 

la réponse aux dommages de l’ADN. Nous montrons que H19 réprime la phosphorylation du 

variant d’histone H2AX. Ceci s’accompagne d’une augmentation de l’activité de réparation par 

jonction des extrémités non homologues (NHEJ) et par recombinaison homologue (HR). Des 

essais comètes révèlent que l’expression de H19 réduit la proportion de cassures de l’ADN, 

suggérant que H19 permet l’accélération de la réparation de l’ADN. Enfin, nous avons étudié 

l’implication ainsi que la contribution relative de H19 et de son miR-675 dans l’augmentation 

du potentiel métastatique mammaire. Nous montrons que H19 comme le miR-675 favorisent 

la migration et l’invasion des cellules, ainsi que leur clonogénicité. H19 induit la transition 

épithélio-mésenchymateuse des cellules, mais le miR-675 semble augmenter l’expression des 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux, suggérant un phénotype hybride ou une 

transition mésenchymo-éphithéliale. De plus, nous montrons pour la première fois que le miR-

675, comme H19, favorise le phénotype souche des cellules cancéreuses mammaires. 

 Pour conclure, mes résultats de thèse mettent en évidence de nouveaux mécanismes 

impliquant le lncRNA H19 dans la tumorigenèse et la progression tumorale mammaire, 

suggérant ainsi un rôle pertinent pour H19 en tant que marqueur diagnostic et thérapeutique. 

Mots-clés : H19, long ARN non codant, miR-675, cancer du sein, instabilité génomique, 

métastase, cellule souche cancéreuse 
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Abstract 

 H19 is a long non-coding RNA 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 E2F1, repressed by p53 and RB tumor suppressors and implicated in breast 

cancer cell cycle progression. 

 My PhD work demonstrates that H19 can interact with p53 in breast cancer cells. This 

interaction induces p53 degradation but also impairs p53 function by preventing its 

translocation into the nuclear compartment. We show that H19 interacts not only with p53 

but also with MDM2 to form a ternary complex. Moreover, H19 reduces p53 transcriptional 

activities and impairs cell cycle blockage, apoptosis induction and senescence of cells after 

DNA damage. Furthermore, we highlight that H19 expression favors also genetic instability, 

allowing for the accumulation of gene mutations. Thereafter, we investigated the implication 

of H19 during the DNA damage response. We show that H19 expression represses the 

activation of histone variant H2AX. Interestingly, this is accompanied by enhanced repair 

mechanisms such as non-homologous end-joining (NHEJ) and homologous recombination 

(HR). Comet assays revealed that H19 expression reduces the DNA breaks proportion, 

suggesting that H19 accelerates DNA repair. Finally, we determine the implication but also the 

relative contribution of H19 and its miR-675 in the enhancement of breast cancer metastatic 

potential. We show that both H19 and miR-675 enhance cell migration and invasion as well as 

colony formation. H19 induces epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) but interestingly, 

miR-675 seems to simultaneously increase the expression of both epithelial and mesenchymal 

markers, suggesting the induction of a hybrid phenotype or mesenchymal-to-epithelial 

transition (MET). Finally, we demonstrated for the first time that miR-675, like its precursor 

H19, increases stemness properties of breast cancer cells.  

 To conclude, our findings highlight new mechanisms of lncRNA H19 in breast cancer 

tumorigenesis and aggressiveness, thus suggesting an interesting role for H19 as a prognostic 

and therapeutic marker. 

 

Keywords : H19, long non-coding RNA, miR-675, breast cancer, genetic instability, metastasis, 

cancer stem cells 
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I – La glande mammaire 

A- Anatomie & histologie 

Le sein est un organe retrouvé chez tous les mammifères et qui assure la sécrétion du 

lait après l’accouchement. Sa structure varie selon l’âge, le cycle menstruel et l’état 

reproducteur de la femme. Le sein est constitué d’une glande mammaire exocrine entourée 

de tissu graisseux (Figure 1). L’ensemble de cette structure repose sur les muscles pectoraux, 

et son intégrité est assurée par un tissu conjonctif composé des crêtes fibro-glandulaires de 

Duret et des ligaments suspenseurs de Cooper. En surface, la peau entourant le mamelon est 

fine et pigmentée, constituant l’aréole. C’est au niveau de cette zone que l’on retrouve les 

glandes sébacées de Morgagni, qui s’hypertrophient pendant la grossesse et prennent le nom 

de tubercules de Montgomery. 

 

Figure 1. Anatomie et structure de la glande mammaire. 
Représentation schématique d’une coupe sagittale de sein et de la paroi thoracique antérieure chez la 
Femme. La glande mammaire est formée de tissus épithéliaux et de tissus adipeux, reposant sur les 
muscles pectoraux. La glande est composée de 15 à 25 lobes irréguliers dont les canaux aboutissent au 
niveau du mamelon, où sera expulsé le lait maternel. Les lobes sont eux-mêmes divisés en 20 à 40 
lobules composés d’une arborescence de 10 à 100 acini. L’acinus est l’unité de base de production de 
lait maternel, qui sera sécrété dans le canalicule puis dans les canaux intra- et interlobulaire pour 
aboutir dans le canal galactophore jusqu’au mamelon. (Adapté de Medical Illustrations by Patrick J. 
Lynch et de www.santeallaitementmaternel.com). 
 

La glande mammaire est de type tubulo-alvéolaire : elle est constituée de 15 à 25 lobes 

irréguliers. Ces lobes sont enfouis dans du tissu graisseux et séparés par un tissu conjonctif 

dense. Chaque lobe est relié à un canal galactophore (ou canal de premier ordre) qui aboutit 

http://www.santeallaitementmaternel.com/
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à un orifice à la surface du mamelon. Ce canal galactophore se ramifie progressivement en 

profondeur du sein pour évoluer en canaux interlobulaires (ou canaux de second ordre), 

aboutissant chacun à un lobule. Les lobules sont séparés entre eux par un tissu conjonctif plus 

ou moins dense, et sont composés de nombreuses alvéoles ou acini. Les acini se présentent 

sous la forme d’une cavité arrondie : ils sont caractérisés par une lumière entourée de cellules 

épithéliales lactocytaires, elles-mêmes surplombées de cellules myoépithéliales. Les acini sont 

rattachés via un canalicule au canal intralobulaire (ou canal de troisième ordre) qui est lui-

même connecté au canal interlobulaire (Figure 1). 

 La structure formée par un canal lobulaire et un lobule est appelée unité terminale 

ducto-lobulaire (UTDL) : cette UTDL est l’unité de base de la glande puisqu’elle est responsable 

de la production du lait. L’UTDL est très sensible aux variations hormonales, la rendant de 

cette façon propice au développement tumoral. En effet, bien que les différents types de 

cancers du sein aient été pendant longtemps distingués selon leur origine canalaire ou 

lobulaire, il est maintenant démontré que ce type de classification n’est pas valable car la 

grande majorité des cancers mammaires tiennent leur origine des UTDL (Wellings et Jensen, 

1973). 

 

Figure 2. Histologie de la glande mammaire. 
A gauche, coupe histologique de la glande mammaire. On distingue les structures constitutives que 
sont les lobules (eux-mêmes composés d’acini) et les canaux, ainsi que le tissu conjonctif mammaire 
comprenant le stroma interlobulaire. A droite, grossissement d’un lobule où l’on peut distinguer dans 
chaque acinus les cellules épithéliales glandulaires responsables de la sécrétion de lait maternel, et les 
cellules myoépithéliales en surplomb. (Adapté de www.proteinatlas.org).  

http://www.proteinatlas.org/
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Au niveau histologique, on retrouve au niveau de l’UTDL deux principaux types 

cellulaires : une couche luminale interne composée de cellules épithéliales appelées 

lactocytes qui sécréteront le lait, et une couche basale externe composée de cellules 

myoépithéliales. Ce sont ces cellules myoépithéliales qui, par leur contraction suite au 

stimulus de succion lors de l’allaitement, permettront l’éjection du lait vers les canaux 

galactophores. L’UTDL repose sur un tissu conjonctif mammaire composé de laminine et de 

collagène IV. Ce tissu conjonctif contiendrait également des cellules souches mammaires 

bipotentes : leur présence pourrait expliquer les capacités de renouvellement et de 

transformation singulières des tissus mammaires (Visvader, 2009). Le tissu conjonctif 

mammaire est lâche et richement vascularisé par les circulations sanguine et lymphatique, 

mais on y retrouve également des fibres nerveuses (Figure 2). Ce tissu peut être divisé en 2 

catégories : le stroma interlobulaire, qui entoure les UTDL et qui est plus dense que le stroma 

intralobulaire, qui entoure les acini. On retrouve dans ce stroma intralobulaire différents types 

cellulaires, comme des adipocytes, des fibroblastes, des lymphocytes ou encore des 

macrophages (Arendt et al., 2010). 

B- Développement de la glande mammaire 

La glande mammaire est un des rares organes qui atteint sa forme mature bien après 

la naissance, puisqu’elle continue à se développer tout au long de la vie (Gjorevski et Nelson, 

2011; Watson et Khaled, 2008). En effet, son développement est régi par trois périodes 

précises au cours de la vie de l’individu : le développement embryonnaire, la puberté et la 

reproduction. La majorité des connaissances actuelles proviennent de l’étude de la glande 

mammaire chez la souris étendue par analogie à l’homme. En effet, même s’il existe des 

différences structurales et hormonales entre les modèles humain et murin, la grande majorité 

des gènes de ces 2 espèces (75 à 80%) présentent une relation orthologue. De plus, la glande 

mammaire de la souris est propice aux expériences in vivo et in vitro. Ceci a permis de mettre 

en évidence les mécanismes sous-jacents principaux du développement de la glande 

mammaire, notamment les interactions épithélium-mésenchyme, le contrôle de la régulation 

hormonale et les communications intercellulaires. 

 Pendant la 4ème semaine du développement embryonnaire, un épaississement de 

l’ectoderme prend forme à partir de la future aisselle jusqu’à la future aine : c’est la crête 

mammaire (ou ligne lactéale). Le long de cette crête vont apparaître de petits épaississements 
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symétriques appelés bourgeons mammaires primitifs. Les bourgeons mammaires subsisteront 

à la 6ème semaine de développement, au contraire de la crête mammaire qui disparaîtra. A 

partir du 5ème mois de développement, les bourgeons mammaires vont émettre des 

prolongements dans le mésoderme qui vont ensuite se ramifier et se dilater à leur extrémité. 

Ces prolongements vont se creuser, faisant apparaître une lumière en leur centre : ce sont les 

futurs canaux galactophores. Ainsi, à la naissance, la même structure rudimentaire de glande 

mammaire est présente à la fois chez l’homme et chez la femme. Chez la femme, le 

développement de la glande mammaire se poursuivra au moment de la puberté puis plus tard 

au cours des futures grossesses, alors que chez l’homme sa croissance sera modeste et restera 

à ce stade (Russo et Russo, 2004). 

 A la naissance, la glande mammaire n’est constituée que d’une simple structure 

épithéliale canalaire dans un pseudo-coussin adipeux. Son développement sera très lent. A la 

puberté, l’apparition des cycles menstruels va permettre l’action d’hormones de croissance et 

des hormones sexuelles (œstrogènes, progestérone). La prolifération des cellules épithéliales 

mammaires sera stimulée, entraînant une expansion rapide du réseau canalaire et l’apparition 

à l’extrémité des canaux de bourgeons terminaux (Brisken et O’Malley, 2010). Les bourgeons 

terminaux sont des structures dynamiques permettant l’élongation des canaux et la formation 

de leur lumière centrale (Figure 3). Cette élongation permettra la ramification des canaux et 

la structuration du coussin adipeux mammaire, qui acquerra progressivement les 

caractéristiques de la glande mammaire adulte. De plus, à ce stade, le volume du sein va 

augmenter du fait de l’accumulation des dépôts lipidiques. Une pigmentation accompagnée 

d’une saillie de l’aréole et du mamelon se produisent également. 

 Les structures internes de la glande mammaire comme les alvéoles ne se développent 

pleinement qu’à la gestation. En effet, la grossesse provoque une forte concentration en 

progestérone, en œstrogènes et en prolactine placentaire. La progestérone et les œstrogènes 

permettent la production de facteurs de croissance comme le TGFα (transforming growth 

factor α), le MDGF-1 (mammary derived growth factor 1), l’IGF (insulin growth factor) et l’EGF 

(epidermal growth factor). Sous l’effet de ces facteurs, les acini se différencient et les canaux 

se développent pour prendre progressivement la place du tissu adipeux mammaire. Cette 

phase de prolifération et de différenciation se produit principalement pendant les vingt 

premières semaines de grossesse. 
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Figure 3. Evolution de la glande mammaire au cours de la vie de la femme. 
A la puberté, les structures canalaires se développent et se ramifient sous l’action des cycles menstruels 
et de la sécrétion des hormones sexuelles. Au moment de la grossesse, les acini se développent, se 
différencient et prennent progressivement la place du tissu adipeux mammaire. Lors de l’allaitement, 
grâce à la sécrétion de prolactine, les acini produisent et sécrètent le lait dans le canal galactophore. 
Enfin, la glande mammaire retournera à son état basal par involution. (Adapté de Shore et Rosen, 
2014). 

Pendant la grossesse et le développement de la glande mammaire, la production et la 

sécrétion de lait sont inhibées car l’expression de la progestérone bloque la prolactine. Lors 

de l’accouchement, le placenta est éliminé, ce qui provoque une modification de la balance 

d’expression des différentes hormones, et notamment de la balance progestérone/prolactine. 

La prolactine n’est plus inhibée et permet la production du lait maternel. Enfin, après la 

période d’allaitement, la glande mammaire va progressivement involuer jusqu’à retrouver son 

état quiescent post-pubertaire. Les cellules épithéliales et myoépithéliales développées 

pendant les premières semaines de la grossesse entrent alors en apoptose (Figure 3). 

 A la ménopause, du fait de la forte diminution des niveaux d’œstrogènes et de 

progestérone, les acini involuent jusqu’à disparaître complètement. Les cellules épithéliales 

glandulaires et myoépithéliales s’atrophient, et la lame basale se rigidifie. Le tissu conjonctif 

mammaire subit également des modifications, puisque la matrice extracellulaire qui le 

compose est altérée. Le sein sera alors majoritairement constitué de tissu fibro-adipeux. 
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II – Le cancer du sein 

 Malgré les récentes avancées thérapeutiques, le cancer du sein reste un enjeu médico-

social majeur. Il s’agit d’une pathologie dans laquelle de nombreux facteurs sont impliqués, 

qu’il s’agisse de facteurs intrinsèques (génétiques, hormonaux) ou de facteurs 

environnementaux (habitudes de vie, pollution). Le cancer du sein se traduit par une 

perturbation du fonctionnement normal des cellules de la glande mammaire, qui aboutira à 

leur développement anarchique. 

A- Epidémiologie 

 

 

Figure 4. Données statistiques sur le cancer du sein chez les femmes dans le monde en 2018. 
A. Estimation de l’incidence standardisée du cancer du sein chez les femmes selon l’âge dans le monde. 
B. Estimation de la mortalité standardisée du cancer du sein chez les femmes selon l’âge dans le monde. 
(Adapté de http ://gco.iarc.fr/today) 

http://gco.iarc.fr/today
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 D’après l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer du sein est la 1ère cause 

de décès par cancer chez les femmes dans le monde (Figure 4). Selon les statistiques les plus 

récentes, on estime le nombre de nouveaux cas par année à plus de 2 millions (soit 24,2% de 

tous les cancers chez les femmes) et le nombre de décès à 620000 (soit 15% de tous les décès 

par cancer chez les femmes) en 2018 (GLOBOCAN (Global Cancer Observatory), 2018). En 

France, on recensait en 2018 près de 60000 nouveaux cas de cancer du sein, ce qui le 

positionne à la 2ème place des cancers les plus fréquents en France et à la 1ère place chez la 

femme, en France comme dans le monde (Figure 5). Il s’agit également du cancer ayant la plus 

grande mortalité chez la femme, avec plus de 13000 décès en France en 2018 soit 15 à 20% 

des décès féminins par cancer (Cowppli-Bony et al., 2019). 

             

Figure 5. Données statistiques sur le cancer du sein chez les femmes en France en 2018. 
A. Estimation du pourcentage de nouveaux cas par cancer chez les femmes en France en 2018. 
B. Estimation du pourcentage de mortalité par cancer chez les femmes en France en 2018. 
(Adapté de http ://gco.iarc.fr/today) 
 

 Bien que la mortalité par cancer du sein chez les femmes soit en légère diminution en 

France, le nombre de nouveaux cas ne cesse d’augmenter chaque année (Figure 6). Ce 

phénomène peut en partie s’expliquer par la généralisation du dépistage organisé du cancer 

du sein en France depuis 2004. En effet, l’incidence du cancer du sein a connu une forte 

augmentation jusque 2005 (de 72,8 en 1990 à 97 en 2005), suivie d’une légère baisse (88) 

jusque 2012 (Figure 6). Cette baisse n’est pas exclusive à la France puisqu’elle a été rapportée 

dans plusieurs pays occidentaux. Elle concernerait les femmes de 50 à 69 ans (Molinié et al., 

2014). Parmi les éléments qui pourraient expliquer cette baisse, une hypothèse mettant en 

http://gco.iarc.fr/today
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avant à la fois le dépistage et l’arrêt progressif des traitements hormonaux de substitution 

(THS) a été émise. Les THS étaient prescrits pour remplacer les hormones œstrogéniques et 

progestatives qui ne sont plus produites physiologiquement par les ovaires après la 

ménopause. Les THS ont pour but de soulager les symptômes de la ménopause mais aussi de 

protéger les patientes contre la perte de densité osseuse (ostéoporose). Cependant, des effets 

carcinogènes ont été associés aux THS en 2002 (Rossouw et al., 2002), ce qui a abouti à un 

classement de ces molécules comme carcinogènes par l’OMS en 2005 et à un arrêt de leur 

prescription. 

 

Figure 6. Evolution de l’incidence et de la mortalité par cancer du sein de 1990 à 2018 en France.  
L’incidence et la mortalité sont exprimées en taux standardisés sur la population mondiale pour 100000 
personnes par année. (Adapté de Santé Publique France, 2019). 
 

Comme évoqué précédemment, le dépistage du cancer du sein a été généralisé en 

France, de façon à favoriser une détection et un diagnostic les plus précoces possibles. 

L’intérêt est de pouvoir intervenir plus facilement et de limiter les potentielles séquelles dues 

à certains traitements lourds. Dans le cadre de ce dépistage, un examen clinique (palpation 

des seins) par un professionnel de santé est recommandé tous les ans dès l’âge de 25 ans. En 

cas de risque plus élevé (âge, antécédents médicaux personnels ou familiaux, prédispositions 

génétiques), les modalités de dépistage sont adaptées selon le cas. 

B- Facteurs de risque 

 Le cancer du sein est une maladie multifactorielle (Lacey et al., 2009). Elle touche 

majoritairement les femmes : en effet, on estime qu’une femme sur 8 développera un cancer 

du sein au cours de sa vie, alors que les hommes ne représentent qu’environ 1% des cas de 

cancer du sein. Les facteurs de risques sont très variés, cependant le risque d’apparition de la 

maladie augmente fortement avec l’âge. Environ 80% des cancers du sein concernent des 
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femmes âgées de plus de 50 ans. Pour autant, il existe de nombreux autres facteurs de risque 

pouvant être associés à l’apparition d’un cancer du sein. Ces facteurs de risques sont liés au 

statut hormonal, au mode de vie et à l’environnement, ainsi qu’aux contextes familial et 

génétique de la personne atteinte (Dieterich et al., 2014; Nkondjock et Ghadirian, 2005) 

(Tableau 1). 

 Il existe ainsi des facteurs de risque liés à l’exposition aux hormones sexuelles 

endogènes, et ce quel que soit l’âge de l’individu (règles précoces, grossesse tardive, 

ménopause tardive). En lien avec ce facteur de risque, il est à noter qu’environ 2 cancers du 

sein sur 3 sont hormono-dépendants (Viale, 2012). Ces cancers présentent donc une 

dépendance aux hormones œstrogéniques et progestative. Les mécanismes responsables des 

effets carcinogènes des œstrogènes sont de 2 types (Yue et al., 2013) : d’une part, leur 

signalisation active grâce aux récepteurs aux œstrogènes régule l’expression de certains gènes 

et augmente la prolifération cellulaire, ce qui pourrait conduire à une plus grande chance de 

mutations lors des phases de réplication de l’ADN nécessaires. D’autre part, un mécanisme 

indépendant de ces récepteurs lié au métabolisme des hormones oestrogéniques peut 

expliquer leurs effets carcinogènes. En effet, l’œstradiol, membre principal des hormones 

oestrogéniques, peut être métabolisé par des enzymes de type cytochrome P450 dans le tissu 

mammaire, aboutissant à la synthèse de catéchols. Ces catéchols peuvent ensuite être eux-

mêmes métabolisés et former des quinones qui pourront provoquer des dommages au niveau 

de l’ADN et aboutir à des mutations (Cavalieri et al., 2006). L’exposition aux hormones 

oestrogéniques constitue ainsi un facteur de risque important d’apparition de cancer du sein. 
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 Facteur de risque Mécanisme(s) biologique(s) impliqué(s) 

Augmentation 

du risque 

Age avancé Exposition prolongée au milieu hormonal 

Age précoce des premières règles (< 12 ans) 
Exposition précoce et prolongée au milieu 

hormonal 

Ménopause tardive (après 55 ans) 
Production prolongée des hormones 

ovariennes 

Alcool (au moins 1 boisson alcoolique par 

jour) 

Augmentation des hormones sériques et de 

la production d’IGF 

Obésité (après la ménopause) et gain de 

poids (à partir de 18 ans) 

Augmentation de la concentration 

d’œstradiol libre sérique 

Densité mammographique (> 50%) 
Augmentation d’IGF avant la ménopause et 

de la prolactine après la ménopause 

Histoire familiale de cancer du sein 
Même environnement et style de vie, fonds 

génétique commun 

Mutations génétiques (BRCA1/2) Augmentation de l’instabilité génomique 

Radiations ionisantes (avant 40 ans) Dommages de l’ADN et de ses constituants 

Contraceptifs oraux 

Augmentation de l’exposition aux 

œstrogènes, suppression de la production 

d’œstradiol et de progestérone 

Maladies bénignes du sein 

Augmentation de l’hyperplasie des cellules 

épithéliales, diminution de la vitesse 

mitotique 

Diminution du 

risque 

Multiparité 

Accélération et différenciation des tissus 

mammaires, prolifération rapide de 

l’épithélium 

Allaitement (pendant au moins 25 mois) 
Réduction de la production d’œstrogènes et 

du rétablissement de l’ovulation 

Activité physique régulière 
Réduction de la production d’œstrogènes, 

maintien de l’équilibre énergétique 

Restriction énergétique (durant l’enfance et 

l’adolescence) 

Recul de la date d’apparition des premières 

règles, diminution des œstrogènes et de 

l’IGF1 

 

Tableau 1. Principaux facteurs de risque d’apparition du cancer du sein chez la femme.  
(Adapté de Nkondjock et Ghadirian, 2005). 
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C- Développement d’une tumeur mammaire 

1) Etapes du développement d’une tumeur mammaire 

 

Figure 7. Etapes du développement d’une tumeur mammaire.  
A. Coupes histologiques d’un UTDL mammaire normal, d’une hyperplasie, d’un carcinome canalaire in 
situ (CCIS), d’un carcinome canalaire invasif (CCI) et d’une métastase pulmonaire. B. Représentation 
schématique du développement d’une tumeur mammaire. Les cellules constituant un épithélium de 
sein peuvent subir des altérations génétiques et/ou épigénétiques, entraînant leur prolifération 
anarchique jusqu’au stade hyperplasique. Les cellules se dédifférencient et poursuivent leur 
prolifération, ce qui aboutit à la formation d’un carcinome in situ. Progressivement, les cellules vont 
acquérir les caractéristiques des cellules cancéreuses, et leurs modifications phénotypiques leur 
permettront ainsi de franchir la membrane basale pour former un carcinome invasif puis métastatique. 
(Adapté de Vargo-Gogola et Rosen, 2007). 
 

 Le développement du cancer du sein s’effectue en plusieurs stades (Vargo-Gogola et 

Rosen, 2007) (Figure 7). A partir d’un UTDL normal, il peut survenir des altérations génétiques 

et/ou épigénétiques qui entraîneront la prolifération incontrôlée et accrue des cellules 

épithéliales canalaires luminales ou basales. Ceci entraîne un épaississement de l’épithélium 

canalaire, ainsi qu’une obstruction partielle du canal galactophore : c’est une hyperplasie. Il 

existe également un stade hyperplasique dit ‘‘atypique’’, qui est caractérisé par une 



34 
 

prolifération accrue des cellules luminales uniquement (ce stade hyperplasique atypique 

multiplie le risque d’apparition de cancer du sein d’un facteur 4 à 5). Par la suite, les cellules 

vont continuer à accumuler des anomalies structurelles et phénotypiques, qui sont spécifiques 

des cellules cancéreuses et qui vont conduire à la formation de lésions pré-cancéreuses puis 

d’un carcinome in situ. A ce stade, les cellules restent localisées au niveau de la lésion, 

l’intégrité de la membrane basale est maintenue, aucune invasion dans le tissu environnant 

n’est observée.  

 Au sein de la néo-tumeur, de nouvelles altérations génétiques peuvent entraîner la 

modification des capacités invasives et métastatiques des cellules. De cette façon, lorsque les 

cellules de la tumeur primaire deviennent capables d’altérer l’intégrité de la membrane basale 

et d’envahir le tissu conjonctif environnant, le carcinome devient ‘‘invasif’’. La rupture de la 

membrane basale est une étape critique dans la progression tumorale : cela signifie que les 

cellules cancéreuses sont capables d’envahir le stroma par perte d’adhérence, inhibition de 

contact et sécrétion de protéases, et peuvent induire l’angiogenèse. La dernière étape du 

développement tumorale est la plus agressive : à ce stade, les cellules peuvent atteindre les 

systèmes lymphatique et/ou sanguin pour y transiter de façon à coloniser différents organes 

dans l’organisme entier et y former une tumeur secondaire. Cette tumeur secondaire est 

appelée ‘‘métastase’’. Dans le cas du cancer du sein, les sites métastatiques principaux sont le 

foie, les poumons, les os et le cerveau. 

2) Origine cellulaire du cancer du sein 

 Le cancer est une pathologie définie par la présence de cellules anormales, qui vont 

acquérir des spécificités au niveau génétique de façon à entre autres favoriser leur potentiel 

de prolifération, réduire la mort cellulaire programmée, voire même ‘‘tromper’’ la vigilance 

du système immunitaire. En 2000, Hanahan et Weinberg ont listé 6 comportements retrouvés 

chez les cellules cancéreuses et pouvant être considérés comme des caractéristiques 

spécifiques du cancer : la prolifération soutenue, l’échappement aux inhibiteurs de croissance, 

l’immortalité réplicative, l’activation de l’invasion et de la métastase, l’induction de 

l’angiogenèse et la résistance à la mort cellulaire (Hanahan et Weinberg, 2000). 

 Grâce aux progrès réalisés dans la recherche contre le cancer, l’idée selon laquelle les 

tumeurs ne sont pas uniquement des masses de cellules qui prolifèrent s’est progressivement 

développée. Les tumeurs doivent plutôt être considérées comme des structures hiérarchisées, 
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composées de types cellulaires différents qui interagissent non seulement les uns avec les 

autres mais aussi avec leur environnement. De cette façon, Hanahan et Weinberg ont ajouté 

par la suite 4 caractéristiques supplémentaires à leur liste initiale : l’échappement à la 

destruction immunitaire, la promotion de l’inflammation tumorale, l’instabilité génomique et 

la mutation, et la dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire (Hanahan et Weinberg, 

2011) (Figure 8). Toutes ces caractéristiques des cellules cancéreuses sont considérées comme 

étant à la fois distinctes et complémentaires. Combinées, elles permettent la croissance de la 

tumeur ainsi que sa dissémination métastatique. Cependant, les dernières publications 

tendent à simplifier ces caractéristiques. Les transformations nécessaires à l’acquisition de ces 

capacités pro-tumorales sont le résultat d’altérations génétiques et/ou épigénétiques 

ponctuelles, voire dans certains cas héréditaires (Zhang et al., 2017). 

 

Figure 8. Les principales caractéristiques des cellules cancéreuses.  
(Adapté de Hanahan et Weinberg, 2011). 
 

 La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse nécessite plusieurs 

étapes-clés. Ces étapes prennent en compte les facteurs de risques énoncés précédemment, 

mais aussi d’autres éléments qui sont déterminants et qui peuvent varier d’une personne à 

l’autre. Parmi ces éléments, on retrouve les facteurs génétiques, les facteurs épigénétiques, 

et l’influence du micro-environnement tumoral. 

 Le terme ‘‘altération génétique’’ désigne l’ensemble des modifications de la séquence 

d’ADN, comprenant les mutations ponctuelles et les délétions. Ces altérations sont à dissocier 
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d’autres modifications dites ‘‘épigénétiques’’, qui concernent les modifications de l’expression 

des gènes sans modification de la séquence d’ADN (Karsli-Ceppioglu et al., 2014; Mulligan, 

2018; Virani et al., 2012; Wu et al., 2015). Les altérations génétiques/épigénétiques peuvent 

être sporadiques, ou plus rarement héréditaires (5 à 10% des cas de cancer du sein) 

(Apostolou et Fostira, 2013; Lerebours et Lidereau, 2002; Mavaddat et al., 2010). En 

complément de ces altérations intrinsèques des cellules, la participation du micro-

environnement tumoral va favoriser l’apparition des caractéristiques des cellules cancéreuses 

énoncées précédemment, en influençant à la fois l’instabilité génétique et épigénétique, mais 

aussi en ‘‘sur-activant’’ des processus biologiques propres à la tumorigenèse, et ce tout au 

long de la progression tumorale (Hanahan et Coussens, 2012; Soysal et al., 2015).  

 L’ensemble de ces éléments va avoir un impact sur l’expression de gènes dits 

‘‘déclencheurs de cancer’’, appelés oncogènes, mais aussi par leurs opposés que sont les 

gènes suppresseurs de tumeur (Spandidos, 2007). 

a) Principales altérations génétiques 

Activation de l’expression d’oncogènes 

 On appelle ‘‘oncogène’’ un gène dont l’activation participe à la progression tumorale. 

Dans le cas du cancer du sein, l’activation d’un oncogène peut être due à plusieurs types 

d’altérations génétiques, notamment les amplifications géniques, les mutations ponctuelles, 

la perte de régions régulatrices ou les translocations chromosomiques (Osborne et al., 2004). 

La plupart des oncogènes sont impliqués dans le processus d’angiogenèse ou dans la 

dissémination métastatique. Leur rôle se situe le plus souvent dans la transduction des signaux 

de prolifération cellulaire (facteurs de croissance), dans l’activation du cycle cellulaire 

(cyclines), ou encore dans l’inhibition de l’apoptose. Trois oncogènes sont amplifiés dans plus 

de 15% des tumeurs mammaires : il s’agit des gènes CCND1 (cyclin D1), ERB-B2 

(erythroblastosis oncogene B2) et MYC (myelocytomatosis oncogene). 

 Le gène CCND1 est localisé sur le chromosome 11 en position p13. Il code pour la 

cycline D1, qui est un des régulateurs majeurs du cycle cellulaire : son action prend place dans 

les transitions G1/S et G2/M du cycle, mais elle possède aussi des activités de facteur de 

transcription.  La cycline D1 est surexprimée dans 50% des carcinomes mammaires, alors que 

son amplification génique n’est retrouvée que dans 15% des cas (Arnold et Papanikolaou, 

2005). Ceci peut être expliqué par le fait que l’expression de la cycline D1 peut être activée 
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par d’autres facteurs, comme les hormones œstrogéniques ou la protéine p53 (via son effet 

sur la protéine p21) (Roy et Thompson, 2006). La surexpression de la cycline D1 a également 

été associée à la résistance au tamoxifène, dans le cadre des traitements hormono-

dépendants (Stendahl et al., 2004). 

 Le gène ERB-B2 est localisé sur le chromosome 17 en position q21-22. Il code pour la 

protéine HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), qui est un récepteur à activité 

tyrosine kinase. Dans 25% des tumeurs mammaires, le gène ERB-B2 est amplifié et la protéine 

HER2 est surexprimée : ceci conduit à l’homo- ou à l’hétérodimérisation de ce récepteur avec 

d’autres membres de la famille des récepteurs HER. HER2 est impliqué dans différents 

processus cellulaires tels que la prolifération, l’angiogenèse, la résistance à l’apoptose et 

l’induction de métastases (Moasser, 2007).  Les tumeurs dites HER2+ sont considérées 

aujourd’hui comme un des sous-types de cancer du sein : elles sont associées à un phénotype 

invasif et à un mauvais pronostic (voir paragraphe II-E-3)). En effet, ces tumeurs sont 

résistantes à l’hormonothérapie et à certaines chimiothérapies (Lee et Muller, 2010). 

 Le gène MYC est localisé sur le chromosome 8 en position q24. Il code pour la protéine 

nucléaire Myc, qui est un facteur de transcription régulant l’expression de nombreux gènes 

humains impliqués dans divers processus cellulaires comme la prolifération, la croissance, la 

différenciation et l’apoptose (Chen et Olopade, 2008). De la même façon que pour la cycline 

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

amplification génique n’est retrouvée que dans 15% des cas. Son expression est 

particulièrement corrélée avec les tumeurs de type ‘‘basal-like’’, le plus souvent de mauvais 

pronostic (Xu et al., 2010b). 

Inhibition de l’expression de gènes suppresseurs de tumeur 

 On appelle ‘‘gène suppresseur de tumeur’’ un gène dont la perte de fonction favorise 

le développement tumoral. Ces gènes sont divisés en plusieurs catégories : les gènes dits 

‘‘gatekeepers’’ sont les gènes impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire, tels 

que la protéine RB (retinoblastoma), premier suppresseur de tumeur découvert, ainsi que la 

protéine p27 qui est un inhibiteur du cycle cellulaire (Osborne et al., 2004) ; on retrouve 

également les gènes ‘‘caretakers’’ qui garantissent la stabilité du génome, tels que TP53 

(tumor protein 53) ou BRCA, impliqués tous deux dans la réparation de l’ADN. 

 La perte de fonction d’un gène suppresseur de tumeur est effective si les deux allèles 
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sont inactivés dans les cellules somatiques (Knudson, 1993). L’inactivation du gène peut 

également se produire dans la lignée germinale : elle contribue alors à l’hérédité du cancer du 

sein (Knudson, 2001) (Figure 9). C’est notamment le cas des gènes de prédisposition BRCA1/2, 

dont la mutation est associée à un risque élevé de développer un cancer du sein (60 à 70% 

pour BRCA1, 40 à 60% pour BRCA2) (Ellsworth et al., 2010). 

 

Figure 9. Altérations génétiques dans le cancer du sein.  
La majorité (70%) des cas de cancer du sein sont considérés comme sporadiques : ils ne présentent pas 
d’origine familiale prouvée. Une partie des cancers du sein familiaux a été associée à des gènes dont 
les altérations sont synonymes de haut, moyen ou faible risque de développer un cancer du sein. 
(Adapté de Ellsworth et al., 2010). 

 Dans le cancer du sein, les gènes suppresseurs de tumeur les plus fréquents sont les 

gènes précédemment cités BRCA1/2, TP53 et RB. 

 Les gènes BRCA1/2 sont des gènes de prédisposition au cancer du sein, de l’ovaire, du 

pancréas et de la prostate. Ils sont localisés respectivement sur les chromosomes 17q22 et 

13q12-13. Les protéines BRCA, de par leur interaction avec les protéines Rad51, p53 et l’ADN 

polymérase, sont impliquées dans les mécanismes de réparation de l’ADN, dans la régulation 

du cycle cellulaire et dans la régulation de la transcription (Foulkes et Shuen, 2013; 

Venkitaraman, 2002). Les gènes BRCA1/2 sont mutés dans 50% des cas familiaux de cancer du 

sein. Les femmes porteuses d’une mutation BRCA1 ont un risque de développer un cancer du 

sein avant 70 ans de 65%, alors que ce risque est de 39% pour les femmes porteuses d’une 

mutation BRCA2 (INCa, 2017). Les mutations BRCA sont rarement des mutations ponctuelles : 

il s’agit le plus souvent de délétions ou de duplications de grand domaine (entre 14 et 17 kb). 

Ces mutations sont généralement retrouvées associées aux tumeurs de haut grade et de 
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mauvais pronostic. On peut également noter que les mutations BRCA2 sont plus spécifiques 

des cancers du sein chez l’homme puisqu’elles y sont retrouvées dans 10% des cas (Perou et 

al., 2000; Thompson et Easton, 2001). 

 Le gène TP53 est localisé sur le chromosome 17 en position p13.1. Il code pour une 

protéine impliquée dans de nombreux processus cellulaires, d’où son appellation de 

‘‘plateforme de régulation cellulaire’’. En effet, à la suite de dommages de l’ADN, p53 active 

la transcription du gène CDKN1A (qui produit la protéine p21) pour induire un arrêt 

temporaire de la progression dans le cycle cellulaire, de façon à permettre la réparation de 

l’ADN. Si les dommages sont trop importants, p53, en activant la transcription du gène BAX, 

peut orienter la cellule vers la voie de l’apoptose, permettant ainsi d’éliminer les cellules 

présentant trop de dommages et potentiellement malignes pour l’organisme (Lacroix et al., 

2006). Par ses mécanismes d’action, la protéine p53 est considérée comme un ‘‘gardien du 

génome’’, assurant l’intégrité de l’ADN. Dans 25% des cancers du sein, p53 est mutée et est 

associée à un mauvais pronostic (Yang et al., 2013). 

 Le gène RB est localisé sur le chromosome 13, en position q14.1. La protéine issue de 

ce gène intervient dans le blocage de la transition G1/S du cycle cellulaire. Lorsque RB est 

phosphorylée, elle régule négativement le facteur de transcription E2F1 ainsi que les protéines 

CDK (Fiore et al., 2013). De cette façon, dans le cancer, si le gène RB est inactivé, les 

checkpoints du cycle cellulaire sont perdus, entraînant une prolifération anarchique des 

cellules et contribuant à l’agressivité des tumeurs. Une perte de l’hétérozygotie du gène RB 

est retrouvée dans 25 à 30% des cas de cancer du sein (Bosco et Knudsen, 2007). 

b) Principales altérations épigénétiques 

 Comme expliqué précédemment, les altérations épigénétiques se définissent comme 

des modifications de l’expression génique sans altération de la séquence d’ADN. Même si 

pendant longtemps, la plupart des études portant sur les origines du cancer du sein se 

focalisaient sur les altérations du génome, les altérations épigénétiques se sont 

progressivement imposées comme des facteurs importants de la progression tumorale 

(Dworkin et al., 2009; Pasculli et al., 2018). Le contrôle de l’expression génique peut se faire 

selon 3 façons : la méthylation de l’ADN, le contrôle de la compaction de la chromatine, et 

l’intervention des ARNs non codants. Nous ne détaillerons dans cette partie que les 
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connaissances liées à la méthylation de l’ADN et à la compaction de la chromatine, puisque 

les ARNs non codants feront l’objet d’un chapitre particulier dans ce manuscrit. 

Méthylation de l’ADN 

 Le contrôle de l’expression génique par méthylation de l’ADN consiste en l’ajout d’un 

groupement méthyl (CH3) à partir d’une S-adénosylméthionine (SAM) sur une cytosine. Les 

DNA méthyltransférases (DNMT) sont les enzymes responsables de cette modification 

épigénétique, parmi lesquelles on retrouve les enzymes DNMT1, DNMT3A et DNMT3B. L’ajout 

d’un groupement méthyl se produit majoritairement au sein des îlots CpG, qui sont des 

régions spécifiques de l’ADN enrichies en dinucléotides cytosine-phosphate-guanine (CpG). 

Les îlots CpG sont souvent retrouvés au niveau des régions promotrices des gènes. Ainsi, leur 

méthylation va entraîner une régulation de l’expression génique (Dworkin et al., 2009; Lo et 

Sukumar, 2008; Veeck et Esteller, 2010). En effet, dans les cellules cancéreuses, les îlots CpG 

situés à proximité des régions régulatrices de gènes suppresseurs de tumeurs ont tendance à 

être hyperméthylés pour réprimer leur expression potentielle. A l’inverse, certaines régions 

seront hypométhylées et permettront la transcription des oncogènes (Jovanovic et al., 2010; 

Novak et al., 2008). 

 De nombreuses études, menées à grande échelle sur le génome entier, ont permis de 

mettre en évidence la méthylation aberrante de l’ADN dans les cancers du sein (Cancer 

Genome Atlas Network, 2012). De cette façon, les auteurs ont pu montrer l’hyper- ou 

l’hypométhylation des promoteurs de gènes impliqués dans de nombreux processus 

cellulaires cruciaux. Quelques exemples de gènes dont le profil de méthylation est perturbé 

dans le cancer du sein sont listés dans le Tableau 2. Ainsi, il est possible d’associer un 

phénotype de cancer du sein au profil de méthylation constaté : une hypométhylation de 

l’ADN serait synonyme d’un phénotype basal et agressif, tandis qu’une hyperméthylation de 

l’ADN serait corrélée au sous-type luminal B (Cancer Genome Atlas Network, 2012; Holm et 

al., 2010; Stefansson et al., 2015) (voir paragraphe II-E-3)). Un exemple intéressant est celui 

du gène BRCA1, dont le promoteur est hyperméthylé dans 13 à 40% des cancers du sein 

sporadiques : cette hyperméthylation est synonyme de cancer agressif (Esteller, 2000; 

Parrella, 2004; Stefansson et al., 2011; Turner et al., 2007). 

 Ces données permettent ainsi de mettre en œuvre des traitements spécifiques du 

cancer du sein, ciblant la méthylation de l’ADN. Parmi ces traitements spécifiques, on peut 



41 
 

noter l’utilisation des inhibiteurs de DNMTs : ces inhibiteurs vont former un pont covalent 

avec l’enzyme après incorporation dans l’ADN. Des essais précliniques de ces inhibiteurs dans 

le cancer du sein ont montré une activité antitumorale (Lustberg et Ramaswamy, 2011). 

Cependant, leur efficacité clinique reste encore à démontrer (Arce et al., 2006; Connolly et al., 

2017). 

 Nom du gène 
Mécanisme(s) biologique(s) 

impliqué(s) 
Référence bibliographique 

Gènes 

hyperméthylés 

BCL2 Régulation de l’apoptose Loginov et al., 2017 

BRCA1 Réparation de l’ADN Dobrovic et Simpfendorfer, 1997 

CCND2 Régulation du cycle cellulaire Evron et al., 2001 

TWIST 
Invasion et dissémination 

métastatique 
Fackler et al., 2003 

Gènes 

hypométhylés 

CDH3 Invasion Paredes, 2005 

FEN1 
Réparation de l’ADN, régulation 

de l’apoptose 
Singh et al., 2008 

IL10 Système immunitaire Son et al., 2010 

 

Tableau 2. Gènes dont le promoteur est hyper- ou hypométhylé dans le cancer du sein. 
 

Contrôle de la condensation de la chromatine 

 La chromatine est la structure au sein de laquelle l’ADN est empaqueté et compacté 

dans le volume limité du noyau cellulaire. La chromatine est donc constituée d’une association 

d’ADN et de protéines particulières que sont les histones. On peut distinguer deux états de la 

chromatine, correspondant à des états de compaction différents : l’euchromatine, qui est une 

chromatine peu condensée et dans laquelle les gènes, plus accessibles aux facteurs de 

transcription, sont plus facilement exprimés ; l’hétérochromatine, qui est une chromatine très 

dense et où l’ADN est donc moins accessible. La transition entre euchromatine et 

hétérochromatine se fait par l’intermédiaire de modifications post-traductionnelles au niveau 

des queues N-terminales des histones. Parmi ces modifications, on peut retrouver des 

acétylations, des méthylations, des phosphorylations, des sumoylations ainsi que des 

ubiquitinylations (Cortez et Jones, 2008; Kornberg, 1974; Luger et al., 2012). 

 Dans le cancer du sein, les deux modifications post-traductionnelles des histones 

principalement retrouvées sont l’acétylation et la méthylation. L’acétylation est le transfert 

d’un groupement acétyl (COCH3) à partir de l’acétyl-CoA sur un groupement amine de résidu 
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lysine. L’acétylation modifie la structure de la chromatine en neutralisant les charges positives 

des histones, ce qui aura pour effet de favoriser la formation d’euchromatine (Mujtaba et al., 

2007; Tropberger et Schneider, 2013). L’ajout de groupement acétyl est catalysé par une 

histone acétyltransférase (HAT), et le processus inverse par une histone désacétylase (HDAC). 

La méthylation des histones diffère de la méthylation de l’ADN, dans le sens où un ou plusieurs 

groupements méthyl (mono-, di- ou triméthylation) peuvent être ajoutés sur les résidus 

arginine ou lysine des histones. A l’inverse de l’acétylation, la méthylation des histones peut 

favoriser la formation d’euchromatine ou d’hétérochromatine, selon le résidu d’histone 

concerné. Ainsi, la mono- ou la triméthylation de la lysine 4 de l’histone H3 (H3K4me1 et 

H3K4me3) et la triméthylation de la lysine 36 de l’histone H3 (H3K36me3) sont associées à la 

formation d’euchromatine (Heintzman et al., 2007, 2009). En revanche, la triméthylation des 

lysines 9 et 27 de l’histone H3 (H3K9me3 et H3K27me3) est associée à la formation 

d’hétérochromatine (Kouzarides, 2007). L’ajout d’un groupement méthyl est catalysé par une 

histone méthyltransférase (HMT), et le processus inverse par une histone déméthylase 

(HDMT). 

 Plusieurs études ont montré que la diminution globale des modifications post-

traductionnelles des histones est spécifique des cancers du sein. En ce sens, il a été mis en 

évidence que plus les niveaux de ces modifications sont faibles, plus le cancer est de 

phénotype basal et de mauvais pronostic (Elsheikh et al., 2009; Suzuki et al., 2009; Zhao et al., 

2016) (voir paragraphe II-E-3)). Certaines modifications post-traductionnelles ont d’ailleurs 

été associées au processus de dissémination métastatique, comme la marque H3K4me3 

(Messier et al., 2016). D’autres études ont également souligné l’importance de la régulation 

des enzymes impliquées dans la mise en place de ces marques par rapport à la progression du 

cancer et au sous-type tumoral. De cette façon, l’histone acétyltransférase HMOF est sous-

exprimée dans le cancer du sein (Arun et al., 2016), alors que l’histone déméthylase LSD1 et 

les histones désacétylases 2 et 3 sont surexprimées dans cancer du sein et corrélées à un sous-

type plus agressif (Lim et al., 2010; Müller et al., 2013). De la même façon que pour la 

méthylation de l’ADN, ces études permettent de mettre en place des thérapies ciblant 

spécifiquement les modifications post-traductionnelles des histones dans le cancer du sein, 

en particulier par l’utilisation d’inhibiteurs d’histone désacétylases. Des études précliniques 

montrant une activité antitumorale de ces inhibiteurs sont en cours, ce qui a permis le 

lancement d’essais cliniques (Damaskos et al., 2017; Yardley et al., 2013). 
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3) Influence du micro-environnement tumoral 

 Nous avons vu que l’apparition d’une tumeur mammaire résulte d’une accumulation 

d’altérations génétiques et épigénétiques, conduisant à la transformation d’une cellule 

normale en une cellule cancéreuse. Cependant, dans les cancers, les mutations des cellules 

épithéliales ne conduisent pas à elles seules à l’apparition de la tumeur. Aujourd’hui, l’idée 

selon laquelle le micro-environnement tumoral subit également des altérations nécessaires 

au développement de la tumeur prend de plus en plus d’ampleur. De plus, plusieurs 

altérations cellulaires essentielles à la tumorigenèse sont influencées par ce micro-

environnement tumoral (Hanahan et Coussens, 2012). 

 L’épithélium mammaire évolue dans un micro-environnement complexe et riche, qui 

comprend une matrice extra-cellulaire ainsi que de nombreux types cellulaires différents : des 

adipocytes (majoritaires), des fibroblastes, des lymphocytes et des cellules endothéliales. 

Tous ces éléments combinés forment un ensemble cohérent permettant de maintenir 

l’homéostasie tissulaire de la glande mammaire. L’homéostasie est notamment permise grâce 

aux communications dynamiques entre les différents éléments, par la sécrétion de 

chimiokines, de cytokines, d’hormones et de facteurs de croissance. Ainsi, le micro-

environnement sain permet de réguler la prolifération anarchique à l’origine de l’initiation 

tumorale (Bissell et Hines, 2011). 

 Lors de la tumorigenèse, les cellules tumorales mammaires vont donc devoir modifier 

ce micro-environnement et perturber sa régulation, de façon à faciliter leur prolifération, leur 

survie, leurs capacités invasives, l’angiogenèse, le remodelage de la chromatine mais aussi 

leur échappement au système immunitaire. De cette façon, de nombreuses études décrivent 

l’existence d’un stroma réactif, fortement impliqué dans la tumorigenèse et qui sera remodelé 

grâce à des modifications de la matrice extracellulaire et de la membrane basale. En 

complément de ces modifications, on pourra également constater une infiltration des cellules 

immunitaires, une augmentation de la vascularisation et une accumulation de fibroblastes 

activés (Place et al., 2011). En effet, les cellules tumorales sont capables de recruter les 

fibroblastes du micro-environnement pour les convertir en fibroblastes associés au cancer 

(CAF, cancer-associated fibroblasts). Une fois activés, ces CAFs sécrètent un grand nombre de 

molécules, notamment des composants de la matrice extracellulaire, des cytokines, des 

protéases, mais aussi des facteurs de croissance de façon à favoriser la progression tumorale 
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(Elenbaas et Weinberg, 2001; Kalluri et Zeisberg, 2006). 

 Les cellules tumorales vont également agir sur l’activation de cellules du système 

immunitaire. Plus particulièrement, les macrophages activés (TAM, tumor-associated 

macrophages) vont permettre la promotion de l’angiogenèse en sécrétant des facteurs 

inhibant la prolifération et l’activité des lymphocytes T (Carmeliet, 2003) : ils ont donc un rôle 

immunosuppresseur important en empêchant la réponse anti-tumorale normale (Lewis et 

Pollard, 2006). Les macrophages activés vont également sécréter des facteurs de croissance 

comme l’EGF qui seront capables de stimuler les cellules tumorales en retour et donc de 

favoriser leur prolifération et leurs capacités migratoires (Goswami et al., 2005; Wyckoff et 

al., 2004).  

 Enfin, les adipocytes, fortement représentés dans la glande mammaire, sont 

également capables de favoriser la croissance et la migration des cellules cancéreuses en 

sécrétant des facteurs de croissance (comme le HGF/SF), des adipokines (comme la leptine) 

ou encore des protéines de la matrice extracellulaire (comme le collagène) (Dirat et al., 2011; 

Iyengar et al., 2005; Vona-Davis et Rose, 2007; Walter et al., 2009). Il est à noter que l’obésité, 

en plus d’être un facteur augmentant le risque d’apparition de cancer du sein, est corrélée à 

un mauvais pronostic et à un phénotype tumoral agressif (Rose et Vona‐Davis, 2014). 

 Pour renforcer l’idée d’homéostasie tissulaire au sein de la glande mammaire, des 

études ont montré que le micro-environnement, outre ses effets favorisant la progression 

tumorale, produit également des facteurs anti-tumoraux. Notre équipe a mis en évidence que 

les cellules épithéliales mammaires normales sécrètent de l’IGFBP-3 (insulin-like growth factor 

binding protein 3) et de la maspine, de façon à induire l’apoptose des cellules cancéreuses au 

sein du tissu (Toillon et al., 2007). Ces cellules sont également à l’origine de la production de 

facteurs inhibiteurs de croissance tels que le TGF-β1, le TNF-α, le MDGI ou encore certaines 

interleukines et certains protéoglycanes (Bourhis et al., 2000). 

 Au-delà de l’influence du micro-environnement, notre équipe a démontré que les 

cellules cancéreuses mammaires sont capables de sécréter de façon autocrine des facteurs de 

croissance particuliers que sont les neurotrophines. Parmi ces neurotrophines, on retrouve le 

NGF (nerve growth factor), le BDNF (brain-derived neurotrophic factor) et la NT4/5 

(neurotrophin-4/5). La sécrétion de ces neurotrophines entraîne l’augmentation de la 

prolifération, de la survie et des capacités de migration/invasion des cellules cancéreuses 

mammaires (Demont et al., 2012; Descamps et al., 2001; Dollé et al., 2003; Vanhecke et al., 
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2011). De plus, nous avons montré que ces neurotrophines peuvent être ciblées en thérapie. 

En effet, des inhibiteurs du NGF, du BDNF et de NT4/5 sont capables de réduire la formation 

de tumeur mammaire dans des modèles de xénogreffe (Adriaenssens et al., 2008; Aubert et 

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

D- Origine du cancer du sein : le rôle des cellules souches cancéreuses 

1) Modèles de développement tumoral 

 

Figure 10. Représentation des modèles théoriques de développement tumoral.  
Selon le modèle stochastique, l’accumulation de mutations dans n’importe quelle cellule au cours du 
temps peut lui conférer un pouvoir tumorigène. Selon le modèle hiérarchique, il existe une sous-
population de cellules souches cancéreuses qui sont les seules à posséder un pouvoir tumorigène. Enfin, 
selon le modèle de plasticité cellulaire, les cellules cancéreuses possèdent une plasticité qui leur permet 
de se ‘‘dé-différencier’’ en cellules souches cancéreuses tumorigènes. (Adapté de Rich, 2016). 
 

 Comme nous venons de l’exposer, la vision actuelle de la tumorigenèse fait intervenir 

les altérations génétiques, les altérations épigénétiques et l’influence du micro-

environnement tumoral. Pour autant, l’origine de l’hétérogénéité générée par ces facteurs, 

ainsi que la progression et les résistances thérapeutiques qui y sont associées, est sujette à 

controverse (Shackleton et al., 2009). Actuellement, deux modèles de développement 
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tumoral ont été proposés pour expliquer cette hétérogénéité : le modèle stochastique et le 

modèle hiérarchique (Figure 10). 

a) Modèle stochastique 

 Le modèle stochastique, ou modèle d’évolution clonale, suggère que n’importe quelle 

cellule normale, quel que soit son degré de différenciation, peut acquérir une série de 

mutations sporadiques pour donner une cellule cancéreuse, et que n’importe quel clone 

cellulaire ayant un avantage sélectif peut promouvoir la progression tumorale. De cette façon, 

la prolifération anarchique de ce clone permettra la formation de la masse tumorale (Polyak, 

2007), et l’accumulation d’altérations, favorisées par l’instabilité chromosomique 

caractéristique des cellules cancéreuses, entraînerait l’émergence de sous-populations 

distinctes (Lengauer et al., 1998). Selon ce modèle, il serait donc impossible de déterminer 

quelle cellule est à l’origine de la tumeur, puisque toutes les cellules du tissu sont 

potentiellement aptes à initier la tumorigenèse. 

 Le modèle stochastique peut sembler inadapté de nos jours : en effet, selon cette 

théorie, il n’y aurait pas ou peu de hiérarchisation cellulaire au sein de la tumeur. De plus, il 

semble difficile de comprendre et d’expliquer comment une série d’altérations sporadiques 

peut se produire spontanément dans une cellule différenciée qui, par définition, se divise très 

peu. Pour autant, dans le cas du cancer du sein, plusieurs études ont mis en évidence 

l’existence d’une diversité clonale pour une même patiente (Nakada et al., 2017; Torres et al., 

2007). 

b) Modèle hiérarchique 

 Le modèle hiérarchique, ou modèle des cellules souches cancéreuses (CSCs), suggère 

quant à lui que la croissance et la progression tumorale sont conduites uniquement par une 

petite sous-population tumorale de cellules souches cancéreuses : la tumeur ne serait donc 

qu’une caricature du développement tissulaire classique, où les cellules souches maintiennent 

une hiérarchie tissulaire normale (Dick, 2008). 

 Ce modèle expose donc l’idée que l’hétérogénéité tumorale est due aux capacités de 

différenciation des CSCs. En effet, lorsqu’on transplante ces CSCs en souris, elles régénèrent 

une masse tumorale présentant la même hétérogénéité phénotypique que la tumeur 

d’origine (Al-Hajj et al., 2003). De plus, cette population particulière de CSCs serait à l’origine 
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de la dissémination métastatique et de la résistance aux thérapies, entraînant la récidive après 

traitement (Campbell et Polyak, 2007). Dans le cas du cancer du sein, cette théorie 

expliquerait également l’hétérogénéité retrouvée entre les sous-types tumoraux, puisque le 

degré de différenciation de la cellule ayant subi à l’origine les premières mutations 

déterminerait le sous-type de cancer du sein (Morel et al., 2017; Visvader, 2009). 

c) Modèle de plasticité cellulaire 

 Bien que les deux modèles stochastique et hiérarchique exposent des mécanismes 

différents, ils reposent tous deux sur le même principe général : au sein d’un tissu, une cellule 

va subir des altérations et acquérir des capacités de prolifération qui lui confèreront un 

avantage sélectif par rapport aux cellules avoisinantes. Cette cellule sera à l’origine de la 

formation d’une tumeur hétérogène. Pour autant, ces deux modèles présentent des limites. 

Le modèle stochastique n’apporte pas d’explication sur l’hétérogénéité retrouvée dans les 

tumeurs mammaires, et le modèle hiérarchique sous-entend que le potentiel d’auto-

renouvellement des cellules souches est limité, puisqu’elles doivent se différencier pour initier 

la tumorigenèse.  

 Pour répondre à ces problématiques, un troisième modèle a été proposé (Figure 10). 

Ce modèle s’appuie sur la notion de plasticité cellulaire et propose que les cellules cancéreuses 

non-souches (non-CSCs) sont capables de se ‘‘dé-différencier’’ en CSCs : il s’agit du 

phénomène de reprogrammation (Chaffer et al., 2011; Iliopoulos et al., 2011; Marjanovic et 

al., 2013). De nombreux stimuli sont impliqués dans la reprogrammation de non-CSCs en CSCs, 

comme la sécrétion d’IL-6 (Iliopoulos et al., 2011; Wang et al., 2014) ou l’expression de 

marqueurs mésenchymateux par mise en place de l’EMT (epithelial-to-mesenchymal 

transition) (Mani et al., 2008; Morel et al., 2008), phénomène transitoire et réversible 

considéré comme un processus clé de l’agressivité tumorale et de la dissémination 

métastatique.  

 Quel que soit le cas, la priorité reste d’associer le modèle de développement tumoral 

approprié aux caractéristiques cliniques de la tumeur, de façon à identifier les facteurs de 

l’hétérogénéité tumorale, pouvoir cibler de façon efficace les populations cellulaires les plus 

abondantes et ainsi éviter les récidives. 
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2) Généralités sur les cellules souches cancéreuses (CSCs) 

 La première preuve de l’existence des CSCs a été démontrée dans la leucémie myéloïde 

aigüe en 1997 (Bonnet et Dick, 1997), puis dans les tumeurs solides en 2003 (Al-Hajj et al., 

2003). Il s’agit d’une sous-population cellulaire rare (Ishizawa et al., 2010) caractérisée par un 

potentiel d’auto-renouvellement illimité, et la capacité de produire à la fois des cellules 

progénitrices et des cellules différenciées possédant un potentiel tumorigénique (Kreso et 

Dick, 2014). Comme nous l’avons vu précédemment, les CSCs sont à l’origine de 

l’établissement du modèle de développement tumoral hiérarchique (Reya et al., 2001). 

 Du fait de leur potentiel de division illimité, les CSCs sont plus fortement exposées que 

les cellules différenciées au risque d’accumuler des mutations, menant à la transformation 

cellulaire et à la formation de tumeurs (Sugihara et Saya, 2013). Même si l’origine des CSCs 

reste encore sujette à débat, ceci renforce l’hypothèse selon laquelle les CSCs sont dérivées 

des cellules souches normales (Magee et al., 2012). De plus, il a été montré que les CSCs sont 

plus résistantes aux thérapies, et contribuent à la récidive du cancer. En effet, la 

chimiothérapie comme la radiothérapie contribueraient à favoriser l’auto-renouvellement des 

CSCs, notamment à travers la production de cytokines et la stimulation des mécanismes de 

réparation de l’ADN (Li et al., 2008b; Maugeri-Sacca et al., 2012; Phillips et al., 2006). 

 De la même façon que pour les cellules souches ‘‘normales’’, le maintien de la 

pluripotence et l’auto-renouvellement des CSCs sont régulés par plusieurs facteurs et voies de 

signalisation. De façon générale, beaucoup de mécanismes et de comportements cellulaires 

sont communs entre cellules souches normales et CSCs : ainsi, beaucoup de parallèles seront 

faits entre ces deux populations dans ce manuscrit.  

a) Potentiel d’auto-renouvellement 

 Le potentiel d’auto-renouvellement illimité des CSCs constitue une de leurs 

caractéristiques principales. Ce potentiel leur permet de proliférer et de se maintenir dans un 

tissu donné, de façon indéfinie, tout en conservant leur potentialité. La division d’une CSC 

peut ainsi produire une (dans le cas d’une division asymétrique) ou deux (dans le cas d’une 

division symétrique) cellules filles possédant la capacité d’auto-renouvellement. Dans la 

division asymétrique, la cellule la plus différenciée est appelée cellule progénitrice, et possède 

des potentialités restreintes. Ainsi, un pool constant de CSCs est conservé dans le tissu. 
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 L’auto-renouvellement des cellules souches est un processus strictement régulé : la 

perte de cette capacité est délétère pour la régénération tissulaire, alors qu’un auto-

renouvellement trop actif peut être à l’origine du développement tumoral. Pour réguler cette 

balance, les cellules souches sont généralement dans un état de quiescence (Fuchs et Chen, 

2013). La division asymétrique des cellules est prise en charge par des facteurs extrinsèques, 

qui entraîneront la ségrégation des deux cellules filles dans deux environnements distincts. 

Cette division asymétrique peut également être régulée par des facteurs intrinsèques 

exprimés différentiellement aux pôles de la cellule mère, mais aussi par la combinaison des 

facteurs intrinsèques et extrinsèques (Chen et al., 2016).  

b) Facteurs associés à la pluripotence 

 La pluripotence des CSCs est régulée par plusieurs facteurs de transcription tels que 

SOX2, OCT4 et NANOG (Boyer et al., 2005).  

 SOX2 est capable d’interagir spécifiquement avec l’ADN grâce à un son domaine HMG 

(high mobility group). Son expression est essentielle pour le développement embryonnaire, 

puisque des mutants KO (knock-out) pour SOX2 ne sont pas viables (Avilion et al., 2003). A 

l’âge adulte, l’expression de SOX2 est importante pour le maintien de l’homéostasie tissulaire. 

SOX2 est également retrouvé surexprimé dans un certain nombre de cancers, où il active des 

voies de signalisation comme Wnt, Notch ou Hedgehog (Liu et al., 2013). 

 OCT4 est principalement exprimé dans les cellules souches embryonnaires. De la 

même façon que SOX2, OCT4 interagit avec l’ADN au niveau de motifs octamériques localisés 

dans les régions promotrices et/ou régulatrices de ses gènes cibles (Boyer et al., 2005; Jin et 

al., 2007). OCT4 peut également interagir avec des complexes de remodelage de la 

chromatine pour réprimer l’expression de gènes de différenciation (Fouse et al., 2008). Enfin, 

OCT4 peut s’associer avec SOX2 pour former un hétérodimère responsable de la régulation 

du gène NANOG (Rodda et al., 2005). 

 NANOG est impliqué dans le développement précoce et dans l’établissement de 

l’identité cellulaire. Il est capable de maintenir la pluripotence des cellules souches 

embryonnaires : dans un modèle murin où NANOG est invalidé, la masse interne du 

blastocyste se différencie et ne prolifère pas in vitro (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 

2003). 

 D’autres facteurs comme c-Myc et KLF4 ont également un rôle dans la biologie des 
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cellules souches (Kim et al., 2012; Varlakhanova et al., 2010). Le rôle de tous ces facteurs a été 

démontré en 2006 : la seule transfection des facteurs OCT4, SOX2, KLF4 et c-Myc est suffisante 

pour induire la dé-différenciation de fibroblastes murins, ainsi que leur reprogrammation vers 

un état pluripotent (Takahashi et Yamanaka, 2006). 

c) Voies de signalisation impliquées dans la pluripotence 

 Plusieurs voies de signalisation ont été associées au développement et à l’homéostasie 

tissulaire. Leur activation peut être contrôlée par les facteurs de transcription cités 

précédemment. 

 La voie Wnt (Wingless-type MMTV integration site) est impliquée dans la régulation de 

l’embryogenèse, mais aussi chez l’adulte dans le maintien de l’homéostasie tissulaire. 

L’activation de cette voie se fait par liaison du ligand Wnt sur ses récepteurs LRP5/6 (low-

density lipoprotein-related receptor proteins) et Frizzled, et aboutit à l’accumulation de la β-

caténine et à sa translocation dans le noyau. La β-caténine pourra alors contrôler la 

transcription de gènes de pluripotence (Holland et al., 2013). Pour autant, même si l’activation 

de la voie Wnt favorise l’auto-renouvellement des cellules, elle n’est pas indispensable au 

maintien des capacités de pluripotence : l’inhibition de la voie Wnt n’entraîne pas la 

différenciation cellulaire (Xu et al., 2016). 

 La voie Notch est activée par la liaison d’un ligand transmembranaire DLL (delta-like 

ligand) ou Jagged d’une cellule voisine : elle intervient donc par l’intermédiaire des 

interactions intercellulaires. Notch sera alors clivé et la partie intracellulaire sera transloquée 

dans le noyau où elle agira comme facteur de transcription (Hori et al., 2013). Selon le 

contexte, l’activation de la voie Notch aura un effet soit sur la différenciation cellulaire, soit 

sur la prolifération, soit sur la survie. Dans le cancer, il a été montré que Notch peut agir en 

tant qu’oncogène ou en tant que suppresseur de tumeur (South et al., 2012). Notch peut 

également agir sur les capacités de pluripotence des cellules en régulant la transcription des 

familles de gènes HES (hairy and enhancer of split) et HEY (hairy/enhancer of split related with 

YRPW motif protein 1) (Iso et al., 2003). De plus, l’étude du développement de la glande 

mammaire montre une implication de la voie Notch dans la modulation de la différenciation 

cellulaire : de cette façon, des altérations de la voie Notch peuvent contribuer à la 

tumorigenèse mammaire (Guo et al., 2011). 

 La voie Hedgehog est principalement active pendant le développement embryonnaire. 
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Elle permet la mise en place de nombreux tissus, mais son activité est maintenue à l’âge adulte 

(Petrova et Joyner, 2014). Le rôle de la voie Hedgehog a d’abord été mis en évidence dans le 

maintien de la neurogenèse du système nerveux central (Petrova et Joyner, 2014). En 

revanche, les études tendent à montrer que cette voie n’est pas indispensable au 

développement de la glande mammaire. Pour autant, une perturbation de son activation 

entraîne des défauts de formation du bourgeon mammaire (Hatsell et Cowin, 2006).  

 Outre ces 3 voies principales, d’autres voies de signalisation sont impliquées dans la 

pluripotence et le maintien des CSCs, notamment le recrutement de STAT3 (Niwa et al., 1998) 

ou l’activation de la voie MEK/ERK (MAPK kinase) par le FGF (Li et al., 2007). Le FGF peut 

également activer la signalisation PKC (protein kinase C), favorisant cette fois-ci la 

différenciation cellulaire (Feng et al., 2012). L’enchevêtrement des voies de signalisation mises 

en cause reflète bien la nécessité de l’existence de régulations fines et précises entre maintien 

du pool de cellules souches et différenciation. 

3) Identification et étude des CSCs 

 Diverses méthodes d’identification et d’analyse des CSCs ont été décrites dans la 

littérature. Pour autant, un marqueur donné n’est pas retrouvé dans toutes les lignées 

cellulaires ou dans tous les sous-types tumoraux. Tous les marqueurs de CSCs décrits ne 

permettent pas in fine d’isoler une seule sous-population spécifique de CSCs : c’est la 

combinaison de plusieurs marqueurs qui permettra d’isoler plusieurs populations distinctes 

enrichies en CSCs. 

a) Marqueurs de surface 

 La mise en évidence des premières CSCs a été permise grâce à l’expression de 

protéines membranaires, constituant des marqueurs de surface de ces CSCs (Bonnet et Dick, 

1997). L’expression de ces marqueurs varie selon les tissus (Tableau 3). 

 Dans le cancer du sein en particulier, le phénotype CD44+/CD24-/low (expression de la 

protéine CD44/expression de la protéine CD24 faible ou absente) est le plus utilisé pour isoler 

et identifier la population de CSCs possédant des capacités tumorigènes in vitro et in vivo. 

Cependant, selon la lignée cancéreuse mammaire étudiée, la proportion de cellules 

CD44+/CD24-/low est très variable (de 0% dans les cellules luminales MCF-7 jusqu’à 100% dans 

les cellules triple négatives MDA-MB-231 ou SUM159PT). Ceci implique une variabilité de la 
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population cellulaire souche en fonction du sous-type tumoral mammaire (Fillmore et 

Kuperwasser, 2008). 

Modèle cancéreux Marqueurs de surface étudiés Référence bibliographique 

Gliome CD133+ Singh et al., 2003 

VADS CD44+ Prince et al., 2007 

Poumon CD133+ Eramo et al., 2008 

Sein ESA+/CD44+/CD24-/low Al-Hajj et al., 2003 

Estomac CD44+ Takaishi et al., 2009 

Foie 
EpCAM 

CD133+ 

Yamashita et al., 2009 

Suetsugu et al., 2006 

Pancréas CD133+ CXCR4+ Hermann et al., 2007 

Colon CD133+ O’Brien et al., 2007 

Ovaire CD44+/CD117+ Zhang et al., 2008 

Prostate CD44+ α2β1
high CD133+ Collins et al., 2005 

Mélanome 
CD20+ 

CD271+ 

Fang et al., 2005 

Boiko et al., 2010 

LAM CD34+/CD38- Bonnet et Dick, 1997 

 

Tableau 3. Marqueurs de surface spécifiques des CSCs selon le type de cancer. 
(Adapté de Takahashi et al., 2011). 
 

b) Activité enzymatique de l’ALDH 

 L’ALDH (aldéhyde déshydrogénase) est une enzyme responsable de l’oxydation des 

aldéhydes en acides carboxyliques. Elle est notamment impliquée dans le métabolisme 

oxydatif du rétinol en acide rétinoïque. Le niveau d’activité de cette enzyme a été utilisé pour 

identifier les cellules souches mammaires normales et les CSCs (Ginestier et al., 2007). En 

effet, l’ALDH présente une activité accrue dans les cellules souches : grâce à l’utilisation d’un 

substrat qui devient fluorescent lorsqu’il est clivé par l’ALDH, il est possible de détecter et de 

quantifier cette activité. 

 Dans le cancer du sein, l’activité des isoformes ALDH1A1 et ALDH1A3 a été montrée 

comme étant spécifique des CSCs (Marcato et al., 2011a, 2011b). Les CSCs ALDH+ présentent 

des capacités tumorigènes accrues, et l’inhibition de l’ALDH sensibilise les CSCs ALDH+/CD44+ 

à la chimiothérapie et à la radiothérapie (Croker et Allan, 2012). 
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c) Exclusion de colorants vitaux – Side population 

 Les CSCs sont également caractérisées par une activité accrue de pompes d’efflux de 

la famille ABC (ATP binding cassette) exprimées à leur membrane. Il est ainsi possible 

d’identifier la population de CSCs en cytométrie en flux par un test d’exclusion de colorants 

vitaux fluorescents comme le Hoechst 33342. Ces transporteurs membranaires sont 

également impliqués dans l’efflux de chimiothérapies, ce qui favorise la chimiorésistance des 

CSCs (Wu et Alman, 2008; Zhou et al., 2001). 

d) Activité faible du protéasome 

 Le protéasome, dont la fonction principale est la dégradation des protéines, est associé 

à plusieurs mécanismes cellulaires tels que le contrôle du cycle cellulaire ou la réparation de 

l’ADN. Il a été montré que les CSCs présentent une faible activité du protéasome dans 

plusieurs modèles comme le cancer du sein, de la prostate, des poumons, du colon et dans les 

gliomes (Della Donna et al., 2012; Lenos et Vermeulen, 2016; Munakata et al., 2016; Pan et 

al., 2010; Vlashi et al., 2009). Les CSCs peuvent donc être isolées grâce à l’utilisation d’un 

rapporteur de l’activité du protéasome. De plus, l’élimination des cellules à faible activité 

protéasomale est associée à une régression tumorale in vivo (Vlashi et al., 2009, 2013). 

e) Capacité de formation de sphères 

 Plusieurs tests fonctionnels ont été mis au point pour établir le phénotype souche 

d’une population cellulaire et compléter l’analyse de l’expression des marqueurs de surface. 

Le premier de ces tests fonctionnels repose sur la capacité des cellules souches à croître sans 

ancrage. Pour ce faire, les cellules sont ensemencées à faible densité dans un milieu spécifique 

dépourvu de sérum et riche en facteurs de croissance, et en conditions non adhérentes. Le 

comptage des sphères formées permettra de définir un pourcentage de formation de sphères, 

ou capacité à former des sphères (SFC, sphere-forming capacity) (Lombardo et al., 2015).  

 Il est intéressant de noter que la culture de sphères permet de sélectionner les cellules 

souches et progénitrices, mais aussi d’éliminer toutes les cellules différenciées. De plus, il est 

possible de cultiver des sphères sur plusieurs générations, ceci dans le but d’éliminer les 

cellules progénitrices.  
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f) Tumorigénicité in vivo 

 Le second test fonctionnel est le test de tumorigénicité in vivo. Ce test se base sur les 

capacités spécifiques des CSCs, c’est-à-dire l’auto-renouvellement et la différenciation. Les 

CSCs potentielles sont injectées en nombre limité chez la souris (jusqu’à 100 cellules contre 

plus d’un million en conditions classiques de xénogreffe). La présence ou l’absence de 

développement tumoral définira le caractère souche de la population ainsi testée, ou du 

moins son enrichissement en CSCs. Un autre paramètre important est la capacité de ces 

cellules à générer des tumeurs ‘‘en série’’ après transplantation, en reproduisant 

l’hétérogénéité de la tumeur initiale. 

 Ce second test fonctionnel reste la meilleure méthode pour caractériser les cellules à 

l’origine de la tumeur, et permet également d’analyser les capacités de différenciation des 

cellules à travers l’hétérogénéité de la tumeur néo-formée  (Visvader et Lindeman, 2008). 

4) Résistance aux thérapies et reprogrammation 

 De nombreuses études ont associé les CSCs à une importante résistance aux thérapies 

anti-cancéreuses conventionnelles. En plus de la tumorigenèse, les CSCs seraient donc 

également responsables des phénomènes de récidive, puisqu’elles sont capables de survivre 

aux thérapies et de redonner une hétérogénéité tumorale (Chuthapisith et al., 2010). De cette 

façon, une proportion élevée de cellules exprimant les marqueurs spécifiques des CSCs est 

corrélée à un mauvais pronostic et une faible réponse aux traitements (Ginestier et al., 2007; 

Lagadec et al., 2014). En complément, il a été montré que les radiations ionisantes ainsi que 

les chimiothérapies classiques entraînent un enrichissement de la tumeur en CSCs (Cole et al., 

2014; Hamilton et Olszewski, 2013; Li et al., 2008; Yu et al., 2007), ainsi que l’induction d’un 

phénotype de CSC dans des cellules initialement non-CSCs (Auffinger et al., 2014; Ghisolfi et 

al., 2012; Hu et al., 2012; Lagadec et al., 2012). 

a) Chimiorésistance 

 De nombreuses études établies sur différents modèles cancéreux associent l’origine 

de la chimiorésistance observée cliniquement à l’existence d’un pool de CSCs au sein de la 

tumeur. Plus particulièrement, dans le cas des tumeurs mammaires triple négatives, des 

résistances aux chimiothérapies conventionnelles (utilisant des anthracyclines et des taxanes) 

sont très souvent observées (Dent et al., 2007). Pour illustrer cela, une étude a utilisé un 
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modèle murin de tumeurs mutées BRCA1/TP53, qui présentent une résistance au cisplatine 

ainsi que des récidives fortement enrichies en CSCs CD29high/CD24medium 2 à 3 mois post-

traitement (Shafee et al., 2008). Un autre modèle murin de tumeur triple négative utilisant 

des PDX (patient-derived xenograft) a permis de mettre en évidence l’existence d’une 

population tumorigène CD49f+ qui est enrichie du fait de l’acquisition de chimiorésistance. En 

l’absence de cette population cellulaire, la chimiosensibilité aux taxanes est restaurée 

(Gómez-Miragaya et al., 2017). 

b) Radiorésistance 

 En complément de la chimiorésistance, les CSCs présentent une résistance aux 

radiothérapies. Dans le gliome, après irradiation, il a été observé une augmentation de la 

proportion de CSCs CD133+ associée à la radiorésistance (Bao et al., 2006). La radiorésistance 

dans le cancer du sein a été démontrée par la mise en évidence de la population de CSCs 

CD44+/CD24-/low (Phillips et al., 2006), puis l’implication des CSCs dans ce phénomène de 

résistance a progressivement été prouvée dans de nombreux modèles de cancer (Krause et 

al., 2011). 

 Dans un modèle de cinétique post-irradiation, il a été montré que la proportion de 

CSCs augmente 72h après irradiation, et que la déplétion spécifique de ces cellules permet 

une régression tumorale (Vlashi et al., 2009). 

c) Mécanismes de la résistance des CSCs 

 La résistance aux thérapies médiée par les CSCs peut s’expliquer par de nombreux 

mécanismes liés aux caractéristiques de ces cellules. Certains de ces mécanismes sont 

communs entre chimio- et radiorésistance. 

Surexpression de transporteurs d’efflux 

 Comme expliqué dans le paragraphe II-D-3)c), le rôle des pompes d’efflux est 

d’éliminer les composés toxiques hors de la cellule. Dans le cas des CSC, l’activité des pompes 

d’efflux ABC est étudiée (Wang et al., 2015). L’activité accrue de ces pompes permettra 

d’éjecter les drogues anticancéreuses hors des cellules, permettant ainsi une plus grande 

chimiorésistance (Chuthapisith et al., 2010). 
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Détoxification et inactivation de drogues 

 L’activité de l’enzyme ALDH est plus importante dans les CSCs (voir paragraphe II-D-

3)b)). Cette enzyme est notamment impliquée dans la catalyse des cyclophosphamides : elle 

peut donc participer à la chimiorésistance. De cette façon, une surexpression de l’ALDH1 est 

corrélée à une mauvaise réponse à la chimiothérapie (Tanei et al., 2009). De plus, l’expression 

et l’activité de l’ALDH protègent les CSCs contre l’accumulation des ROS après traitement 

(Raha et al., 2014). 

Diminution du stress oxydant 

 De nombreuses chimio- et radiothérapies agissent sur les cellules en induisant un 

stress oxydant via la production intracellulaire d’espèces réactives de l’oxygène (ROS). La 

radiothérapie s’appuie notamment sur la production de ces ROS, qui peuvent agir en induisant 

des dommages à l’ADN, menant à l’apoptose des cellules ciblées. Par conséquent, les CSCs 

dont les niveaux de ROS sont plus faibles présentent moins de dommages à l’ADN. 

 Dans ce contexte, le rôle anti-oxydant du glutathion a été mis en évidence : les gènes 

contrôlant sa biosynthèse sont surexprimés dans la population de CSCs. A l’inverse, une perte 

d’expression du glutathion provoque une radiosensibilisation des cellules. Le rôle du 

glutathion a également été démontré dans la résistance aux chimiothérapies (Lu et al., 2015; 

Traverso et al., 2013). 

Perturbation de la réponse aux dommages de l’ADN 

 Certaines drogues anticancéreuses comme le cisplatine ciblent et altèrent l’ADN, de 

façon à l’endommager et ainsi provoquer l’apoptose des cellules. Les voies de réponse aux 

dommages de l’ADN seront développées dans le paragraphe II-G. 

 Il a été montré que dans le colon, les CSCs CD133+ sont résistantes au cisplatine. Dans 

cette population, l’inhibition de la voie ATR/CHK1 entraîne une chimiosensibilisation des 

cellules, associée à une diminution de la population CD133+ (Gallmeier et al., 2011). Le rôle 

de la voie DDR dans la radiorésistance a été démontré dans les populations de CSCs gliomales, 

où une réparation accrue et plus efficace des dommages de l’ADN a été observée (Bao et al., 

2006). Dans le cancer du sein, c’est plus particulièrement la voie ATM qui est augmentée dans 

les CSCs (Yin et Glass, 2011). 
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Autres mécanismes 

 Certaines voies de signalisation peuvent être activées dans les CSCs en réponse aux 

thérapies. Notamment, les voies Notch, Hedgehog et Wnt décrites précédemment participent 

à cette résistance en maintenant le pool de CSCs (Steg et al., 2012; Wang et al., 2010; 

Woodward et al., 2007). De cette façon, l’activation de la voie Wnt favorise l’expression des 

pompes d’efflux ABCG2 et permet ainsi la chimiorésistance des CSCs (Chau et al., 2013). 

D’autres voies comme NF-κB, PI3K/AKT ou JAK/STAT sont également impliquées dans la mise 

en place de mécanismes de résistance au sein des CSCs (Zhao, 2016). Dans d’autres modèles 

comme le glioblastome, les CSCs CD133+ surexpriment en complément des protéines anti-

apoptotiques comme BCL-2 (B-cell lymphoma 2) (Liu et al., 2006). Enfin, les CSCs sont 

également caractérisées par leur quiescence, qui les protège des thérapies ciblant les cellules 

en division (Moore et al., 2011). 

E- Hétérogénéité des tumeurs mammaires 

 Le cancer du sein, même s’il est défini en tant qu’entité unique, représente un 

ensemble hétérogène de plusieurs modèles histologiques moléculairement et cliniquement 

différents, et ce d’un point de vue intra- comme inter-tumoral. Aujourd’hui, il est impossible 

de poser précisément les bases d’une évolution régulière et linéaire de la formation tumorale 

mammaire, tout comme il est impossible de caractériser un stade précoce ou un stade tardif 

de la tumeur mammaire. Comprendre et tenir compte de cette hétérogénéité est donc 

critique pour la mise au point de nouveaux moyens thérapeutiques efficaces (Polyak, 2007). 

 L’OMS a défini plusieurs types de cancers du sein, basés principalement sur des critères 

morphologiques. Selon leur diagnostic et leur évolution, les tumeurs mammaires peuvent être 

qualifiées de bénignes ou de malignes. Une tumeur est dite ‘‘bénigne’’ lorsque sa taille est 

bien délimitée et qu’elle est encapsulée dans la membrane basale. Il s’agit alors d’une masse 

tissulaire non cancéreuse, composée de cellules différenciées dont la croissance est lente et 

qui restent à proximité de leur origine tissulaire. Ces tumeurs ne forment donc aucune 

métastase, et après exérèse, aucune récidive n’est observée. L’évolution d’une tumeur 

bénigne n’entraîne généralement pas la mort du patient. Parmi les tumeurs bénignes les plus 

fréquentes, on retrouve l’adénofibrome, qui est principalement observé chez les femmes de 

moins de 30 ans. A l’inverse, une tumeur est dite ‘‘maligne’’ lorsque ses contours sont 
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difficilement définis et qu’elle n’est pas encapsulée. Il s’agit alors d’une masse de cellules peu 

différenciées, qui prolifèrent rapidement et qui sont capables d’infiltrer les tissus adjacents à 

leur tissu d’origine. Ces tumeurs sont capables de former des métastases, et d’induire une 

récidive après exérèse complète de la tumeur primaire. Environ 95% de ces tumeurs 

mammaires malignes sont des adénocarcinomes, c’est-à-dire des tumeurs ayant une origine 

épithéliale glandulaire, soit au niveau des canaux (cancer canalaire), soit au niveau des lobules 

(cancer lobulaire). En fonction de leurs capacités invasives, ces adénocarcinomes sont 

distingués en plusieurs sous-groupes. Des exemples de ces différents types 

d’adénocarcinomes sont illustrés en Figure 11. 

 

Figure 11. Représentation de variants histologiques d’adénocarcinomes du sein.  
L’hétérogénéité des cancers du sein est visible au niveau histologique, parmi plusieurs tumeurs se 
trouvant au même stade de développement. A. Carcinome lobulaire in situ. B. Carcinome lobulaire 
invasif. C. Carcinome canalaire in situ. D. Carcinome canalaire invasif. (Adapté de 
www.webpathology.com). 

 

 De façon à créer des groupes homogènes sur le plan pronostic mais aussi sur le plan 

thérapeutique, plusieurs classifications des tumeurs mammaires ont été développées. Dans 

ce paragraphe, nous aborderons la classification anatomopathologique, qui repose sur 

plusieurs critères histologiques ; la classification clinique, qui repose sur les caractéristiques 

http://www.webpathology.com/
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macroscopiques (taille, capacités invasives) des tumeurs mammaires ; et la classification 

moléculaire, qui prend en compte les altérations génétiques au sein de la tumeur mammaire. 

1) Classification histopathologique 

a) Les carcinomes in situ  

 Les carcinomes in situ représentent le type de tumeurs mammaires non invasives le 

plus fréquent. Ils sont divisés en 2 catégories : les carcinomes canalaires in situ (CCIS) qui se 

développent au niveau des canaux, et les carcinomes lobulaires in situ (CLIS) qui se 

développent au niveau des lobules. Les carcinomes in situ comptent pour environ 15 à 20% 

des cas de cancer du sein, et parmi eux 85 à 90% sont des CCIS. Ils sont généralement de bon 

pronostic, avec 95% de survie globale à 10 ans, mais tout de même jusqu’à 13% de récidive 

invasive en cas de chirurgie sans radiothérapie en France (INCa)  

b) Les carcinomes invasifs 

 Les carcinomes invasifs sont caractérisés par une membrane basale altérée et une 

invasion tumorale dans le tissu conjonctif environnant. Ils représentent la grande majorité des 

cas de cancer du sein puisqu’ils sont généralement diagnostiqués à ce stade. Comme pour les 

carcinomes in situ, on distingue 2 catégories : 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) 

(Ligue contre le cancer). D’autres formes plus rares de carcinomes invasifs ont été identifiées, 

comme les carcinomes tubuleux, mucineux, médullaires, papillaires, ou encore les carcinomes 

apocrines, neuro-endocrines et adénoïdes kystiques (Dieci et al., 2014; Vuong et al., 2014; 

Weigelt et al., 2010). 

2) Classification clinique 

 La classification clinique, ou classification TNM (tumor/node/metastasis), repose 

principalement sur l’analyse des critères anatomiques de la tumeur. Tout d’abord, le volume 

tumoral est mesuré, correspondant à un score T (de 0 à 4), une valeur plus élevée 

correspondant à un volume plus important. Ensuite, un score N (de 0 à 3) est défini en fonction 

de l’envahissement des ganglions, de la proximité de la tumeur, du nombre d’adénopathies, 

de leurs dimensions et de leur éventuelle fixation aux tissus environnants. Enfin, l’invasion 

métastatique est mesurée, correspondant à un score M (0 ou 1), la valeur M1 correspondant 
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à la présence de métastases, quels que soient leur nombre et localisation. La combinaison de 

ces 3 scores permet de déterminer un stade tumoral de 0 à IV : le stade 0 correspond à une 

tumeur in situ de petite taille, alors que le stade IV correspond à une tumeur de taille 

importante, avec envahissement ganglionnaire et dissémination métastatique (Tableau 4). 

 La classification TNM est régulièrement actualisée et améliorée. En janvier 2018, le 

Comité Américain Mixte sur le Cancer (AJCC, American joint committee on cancer) a mis à jour 

la 8ème et dernière édition de sa classification dans le but d’incorporer dans la détermination 

du stade tumoral le statut des récepteurs hormonaux œstrogéniques (ER) et progestatifs (PR), 

du récepteur HER2 ainsi que les niveaux d’expression d’un panel de gènes (Cserni et al., 2018). 

Stade Tumeur Ganglion Métastases Description 

0 T0 ou Tis N0 M0 Pas de tumeur primaire ou cancer in situ 

I T1 N0 M0 
Tumeur inférieure à 2 cm, pas de ganglions 

lymphatiques atteints, pas de métastase 

IIA 

T0 

T1 

T2 

N1 

N1 

N0 

M0 

Tumeur inférieure à 2 cm avec atteinte 

mineure des ganglions, ou tumeur de 2 à 5 cm 

sans atteinte ganglionnaire 

IIB 
T2 

T3 

N1 

N0 
M0 

Tumeur de 2 à 5 cm avec atteinte mineure des 

ganglions, ou tumeur supérieure à 5 cm sans 

atteinte ganglionnaire 

IIIA T0/1/2/3 N1/2 M0 
Tumeur de taille variable avec atteinte mineure 

ou modérée des ganglions 

IIIB T4 N0/1/2 M0 

Tumeur de taille variable avec extension à la 

poitrine ou la peau, atteinte ganglionnaire 

faible à modérée 

IIIC Tout T N3 M0 Atteinte ganglionnaire importante 

IV Tout T Tout N M1 Présence de métastases distantes 

 

Tableau 4. Stades cliniques du cancer du sein déterminés par la classification TNM. 

 

3) Classification moléculaire 

 Pendant longtemps, la classification des différents sous-types de cancer du sein a 

reposé sur les niveaux d’expression de marqueurs tels que les récepteurs hormonaux ER, PR, 

HER2 ou encore la protéine Ki67 (qui est un marqueur de prolifération cellulaire). Ces 

marqueurs sont encore conventionnellement utilisés en complément des classifications 
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histopathologiques pour la prise en charge et l’établissement du pronostic chez les patients 

(Cheang et al., 2009; Vallejos et al., 2010). Cependant, la variabilité de réponse aux 

traitements basée sur la seule classification histopathologique sous-entend une complexité et 

une hétérogénéité plus importantes qu’initialement envisagé (Bertos et Park, 2011). En 2000, 

les profils d’expression génique de 65 tumeurs mammaires obtenues à partir de 42 individus 

ont été analysés par microarray (Perou et al., 2000). Parmi les 8102 gènes présents sur la puce, 

l’expression de 496 d’entre eux était significativement différente entre les tumeurs (avec une 

faible variation entre les tumeurs issues d’un même patient), et ont donc été retenus. L’étude 

de ces gènes a révélé que les tumeurs pouvaient être définies en 2 grands groupes : un groupe 

de tumeurs exprimant le récepteur aux œstrogènes (ER+), et un groupe n’exprimant pas le 

récepteur aux œstrogènes (ER-). 

 Une analyse plus détaillée de ces groupes a montré que les tumeurs ER+ expriment les 

récepteurs aux facteurs hormonaux (ER et PR), et les cytokératines ainsi que d’autres 

marqueurs spécifiques des cellules luminales : les tumeurs ER+ sont donc des tumeurs 

luminales. En complément, des marquages immunohistochimiques des récepteurs ER et PR, 

du récepteur HER2 et de la protéine Ki67 ont permis de mettre en évidence 2 sous-groupes 

de tumeurs luminales : les tumeurs luminal-A et luminal-B. Dans le groupe des tumeurs ER-, 

des différences ont été observées en lien avec l’expression du récepteur HER2 et des 

cytokératines spécifiques des différents types cellulaires. Parmi ces tumeurs, 3 sous-groupes 

ont ainsi été distingués : les tumeurs HER2+, les tumeurs basal-like et les tumeurs normal-like 

(Hu et al., 2006; Sørlie et al., 2001, 2003). 

 

Figure 12. Courbes de survie associées aux différents sous-types de cancer du sein.  
Les cas de cancer du sein inclus dans l’étude ont été distingués en 5 sous-types selon l’analyse des 
critères moléculaires exposés précédemment. A. Analyse de la survie selon le sous-type moléculaire. B. 
Analyse de la survie sans récidive selon le sous-type moléculaire. Lum A : luminal-A ; Lum B+C : luminal-
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B ; NorB-like : normal-like ; Basal : basal-like; ERBB2+ : HER2+. (Adapté de Sørlie et al., 2001). 
 

 Les 5 sous-groupes tumoraux intrinsèques ainsi définis (luminal-A, luminal-B, HER2+, 

basal-like et normal-like) ont par la suite été validés par de nombreuses études 

complémentaires, et ont montré de bonnes valeurs pronostique et prédictive à la 

chimiothérapie (Prat et al., 2015; Rouzier et al., 2005). Les caractéristiques de ces sous-

groupes sont détaillées dans le Tableau 5. L’analyse de la survie des patientes atteintes de 

cancer du sein et classées selon ces différents sous-types moléculaires montre que les profils 

luminal-A et luminal-B présentent la meilleure survie. Les tumeurs HER2+ et basal-like 

présentent au contraire une survie diminuée par rapport aux autres sous-types (Engstrøm et 

al., 2013; Sørlie et al., 2001) (Figure 12). 

Sous-type ER/PR/HER Fréquence 

Marqueurs 

basals 

CK5/6, EGFR 

Cluster de 

prolifération 

Grade 

histologique 
Pronostic 

Normal-like 
ER+/-, PR ?, 

HER2- 
5-10% + Faible I Intermédiaire 

Luminal-A 
ER+, PR+, 

HER2- 
50-60% - Faible I ou II Bon 

Luminal-B 
ER+/-, PR+/-, 

HER2+/- 
10-20% - Elevé I ou II Intermédiaire 

HER2+ 
ER-, PR-, 

HER2+ 
15-20% +/- Elevé III Défavorable 

Basal-like 
ER-, PR-, 

HER2- 
10-20% + Elevé III 

Très 

défavorable 

Molecular 

apocrine 

ER-, PR-, 

HER2+/- 
 +/-, AR- Elevé II ou III Intermédiaire 

Claudin-low 
ER-, PR-, 

HER2- 
12-14% 

+/-, CDH1-

low/-, CLDN-

low/- 

Elevé III Défavorable 

 
Tableau 5. Classification moléculaire des sous-types de cancer du sein.  
(Adapté de Eroles et al., 2012 et Weigelt et al., 2010). 
 

 Récemment, deux sous-types tumoraux supplémentaires ont été mis en évidence : les 

tumeurs ‘‘claudin-low’’, définies par une faible expression des marqueurs de jonction 

cellulaire (Prat et al., 2010), et les tumeurs ‘‘molecular apocrine’’, définies par une activation 
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du récepteur aux androgènes (Farmer et al., 2005) (Tableau 5). Les tumeurs de types basal-

like, molecular apocrine et claudin-low peuvent être regroupées sous le nom de tumeurs triple 

négatives (TNBC, triple negative breast cancer). D’autres sous-types de tumeurs triple 

négatives ont été mis en évidence, ayant chacun leur signature génique propre, ce qui 

démontre et renforce l’hétérogénéité tumorale mammaire ainsi que la difficulté de trouver 

des traitements adaptés à chaque cas (Lehmann et al., 2011). 

F- Traitements du cancer du sein 

 Comme nous l’avons exposé, le cancer du sein est une pathologie multifactorielle, avec 

une hétérogénéité intra- et inter-tumorale. Cette maladie complexe nécessite donc un 

traitement adapté associant la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie ou encore la mise 

en place de thérapies ciblées. Ces dernières années, la prise en charge et le traitement des 

cancers du sein évolue progressivement vers une médecine personnalisée, de façon à 

favoriser l’efficacité thérapeutique tout en limitant les effets secondaires indésirables (Abreu 

et al., 2014). Le traitement du cancer du sein suit un schéma précis qui est mis en place selon 

le stade et le sous-type tumoral (Figure 13). 

 

Figure 13. Schéma de la prise en charge thérapeutique classique pour le traitement du cancer du sein 
non métastatique.  
Lorsque la tumeur mammaire est identifiée et caractérisée, la patiente peut dans un premier temps 
subir une mastectomie totale ou partielle, suivie d’un traitement adjuvant de chimiothérapie complété 
d’une thérapie ciblée anti-HER2 (trastuzumab) si la tumeur est classée HER2+. Une radiothérapie peut 
ensuite être prescrite à la patiente, suivie d’une hormonothérapie si la tumeur est classée ER+ et/ou 
PR+. La chimiothérapie complétée ou non d’une thérapie ciblée anti-HER2 peut également constituer 
un traitement néo-adjuvant en amont de l’acte chirurgical, de façon à réduire la taille de la tumeur. 
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1) Chirurgie 

 Quel que soit le type de cancer mammaire, la chirurgie est requise. Dans le cas d’un 

volume tumoral réduit par rapport au volume mammaire, une mastectomie partielle est 

réalisée, mais si le volume tumoral est trop important (T3 ou T4, voir Tableau 4), la 

mastectomie totale du sein est préconisée. En complément, une évaluation ganglionnaire est 

réalisée, soit par prélèvement au niveau du ganglion sentinelle, soit par curage axillaire. Le 

curage axillaire est indiqué lorsque l’examen anatomopathologique du ganglion sentinelle est 

positif (présence de macro-métastases), ou en cas de ganglion suspect confirmé par biopsie 

avant le geste chirurgical (cliniquement, ou en échographie axillaire). 

 En complément de la chirurgie et selon le type de cancer mammaire, un traitement par 

radiothérapie ou par chimiothérapie peut éventuellement être prescrit, l’objectif étant 

d’éviter une éventuelle récidive loco-régionale ou à distance (Maughan et al., 2010). 

2) Radiothérapie 

 À la suite de la mastectomie partielle et/ou en cas d’atteinte ganglionnaire, la plupart 

des patientes vont être traitées par radiothérapie. La radiothérapie peut également être 

prescrite après une mastectomie totale, selon le sous-type tumoral et le stade. La 

radiothérapie utilise l’émission de rayons X ou de faisceaux d’électrons pour endommager 

l’ADN des cellules ciblées, de façon à éliminer spécifiquement les cellules cancéreuses. L’effet 

de la radiothérapie sur l’ADN des cellules ciblées sera détaillé dans le paragraphe II-F-2)a). 

 La radiothérapie peut être mise en place de deux façons : la radiothérapie ‘‘externe’’, 

où les rayons sont produits à l’extérieur du corps par un appareil, et la radiothérapie 

‘‘interne’’, où de fins tubes contenant la source des rayons sont implantés temporairement au 

niveau du sein atteint. Les rayons utilisés pour la radiothérapie sont dirigés vers une zone 

spécifique du sein : les effets secondaires (irritations) sont donc limités à un niveau local dans 

la plupart des cas. Pour autant, une période prolongée de radiothérapie peut être à l’origine 

d’une fatigue générale de la patiente, ou d’un gonflement du sein irradié. Ainsi, de nouvelles 

techniques de radiothérapie sont mises au point, notamment la protonthérapie qui, 

contrairement à la radiothérapie conventionnelle, focalise un faisceau de protons directement 

sur la lésion, ce qui minimise les effets sur les tissus voisins mais assure l’homogénéité de 

l’irradiation dans la tumeur (Orecchia et al., 2015). 
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 La radiothérapie est mise en place dans le traitement de la plupart des stades de cancer 

du sein, car elle est très efficace pour diminuer la récidive (Clarke et al., 2005). Moins 

fréquemment, la radiothérapie peut être indiquée pour réduire le volume tumoral, si celui-ci 

est trop important, avant l’acte chirurgical.  

3) Chimiothérapie 

 La chimiothérapie est la thérapie conventionnelle administrée aux patientes 

présentant une atteinte ganglionnaire, ou une tumeur de plus d’un centimètre. C’est 

également la stratégie de traitement adoptée pour les cancers invasifs comme les tumeurs 

triple négatives, pour lesquelles aucune thérapie ciblée n’est disponible. La chimiothérapie 

regroupe plusieurs types de drogues, dont l’effet principal est de détruire préférentiellement 

les cellules cancéreuses de façon systémique. A l’inverse de la chirurgie et de la radiothérapie, 

la chimiothérapie n’est donc pas un traitement loco-régional car elle agit sur l’ensemble de 

l’organisme. Les drogues utilisées auront pour but de cibler la prolifération et la division 

cellulaire à différents niveaux (Esposito et al., 2014). Ainsi, les cellules cancéreuses étant par 

nature plus actives que les cellules saines, elles seront plus fortement touchées par la 

chimiothérapie. De plus, les drogues peuvent être utilisées en traitement seul, mais la plupart 

du temps elles sont combinées à d’autres drogues.  

 La chimiothérapie peut éventuellement être administrée avant la chirurgie, de façon à 

réduire le volume tumoral avant l’opération (thérapie néo-adjuvante), ou après la chirurgie 

(thérapie adjuvante). Dans les deux cas, les drogues utilisées sont des anthracyclines, 

potentialisées par des cyclophosphamides et des taxanes. Les anthracyclines altèrent la 

structure de l’ADN, empêchant sa réplication et entraînant ainsi l’apoptose. Les principales 

anthracyclines utilisées dans le traitement du cancer du sein sont la doxorubicine ainsi que 

son dérivé, l’épirubicine (Conte et al., 2000). Les taxanes inhibent la formation des 

microtubules, bloquant la division cellulaire et entraînant l’apoptose de la cellule en division. 

Le paclitaxel fait partie des taxanes les plus utilisés (Nabholtz et Gligorov, 2005). 

 Il est important de souligner que du fait de leur action systémique, les chimiothérapies 

ne sont pas spécifiques des cellules cancéreuses. Elles sont ainsi à l’origine de nombreux effets 

secondaires chez les patientes. 
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4) Thérapies ciblées 

a) Hormonothérapie 

 Les hormonothérapies concernent les tumeurs de type luminal (A et B), qui 

surexpriment les récepteurs aux œstrogènes et/ou à la progestérone et qui représentent 

environ 60% des tumeurs mammaires. Ces hormonothérapies utilisent des inhibiteurs de 

l’activation des récepteurs aux œstrogènes comme le tamoxifène (Abreu et al., 2014). Outre 

une action directe sur les récepteurs hormonaux, les hormonothérapies peuvent agir plus en 

amont : c’est le cas des inhibiteurs d’aromatase. L’aromatase est une enzyme qui catalyse la 

transformation de la testostérone en œstradiol, ensuite converti en œstrogène par d’autres 

enzymes. L’utilisation d’inhibiteurs d’aromatase va permettre de bloquer la production 

d’œstrogène, qui ne pourra alors plus interagir avec son récepteur : la prolifération cellulaire 

sera donc limitée (den Hollander et al., 2013). 

b) Tumeurs HER2+ 

 Les tumeurs mammaires HER2+ sont caractérisées par une surexpression du récepteur 

HER2. La principale thérapie mise en place pour le traitement de ces tumeurs est l’utilisation 

du trastuzumab (ou Herceptine), qui est un anticorps monoclonal ciblant spécifiquement le 

récepteur HER2 (Figueroa-Magalhães et al., 2014). La fixation de cet anticorps au niveau du 

domaine juxtamembranaire de HER2 va empêcher son activation et celle de ses signalisations 

en aval. Cependant, chez 50% des patientes traitées, une résistance de novo est observée, et 

une résistance acquise se développe chez la plupart d’entre elles. Ces résistances peuvent être 

dues à des sur-activations de voies de signalisation alternatives, à une efficacité partielle du 

trastuzumab due à l’expression tronquée du récepteur HER2, ou à l’induction de l’autophagie 

(Callahan et Hurvitz, 2011). 

c) Tumeurs triple négatives 

 Les tumeurs mammaires triple négatives sont les plus agressives. Elles représentent 10 

à 15% des cancers du sein. Il s’avère très difficile de définir un traitement de ces tumeurs, du 

fait de leur importante hétérogénéité mais aussi à cause de la diversité des gènes exprimés 

(voir paragraphe II-E). Le traitement actuel principal repose sur l’utilisation d’anthracyclines 

et de taxanes, mais dans certains cas ce traitement s’avère peu efficace. 
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 Une fraction non négligeable des tumeurs triple négatives est mutée pour les gènes 

BRCA1/2, ce qui permet d’envisager une piste thérapeutique visant l’inhibition de la protéine 

PARP (poly-ADP ribose polymerase). En effet, les cellules présentant une mutation BRCA1/2 

sont caractérisées par un mauvais fonctionnement des mécanismes de réparation de l’ADN 

par recombinaison homologue, et reposent donc uniquement sur les mécanismes de 

réparation par jonction des extrémités non homologues (NHEJ, non-homologous end joining) 

et par excision de bases (BER, base-excision repair). Or, ces deux mécanismes de réparation 

nécessitent l’action de la protéine PARP : cette protéine est donc une cible de choix, car son 

inhibition entraîne l’instabilité de l’ADN et la mort cellulaire. Plusieurs molécules ont été 

développées en ce sens, et des essais cliniques sont en cours pour évaluer leur efficacité 

(Tomao et al., 2015). 

 Les différents sous-types moléculaires des tumeurs mammaires permettent d’orienter 

les schémas thérapeutiques à mettre en place. Un récapitulatif des principales lignes 

thérapeutiques mises en place selon le sous-type de cancer du sein est présenté dans le 

Tableau 6.  

Luminal-like HER2+ Triple négative 

Tamoxifène Trastuzumab (anti-HER2) Olaparib (inhibiteur de PARP) 

Inhibiteurs 

d’aromatase 
Lapatinib (inhibiteur de HER1 et HER2)  Iniparib (inhibiteur de PARP) 

 Pertuzumab (anti-HER2) Cetuximab (anti-EGFR) 

 T-DM1 (anti-HER2) + taxane Erlotinib (anti-EGFR) 

 MM-121 (anti-HER3) Lapatinib (anti-EGFR) 

 MM-111 (anti-HER2/HER3)  

 Dalotuzumab (anti-IGF1R)  

Chimiothérapies : 

Doxorubicine, Gemcitabine, Cisplatine, Paclitaxel, Docetaxel, Capecitabine 

Inhibiteurs : 

Everolimus (inhibiteur de mTOR) 

Bevacizumab (inhibiteur de VEGF) 

Sunitinib (inhibiteur multi-kinase) 

Sorafenib (inhibiteur multi-kinase) 

 
Tableau 6. Récapitulatif des principales stratégies thérapeutiques utilisées selon le sous-type de 
cancer du sein. 
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 Cependant, dans le cas d’une tumeur de stade IV avec dissémination métastatique, il 

peut s’avérer difficile de prédire la réponse à une ligne de traitement particulière. On peut en 

effet observer dans certains cas un recul de la maladie après administration du traitement de 

première intention, mais ce recul peut être temporaire et suivi d’une nouvelle progression de 

la maladie. Cette ‘‘rechute’’ est principalement due à la mise en place de mécanismes de 

résistances : une nouvelle ligne de traitement doit donc être proposée. 

 Ainsi, les études actuelles s’orientent vers des analyses complémentaires multi-

domaines, notamment en protéomique, lipidomique et métabolomique, de façon à compléter 

les données de génomique initiales et ainsi mieux prédire la potentielle récidive, mieux 

adapter les schémas thérapeutiques pour chaque patiente, et enfin comprendre les 

mécanismes de résistance aux traitements. De cette façon, l’immunothérapie représente une 

nouvelle opportunité de traitement, notamment dans le cancer du sein où plusieurs essais 

cliniques sont en cours (Polk et al., 2018). 

G- Résistance aux traitements : focus sur la réparation des dommages de l’ADN 

 Parmi tous les mécanismes de résistance aux traitements anti-cancéreux qui ont été 

identifiés, le cas des dommages de l’ADN constitue un aspect intéressant. En effet, le contexte 

des altérations de l’ADN est double : il constitue d’une part un facteur de risque de 

développement cancéreux (voir paragraphe II-B) et de progression tumorale par inhibition de 

gènes suppresseurs de tumeurs (voir paragraphe II-C-2)a)), mais l’induction de dommages de 

l’ADN constitue également une des principales thérapies actuelles (voir paragraphe II-F). Nous 

avons également exposé le fait que dans certains cas, les cellules cancéreuses (et notamment 

les CSCs) sont capables de stimuler les mécanismes impliqués dans la réparation des 

dommages de l’ADN, de façon à favoriser leur survie et leur résistance aux traitements. 

 Dans ce paragraphe, nous allons exposer les principaux mécanismes de réparation des 

dommages de l’ADN, ainsi que quelques exemples d’implication dans les cellules cancéreuses. 

1) Induction de dommages de l’ADN 

 De façon générale, il est clair que la transmission conforme du matériel génétique de 

génération en génération nécessite le maintien d’un taux bas de mutations et d’altérations en 

tout genre. Les cellules ont besoin d’un génome intègre et fonctionnel, mais chaque gène peut 

être altéré par un changement dans sa séquence ou dans son niveau d’expression (ARNm, 
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protéine). Pourtant, il existe deux sources importantes de mutations, qui apparaissent de 

façon physiologique : les erreurs de réplication de l’ADN et les lésions chimiques du matériel 

génétique.  

 Les erreurs de réplication sont principalement dues à des erreurs d’incorporation de 

nucléotides par la machinerie enzymatique en charge de répliquer l’ADN (Cortez, 2019). En 

effet, chez les bactéries, l’ADN polymérase commet en moyenne une erreur toutes les 100000 

insertions de nucléotide. Ces erreurs sont normalement évitées grâce à la fonction correction 

d’épreuve : le nucléotide incorrect sera clivé par l’activité exonucléase de la polymérase. 

Après la réplication, un second mécanisme permet de corriger les erreurs non détectées par 

le système de correction d’épreuve : ce sont la plupart du temps des mésappariements de 

nucléotides. Les nucléotides incorrects seront alors éliminés puis remplacés. 

 En complément, l’ADN étant une molécule organique complexe, fragile et de stabilité 

chimique limitée, il peut être sujet à des lésions induites par des agents physiques (radiations) 

ou chimiques (naturels ou artificiels) qui auront un impact sur sa structure ou sur la nature 

chimique des bases (Figure 14). Contrairement aux erreurs de réplication, les lésions dues à 

l’environnement sont inévitables. Par conséquent, la cellule devra disposer d’un système de 

réparation efficace pour contrer les effets de ces lésions. C’est notamment le cas des cellules 

cancéreuses résistantes aux thérapies conventionnelles, dont nous allons détailler les 

caractéristiques dans le paragraphe suivant. Les mécanismes de réparation des lésions de 

l’ADN seront développés par la suite. 

 

Figure 14. Lésions de l’ADN induites par les traitements anti-cancéreux et mécanismes de réparation. 
Selon le traitement mis en place, les lésions de l’ADN seront différentes. La figure représente les lésions 
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induites par irradiation ou par différentes catégories d’agents chimiothérapeutiques, les voies 
moléculaires de réparation de ces lésions, et les facteurs moléculaires impliqués pouvant être ciblés 
pour augmenter l’efficacité des traitements. Chaque couleur représente un ou plusieurs mécanisme(s) 
de réparation. (Adapté de Goldstein et Kastan, 2015). 

 

2)  Dommages induits par les traitements anti-cancéreux 

a) Radiothérapie 

 La radiothérapie est l’une des principales stratégies thérapeutiques mises en place 

dans le traitement des tumeurs solides, et plus particulièrement dans le traitement du cancer 

du sein. Comme nous l’avons vu précédemment (voir paragraphe II-F-2)), le but de la 

radiothérapie est d’induire l’arrêt de la croissance et la mort des cellules ciblées : elle permet 

ainsi d’éliminer les cellules cancéreuses. 

 Les conséquences biologiques des rayonnements ionisants (X ou γ) utilisés sont 

directement liées aux cassures (simple ou double brin) de l’ADN des cellules ciblées. En 

complément, les rayonnements ionisants peuvent agir sur d’autres molécules intracellulaires, 

en particulier les molécules d’oxygène (O2) pour générer des radicaux libres appelés espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) : ces ROS seront à l’origine d’un stress oxydant dans la cellule, 

caractérisant un effet indirect des radiations sur l’intégrité de l’ADN. En effet, le stress oxydant 

peut être responsable de lésions au niveau de l’ADN (Hur et Yoon, 2017). 

 Un autre effet indirect des rayonnements ionisants consiste en l’action de l’irradiation 

sur des cellules distantes qui n’ont pas été irradiées : on parle d’effet bystander. Cet effet 

bystander des radiations ionisantes peut être régulé par certaines cytokines (Prise et 

O’Sullivan, 2009) ou par la production de vésicules extracellulaires induites par l’irradiation 

(Jella et al., 2014; Szatmári et al., 2017). De façon intéressante, il a été montré que le contenu 

ces vésicules induites par l’irradiation permettait d’en propager les effets au cellules voisines : 

dans le contenu de ces vésicules, on retrouve diverses molécules et notamment des ARNs (Al-

Mayah et al., 2012; Jelonek et al., 2016). 

b) Chimiothérapie 

 Nous avons vu précédemment que la chimiothérapie utilise des drogues dont l’effet 

global est de détruire préférentiellement les cellules cancéreuses de façon systémique. En 

effet, les chimiothérapies ciblent la prolifération et la division cellulaire (Esposito et al., 2014). 

De cette façon, les cellules cancéreuses seront plus fortement impactées car elles sont par 
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nature plus actives que les cellules saines. Parmi les drogues utilisées en chimiothérapie, de 

nombreux composés ont un impact sur l’ADN : notamment, certaines molécules comme le 

témozolomide sont des agents méthylants. Ces drogues vont méthyler les guanines, ce qui 

induira une cytotoxicité par défaut de réplication (Roos et al., 2004). Cependant, certaines 

tumeurs peuvent développer des mécanismes de résistance au témozolomide, notamment en 

surexprimant une enzyme particulière, la méthylguanine méthyltransférase (MGMT), qui 

retirera le groupement méthyl des guanines (Thomas et al., 2017). Dans le cadre de ce 

manuscrit, nous nous intéresserons plus ici à une famille que nous avons déjà citée, à savoir 

les anthracyclines. Ces composés ont un impact sur l’ADN puisqu’ils vont directement modifier 

sa structure chimique, de façon à empêcher sa réplication et entraîner la mort des cellules. 

Les principales anthracyclines utilisées dans le traitement du cancer du sein sont la 

doxorubicine ainsi que son dérivé, l’épirubicine (Conte et al., 2000).  

 Les anthracyclines sont des inhibiteurs de topoisomérases II. Les topoisomérases sont 

des protéines intervenant dans la décondensation de l’ADN, en clivant un seul brin 

(topoisomérases I) ou les deux (topoisomérases II). Ce clivage est suivi par le relâchement de 

l’ADN et la re-ligation des brins d’ADN. Ainsi, les anthracyclines vont agir en bloquant la 

dernière étape de re-ligation, de façon à laisser la molécule d’ADN ouverte : ceci mènera à 

l’accumulation progressive de cassures double brin de l’ADN. Les cassures induites par les 

anthracyclines diffèrent des cassures induites chimiquement car les topoisomérases 

inactivées restent liées de façon covalente au niveau du site de cassure : la réparation de la 

cassure nécessitera donc au préalable d’éliminer cette enzyme. En complément des 

anthracyclines, un traitement avec des inhibiteurs de molécules impliquées dans la réparation 

des cassures double brin (DNA-PK, ATM) permettra ainsi de sensibiliser les cellules 

cancéreuses et de favoriser leur élimination (Hickson et al., 2004; Weber et Ryan, 2015; 

Willmore et al., 2004) (Figure 14). En effet, la protéine ATM régule l’expression des 

topoisomérases II : il a été montré qu’une inhibition d’ATM entraîne une augmentation de 

l’expression de ces topoisomérases II, mais augmente également la sensibilité cellulaire à 

l’étoposide (Tamaichi et al., 2013). Ceci est lié au fait que le niveau d’expression des 

topoisomérases est lié au nombre de cassures de l’ADN induites par les inhibiteurs de 

topoisomérases. Ainsi, des inhibiteurs d’ATM permettent de sensibiliser les cellules aux 

inhibiteurs de topoisomérases II non seulement en affectant la réponse cellulaire aux cassures 

double brin de l’ADN, mais aussi en augmentant l’expression des topoisomérases II : en effet, 
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on observera en conséquence une augmentation du nombre de cassures dues à un défaut 

d’activité des topoisomérases. 

3) Mécanismes de réparation de l’ADN 

 Au niveau de l’ADN, la majorité des lésions induites seront des cassures simple ou 

double brin. Les cassures simple brin sont considérées comme ‘‘sub-létales’’, car c’est leur 

accumulation qui peut induire la mort cellulaire. En revanche, les cassures double brin de 

l’ADN sont létales. Des mécanismes de réparation complexes et potentiellement croisés 

permettent de réparer ces lésions (Curtin, 2012). En complément, d’autres lésions de l’ADN 

peuvent être induites dans la cellule, comme des pontages inter- ou intra-brins d’ADN, mais 

aussi des pontages avec des protéines proches (Reisz et al., 2014) (Figure 14). 

 La réparation des cassures double brin de l’ADN fait intervenir deux mécanismes 

principaux que sont la recombinaison homologue (HR, homologous recombination) ou la 

jonction des extrémités non homologues (NHEJ, non-homologous end joining). Ces voies de 

réparation sont détaillées dans la figure 15. 

 D’un point de vue général et simplifié, les cassures double brin de l’ADN entraînent 

l’activation des kinases ATM (ataxia-telangiectasia mutated) et ATR (ataxia-telangiectasia and 

Rad3 related). En parallèle, le variant d’histone H2AX est phosphorylé : la marque γH2AX 

constitue ainsi un marqueur de dommages de l’ADN (Nagelkerke et Span, 2016; Rogakou et 

al., 1998). En aval, les kinases CHK1 et CHK2 (checkpoint kinase 1/2) sont recrutées et régulent 

à leur tour de nombreux effecteurs, dont les suppresseurs de tumeur p53 et BRCA1/2, ainsi 

que des modulateurs du cycle cellulaire comme des phosphatases de la famille Cdc25. 

 Historiquement, il était admis que la voie ATM-CHK2 était principalement impliquée 

dans la réparation des cassures double brin de l’ADN, et que la voie ATR-CHK1 était associée 

à la réparation des cassures simple brin. Cependant, des études plus récentes ont montré des 

croisements entre ces deux voies (Smith et al., 2010). Dans tous les cas, l’activation de ces 

voies mènera selon la gravité des lésions à différents phénotypes, allant du simple arrêt du 

cycle cellulaire jusqu’à l’apoptose en passant par la sénescence cellulaire (Ciccia et Elledge, 

2010). 
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Figure 15. Mécanismes de réparation des cassures de l’ADN. 
La réparation des cassures double brin de l’ADN (DSB) fait d’abord intervenir le recrutement du 
complexe MRN. Dans la réparation par NHEJ, la liaison entre l’hétérodimère Ku70-Ku80 et la sous-unité 
catalytique de la kinase DNA-PK (DNA-PKcs) permet la synthèse des extrémités d’ADN cassées. Ensuite, 
les extrémités libres sont prises en charge par Artemis, liguées par l’ADN ligase 4 (LIG4) et stabilisées 
par le complexe XRCC4/XLF. Dans la réparation par HR, les protéines BRCA1 et PARP permettent le 
recrutement du complexe MRN, qui va lui-même recruter la protéine ATM. ATM phosphoryle l’histone 
H2AX, qui permet alors le recrutement de 53BP1 et BRCA1. Les zones d’ADN simple brin sont 
rapidement recouvertes de protéines RPA, qui empêchent ainsi leur dégradation. Ceci permet le 
recrutement d’ATR et ATRIP, qui vont phosphoryler en aval CHK1 pour induire un arrêt du cycle entre 
la phase S et la phase G2. ATM et ATR phosphorylent BRCA1, ce qui stimule son activité E2 ubiquitine 
ligase. CHK1 va phosphoryler Rad51, qui va retirer les monomères de RPA pour former un filament 
nucléoprotéique capable d’interagir avec le duplex complémentaire, formant une jonction de Holliday. 
Le brin invasif est allongé par une ADN polymérase jusqu’au niveau de la cassure double brin, pour 
former un produit de réparation croisé ou non croisé. Les fourches de réplication bloquées entraînent 
l’activation d’ATR et du complexe FANC, qui va favoriser la réparation par HR (c’est également le cas 
pour les fourches bloquées du fait de pontages inter-brins). (Adapté de Curtin, 2012). 

 

4) Réparation de l’ADN & cancer 

 Comme nous l’avons vu, les cellules cancéreuses sont caractérisées par une grande 

instabilité de leur génome, puisqu’elles sont sujettes à de nombreuses altérations génétiques 

et/ou épigénétiques (Negrini et al., 2010). De plus, bien qu’elles soient faibles en proportion, 

il existe des formes familiales héréditaires de cancer du sein. Dans ces formes héréditaires, 

l’une des mutations ayant la plus forte prévalence affecte les gènes BRCA1/2. En effet, des 

individus hétérozygotes porteurs d’une mutation BRCA1 ou BRCA2 ont un risque de 40 à 80% 

de développer un cancer du sein (Fackenthal et Olopade, 2007). De plus, les tumeurs mutées 

pour BRCA1 ou BRCA2 ont été associées avec une faible expression de 53BP1, ce qui signifie 
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que la mutation du gène 53BP1 pourrait favoriser la survie en l’absence des protéines BRCA1 

et BRCA2 (Bouwman et al., 2010). D’autres mutations des gènes CHK2, ATM, NBS1 et RAD50 

ont également été associées avec un risque doublé d’apparition de cancer du sein : ceci met 

en évidence l’importance de la voie ATM au sein de la réparation des cassures double brin et 

de l’inhibition de la tumorigenèse mammaire (Walsh et King, 2007). 

 En revanche, dans le cas des cancers ‘‘sporadiques’’, il a été montré que l’accumulation 

de dommages de l’ADN permet de favoriser l’apparition de cellules cancéreuses. En effet, les 

stades précoces des tumeurs humaines sont caractérisés par de hauts niveaux de lésions de 

l’ADN (Bartek et al., 2007). Ces lésions peuvent être dues à l’exposition à des carcinogènes, au 

raccourcissement des télomères, à l’augmentation du stress oxydatif, mais aussi à un stress 

réplicatif par l’activation d’oncogènes (Bartek et al., 2007; Luo et al., 2009; Pleasance et al., 

2010a, 2010b). Dans les conditions normales, l’activation de la réparation de l’ADN 

empêcherait la tumorigenèse en induisant la sénescence des cellules ou la mort des cellules 

tumorales. Cependant, des mutations de gènes impliqués dans les voies de réparation, comme 

TP53 ou ATM, pourraient prédisposer certaines cellules à la formation de masses tumorales 

en évitant la sénescence ou l’apoptose pour au contraire favoriser la prolifération malgré 

l’accumulation de dommages de l’ADN (Luo et al., 2009). 

 De cette façon, le comportement des cellules cancéreuses laisse à penser que 

l’induction de dommages au niveau de leur ADN par les chimio- ou radiothérapies actuelles 

pourrait selon le cas favoriser ou inhiber la progression tumorale. En effet, il est possible que 

ces lésions pourraient soit renforcer l’instabilité génétique des cellules cancéreuses, soit 

entraîner des cassures qui seront mal prises en charge du fait d’un système de réparation 

défectueux, favorisant ainsi l’apparition de nouvelles mutations. 

 

 Malgré les stratégies thérapeutiques définies et le large panel de molécules 

disponibles, le cancer du sein reste la première cause de mortalité par cancer chez les 

femmes en France et dans le monde. Pour réduire cette mortalité, il est capital d’identifier 

tous les acteurs et mécanismes impliqués dans la progression tumorale mammaire, ainsi 

que dans la mise en place des voies de résistance aux traitements.  
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III – Les longs ARN non codants 

 Trente ans après l’identification du premier long ARN non codant (lncRNA) chez 

l’homme, nommé H19, le rôle et l’importance de ces ARNs particuliers dans tous les aspects 

de la physiologie cellulaire ne sont plus à démontrer. Pendant ces 3 décennies, notamment 

grâce aux avancées technologiques majeures telles que le séquençage haut débit et les 

nouveaux outils de biologie moléculaire, c’est tout un pan de la transcriptomique qui a été mis 

au jour. 

 Au début des années 2000, le projet ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) est initié, 

conçu comme étant la continuité du Projet sur le Génome Humain (HGP, Human Genome 

Project) (Dulbecco, 1986; International Human Genome Sequencing Consortium, 2001, 2004; 

The 1000 Genomes Project Consortium, 2010). Ce projet ENCODE a mis en évidence que près 

de 80% du génome humain est transcrit en ARNs fonctionnels, mais que seulement 2% du 

génome code pour des protéines (Kapranov et al., 2007; Qu et Fang, 2013; The ENCODE 

Project Consortium, 2007). Il résulte ainsi de cette étude qu’il existe un ‘‘bruit de fond 

transcriptionnel’’, mais aussi des ARNs transcrits mais non traduits, appelés ARNs non codants 

(ncRNAs). Ces ncRNAs sont classés en plusieurs catégories selon leur longueur : les ncRNAs de 

moins de 200 nt sont appelés petits ARNs non codants, les ncRNAs de plus de 200 nt sont 

appelés longs ARNs non codants. 

 Comme nous allons l’exposer dans ce chapitre, les longs ARNs non codants sont 

impliqués dans de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération, la migration, 

l’apoptose, le maintien de l’intégrité du génome, ou encore le maintien des cellules souches. 

Nous expliciterons l’ensemble des mécanismes mis en place par les lncRNAs dans le contrôle 

de ces différents phénotypes. Les petits ARNs non codants feront l’objet du chapitre suivant 

(voir paragraphe IV). 

A- Généralités sur les longs ARNs non codants 

1) Découverte et historique 

 Dans les années 1950, des études ont montré que le génome de l’homme n’était pas 

aussi développé qu’on le pensait. En effet, le paradigme de l’époque énonçait que plus un 

organisme est développé, plus son génome doit être important. Or, des expériences portant 
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sur la C-value, c’est-à-dire la quantité d’ADN dans un génome haploïde (‘‘taille’’ de l’ADN), 

n’ont pas montré de corrélation avec la taille de l’organisme ou le niveau de complexité de 

son développement (Gall, 1981; Mirsky et Ris, 1951). Ce paradoxe a remis en cause les 

certitudes scientifiques de l’époque, puisque le point de vue dominant était 

anthropocentrique, et stipulait que l’homme, espèce la plus complexe sur terre, nécessitait 

d’avoir le plus grand nombre de gènes possible. Dans les années 1970, des expériences 

d’hybridation ADN-ARN ont complété ces données et ont montré que l’homme possède entre 

20000 et 30000 gènes codants. A l’époque, le reste du génome est alors qualifié ‘‘d’ADN 

poubelle’’ (« junk DNA ») du fait de sa contenance en transposons, pseudogènes et séquences 

répétées (Ohno, 1972; Thomas, 1971). Cependant, ces séquences non codantes suscitèrent 

l’intérêt quelques années plus tard, lorsqu’il fut démontré qu’elles étaient à l’origine 

d’éléments de régulation du génome, comme les ARNs ribosomaux ou les ARNs de transfert 

(Holmes et al., 1972; Pierpont et Yunis, 1977), mais aussi d’éléments contrôlant l’expression 

des gènes ou la synthèse des ARNm matures. 

 

Figure 16. Proportions des transcrits codants et non codants dans le génome humain. (Adapté de 
Jarroux et al., 2017). 
 

 Plus tard, dans les années 2000, le Projet Génome Humain a permis le séquençage du 

génome entier, et a mis en évidence la notion selon laquelle dans un organisme, le taux de 

séquences non codantes reflète sa complexité. Par la suite, le consortium ENCODE a compilé 

près de 1640 banques de données sur 147 lignées cellulaires différentes. Ceci a permis de 

montrer que 93% du génome est activement transcrit, et associé à au moins 1 transcrit 

primaire. Ces résultats ont également montré qu’environ 39% du génome est représenté par 

des gènes codant des protéines (définis à partir du promoteur jusqu’au signal polyA). 
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Cependant, 54% des transcrits ne sont pas associés à ces gènes (Figure 16). En effet, 9640 loci 

permettant l’expression de longs ARNs non codants ont été mis en évidence chez l’Homme 

(Derrien et al., 2012). De nos jours, d’après la base de données LNCipedia 2.0, 183 lncRNAs 

ont été annotés sur la séquence du génome humain : pour la majorité d’entre eux, aucune 

fonction cellulaire n’a encore été associée. 

 Ces résultats montrent ainsi que la majorité du génome est transcrit, mais qu’une très 

faible proportion des ARNs produits est traduite en protéines. Ceci signifie que la majorité du 

génome humain est non codant. Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris, et ont 

permis d’étendre la définition d’un gène au-delà de sa fonction codant pour une protéine. 

2) Classification des longs ARN non codants 

 

Figure 17. Principales catégories de longs ARNs non codants (lncRNAs). 
Les lncRNAs sont classés selon leur origine dans le génome. A. Les longs ARNs intergéniques (lincRNAs) 
sont issus de fragments distants d’au moins 1 kb d’un gène codant pour une protéine. B. Les lncRNAs 
peuvent être transcrits en orientation antisens aux gènes codants. C. Lors de l’épissage des ARNm, les 
introns peuvent former des lncRNAs appelés lncRNAs introniques. D. Les lncRNAs peuvent également 
être transcrits à partir d’enhancers (eRNAs). (Adapté de Clark et Blackshaw, 2014). 
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 Il existe de nombreuses méthodes de classification des longs ARNs non codants, selon 

le critère de discrimination utilisé (taille, structure, fonctions biologiques) (St Laurent et al., 

2015). L’une des méthodes les plus utilisées consiste à distinguer les lncRNAs selon l’origine 

de leur transcription dans le génome : il existe ainsi 5 catégories différentes.  

a) LncRNAs intergéniques (lincRNAs) 

 Certains gènes codant des lncRNAs possèdent leur propre promoteur indépendant, 

sont transcrits par l’ARN polymérase II, polyadénylés et épissés : ce sont les lncRNAs 

intergéniques (lincRNAs, large-intergenic non-coding RNAs) (Figure 17.A). La séquence à partir 

de laquelle un lincRNA est transcrit est située entre deux gènes codants, mais sa transcription 

ne se superpose pas à celle de ces gènes. Les lincRNAs sont localisés le plus souvent à une 

distance de plus de 5 kb des séquences des gènes codants, et ont une taille supérieure à 1000 

nt (Guttman et al., 2009; Khalil et al., 2009). 

 Parmi les lincRNAs les plus étudiés, nous pouvons citer les exemples de Xist (Brockdorff 

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

(Brannan et al., 1990).  

b) LncRNAs antisens 

 Les lncRNAs peuvent également être transcrits en orientation antisens par rapport aux 

gènes codants (Figure 17.B). Dans ce cas, et contrairement aux lincRNAs, ils peuvent déborder 

partiellement ou entièrement sur les séquences des gènes codants. Les lncRNAs antisens sont 

principalement retrouvés au niveau de régions chromosomiques soumises à l’empreinte 

génomique. Certains de ces lncRNAs contrôlent l’établissement et le maintien de l’empreinte, 

comme ceux transcrits à partir des loci Tsix/Xist (Lee et al., 1999), Kcnq1/Kcnq1ot1 (Kanduri 

et al., 2006) et Igf2r/Air (Lyle et al., 2000). Un paragraphe sera consacré à la mise en place et 

à la régulation de l’empreinte génomique, ainsi que le rôle des lncRNAs dans ces mécanismes 

(voir paragraphe V-A). 

c) LncRNAs introniques 

 Au cours du phénomène d’épissage des ARNm, certains introns éliminés peuvent 

former des lncRNAs (Figure 17.C). Ces lncRNAs ont une fonction similaire à celle de l’ARNm à 

partir duquel ils sont synthétisés. Par exemple, le lncRNA COLDAIR, transcrit à partir du locus 
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FLC (flowering repressor locus) aura tout comme l’expression du gène codant correspondant 

un rôle dans le phénomène de vernalisation des plantes (Heo et Sung, 2011). 

d) ARNs enhancers (eRNAs) 

 Une autre classe d’ARNs non codants est constituée de transcrits peu abondants dans 

la cellule, et dont la fonction précise est méconnue : ce sont les ARNs enhancers (eRNAs) 

(Figure 17.D). Ces eRNAs sont synthétisés non loin des points d’initiation de la transcription 

des ARNm, mais aussi des ARNs antisens. Ils sont de petite taille (de 20 à 2500 nt), coiffés et 

polyadénylés. Leur transcription est probablement impliquée dans les mécanismes de 

décondensation de la chromatine, de façon à favoriser l’expression de gènes auxquels ils sont 

associés (Kim et al., 2010). 

 Les eRNAs sont parfois associés au bruit de fond transcriptionnel, puisqu’ils sont 

générés par l’interaction du complexe d’initiation de la transcription avec les séquences 

enhancers ou à proximité des promoteurs. 

e) LncRNAs issus de pseudogènes 

 La dernière catégorie de lncRNAs regroupe ceux issus de pseudogènes. En effet, même 

si on considère généralement que les pseudogènes ne sont pas exprimés, certains d’entre eux 

(de 2 à 20% environ) peuvent tout de même être transcrits en lncRNAs du fait d’une mutation 

non-sens ou d’un décalage de la phase ouverte de lecture. Les pseudogènes ainsi exprimés 

sont considérés comme des intermédiaires dans le processus de ‘‘pseudogénisation’’ 

complète (Harrison et al., 2005), ou encore comme des pseudogènes dont l’expression a été 

ré-activée et qui ont ainsi acquis de nouvelles fonctions, notamment dans la régulation de 

post-transcriptionnelle de l’expression génique (Bekpen et al., 2009). 

B- Modes d’action des longs ARNs non codants 

 Selon leur localisation au sein de la cellule, les lncRNAs auront des rôles différents et 

seront impliqués dans des phénotypes divers. Globalement, on considère que les lncRNAs 

peuvent agir au niveau transcriptionnel, au niveau post-transcriptionnel et au niveau post-

traductionnel : ils peuvent donc exercer leur action à la fois dans le noyau et dans le 

cytoplasme (Shi et al., 2013) (Figure 18). 
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 Un seul lncRNA peut ainsi avoir plusieurs modes d’action dans la cellule, tant dans le 

compartiment nucléaire que dans le compartiment cytoplasmique.  

 

Figure 18. Principales fonctions cellulaires des lncRNAs. 
D’un point de vue général, les lncRNAs (en rouge) peuvent réguler négativement (1) ou positivement 
(2) l’expression d’un gène codant (en violet) par interférence transcriptionnelle ou en modulant la 
condensation de la chromatine. De plus, des transcrits antisens peuvent s’apparier avec leur ARN sens 
spécifique, entraînant un épissage alternatif (3) ou la formation de microRNAs (4). Lorsqu’ils 
interagissent avec des protéines, les lncRNAs peuvent réguler leur activité (5), leur localisation (6) ou 
même interagir avec elles pour former des complexes ou des structures particulières (7). Les lncRNAs 
peuvent également être des précurseurs d’ARNs simple ou double brin qui agissent comme des miRNAs 
(8). Enfin, les lncRNAs peuvent agir en tant qu’ ‘‘éponges à miRNAs’’ de façon à les séquestrer et 
empêcher leur action. (Adapté de Shi et al., 2013) 
 

1) Fonctions des lncRNAs dans le noyau 

a) Formation de sous-structures nucléaires 

 Il a été montré que les lncRNAs peuvent influencer l’organisation de l’architecture du 

noyau. En effet, ces lncRNAs sont impliqués dans la formation de sous-structures nucléaires 

particulières appelés paraspeckles (Yamazaki et Hirose, 2015). Les paraspeckles sont des 

assemblages composés de protéines impliquées dans le transport des ARNm, de facteurs 

d’épissage, d’ARNm en cours de maturation et d’ARNs non codants. Ils sont principalement 

retrouvés dans les régions interchromosomiques, et leur formation dépend de l’activité de 

l’ARN polymérase II (Fox et al., 2002). Les paraspeckles sont des structures dynamiques ayant 

un rôle structural : elles régulent la ségrégation des protéines dans le nucléole. 
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 Plusieurs études ont montré que le lncRNA NEAT1 (nuclear-enriched autosomal 

transcript 1) joue un rôle essentiel dans la formation des paraspeckles. En effet, dans les 

cellules souches embryonnaires, où NEAT1 n’est pas exprimé, les paraspeckles sont absents 

(Chen et Carmichael, 2009). A l’inverse, dans les cellules différenciées ou en cours de 

différenciation, l’augmentation de l’expression de NEAT1 est corrélée à l’augmentation du 

nombre et de la taille des paraspeckles (Sunwoo et al., 2009). De plus, des analyses 

complémentaires d’imagerie cellulaire dans un modèle d’expression inductible de NEAT1 ont 

mis en évidence que la formation des paraspeckles a lieu uniquement lorsque NEAT1 est 

transcrit (Mao et al., 2011). 

 Un autre lncRNA appelé MALAT1/NEAT2 (metastasis-associated lung adenocarcinoma 

transcript 1) a également été associé aux paraspeckles. Cependant, contrairement à NEAT1, 

son expression ne semble pas essentielle à la mise en place des paraspeckles (Bernard et al., 

2010; Nakagawa et al., 2012; Tripathi et al., 2010). Pour autant, MALAT1/NEAT2 est conservé 

entre les espèces, ce qui lui suggère un rôle important dans la cellule. En effet, il a été mis en 

évidence que ce lncRNA est capable de se fixer sur les facteurs d’épissage SF, notamment la 

protéine SF2/ASF, pour en modifier la phosphorylation. De plus, il a été montré que 

l’expression de MALAT1 est de mauvais pronostic dans le cancer. En revanche, des souris 

déplétées en MALAT1 sont viables et ne possèdent pas de retard de croissance (Eißmann et 

al., 2012) : ceci signifie que l’expression d’autres ARNs non codants permet d’assurer les 

fonctions de MALAT1 dans la cellule. 

b) Stabilité des chromosomes 

 Toujours dans le compartiment nucléaire, il a été mis en évidence que les lncRNAs 

jouent un rôle dans la stabilité des chromosomes.  

 L’extrémité des chromosomes, ou télomère, est une région d’ADN extrêmement 

répétitive composée d’un motif TTAGGG répété n fois. Ce motif est reconnu par un complexe 

de protéines appelé Shelterin (composé des sous-unités TRF1, TRF2, TIN2, RAP1, TPP1 et 

POT1) : ce complexe va permettre la formation d’une boucle T au niveau de chaque télomère, 

protégeant ainsi les chromosomes de l’action des exonucléases (Artandi et DePinho, 2010). 

En effet, à chaque cycle de réplication de l’ADN, une partie des télomères est éliminée, du fait 

de l’absence de matrice à répliquer. Lorsque les télomères sont trop courts, la boucle T ne 

peut plus être formée : les extrémités chromosomiques sont alors reconnues comme des 
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cassures double brin de l’ADN, susceptibles d’être réséquées par les exonucléases. Une 

enzyme particulière, la télomérase, reconnaît ces télomères raccourcis et y ajoute une 

séquence nucléotidique répétée, permettant ainsi d’allonger les chromosomes et de les 

protéger de la dégradation (Biffi et al., 2012; Porro et al., 2014). 

 La télomérase est une enzyme composée de plusieurs sous-unités : la protéine TERT, 

qui réalise la transcription inverse des séquences télomériques ; et l’ARN non codant TERC 

(telomerase RNA component), qui sert de matrice à la télomérase. Une fois associée au 

télomère, la télomérase va agir en ajoutant des séquences répétées aux extrémités 

télomériques. Ces séquences seront reconnues par les protéines du complexe Shelterin, 

permettant ainsi la formation de la boucle T et la protection des chromosomes. 

 

Figure 19. Rôle des lncRNAs dans la stabilité chromosomique : exemple du lncRNA TERRA. 
A. Au niveau d’un télomère normal, l’expression de TERRA est réprimée par l’action combinée des 
facteurs associés à Rap1 (complexe Shelterin) et de l’exonucléase Rat1. B. Au niveau d’un télomère 
raccourci, l’expression de TERRA est induite, menant à l’accumulation d’ARNs TERRA qui vont former 
un focus nucléaire. Pendant la phase S du cycle cellulaire, le focus de TERRA agit en interaction avec 
l’ARN TLC1 (ou TERC) pour favoriser le recrutement de la télomérase grâce aux T-recs (telomerase 
recruitment clusters). (Adapté de Cusanelli et al., 2013). 
 

 Dans ce phénomène de protection des extrémités chromosomiques, l’implication du 

lncRNA TERRA (telomeric repeat containing RNA) a été décrite (Figure 19) (Cusanelli et al., 

2013). Cet ARN non codant, de longueur variable (100 à 9000 nt), rarement polyadénylé (7% 

des cas) et localisé dans le noyau, est transcrit par l’ARN polymérase II à partir d’une région 
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subtélomérique riche en îlots CpG en direction de l’extrémité chromosomique et ce jusqu’à la 

séquence télomérique répétée, d’où la variabilité de sa longueur puisqu’elle dépend de la 

longueur des télomères (Azzalin et al., 2007; Schoeftner et Blasco, 2008). Ainsi, lorsqu’il est 

transcrit, TERRA s’associe au télomère de son chromosome d’origine. Il a longtemps été admis 

que TERRA était en compétition avec la télomérase pour interagir avec les télomères (Artandi 

et DePinho, 2010; Feuerhahn et al., 2010). Récemment, il a été montré que TERRA pouvait 

s’associer à la télomérase (TERT) ainsi qu’à l’ARN TERC (également appelé TLC1) (Cusanelli et 

al., 2013; Pu et al., 2015). De plus, l’association TERRA/télomère permettrait une mise en 

conformation de l’extrémité chromosomique permettant l’activité de la télomérase : ceci 

signifie que TERRA pourrait avoir un rôle intermédiaire de ‘‘scaffold’’, et que son association 

à la télomérase favoriserait son activité enzymatique et de ce fait la protection des extrémités 

chromosomiques.  

c) Régulation de l’expression génique 

 De nombreuses études ont montré l’implication des lncRNAs dans le contrôle de 

l’expression des gènes. Dans la plupart des cas, il s’agit d’altérations épigénétiques (voir 

paragraphe II-C-2)b)), mais des modulations de l’activité du complexe d’initiation de la 

transcription ont également été décrites. 

Inactivation du chromosome X 

 Au cours de l’embryogenèse, de nombreux mécanismes épigénétiques sont mis en 

place pour permettre le bon développement de l’embryon. Parmi les plus notables, 

l’inactivation du chromosome X chez la femme constitue un phénomène très étudié et parmi 

les plus décrits (Avner et Heard, 2001). 

 Chez les mammifères, les femelles possèdent 2 chromosomes X, tandis que les mâles 

ont un seul chromosome X et un chromosome Y. En plus d’être à la base de la détermination 

sexuelle, cette différence pose un problème : du fait de la présence de 2 chromosomes X, un 

gène du chromosome X devrait être deux fois plus exprimé chez la femelle que chez le mâle. 

Ce déséquilibre pourrait potentiellement être à l’origine de perturbations de processus 

cellulaires. Pour éviter cela, il existe un phénomène de compensation de dosage qui consiste 

en l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez la femelle. Aucun des gènes du 

chromosome X inactivé ne pourra alors être exprimé. 
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Figure 20. Rôle des lncRNAs dans l’inactivation du chromosome X. 
A. Modèle général du principe de l’inactivation d’un des deux chromosomes X chez la femme (Xa : 
chromosome X actif ; Xi : chromosome X inactif). B. Composition du centre d’inactivation du 
chromosome X (Xic). Les gènes présents dans cette région sont responsables de l’expression de plusieurs 
lncRNAs (Xist, Tsix et Jpx), eux-mêmes impliqués dans l’inactivation du chromosome X chez les 
mammifères. C. A partir du chromosome X actif, le gène Tsix est exprimé et le lncRNA correspondant 
recrute des partenaires comme DNMT3A et le complexe PRC2. Ces éléments sont responsables de la 
méthylation du promoteur de Xist sur cet allèle, et par conséquent du blocage de l’expression de ce 
gène. Le chromosome reste donc actif dans la cellule. Au niveau du chromosome inactif, l’expression 
de l’ARN non codant Jpx favorise l’expression de Xist, qui va alors recruter DNMT3A et PRC2 via son 
motif RepA et induire l’inactivation du chromosome. La méthylation se réalisera de proche en proche 
tout au long du chromosome X. (Adapté de Lee, 2012).  

 



85 
 

 L’inactivation du chromosome X est le résultat de l’expression différentielle de trois 

lncRNAs : Xist, Tsix et Jpx. Le lncRNA Xist est l’un des premiers à avoir été identifié chez les 

mammifères (Brockdorff et al.; Brown et al., 1992). D’une taille comprise entre 17 et 20 kb et 

régulé par le lncRNA Tsix (Lee et al., 1999), son rôle principal a été décrit dans l’inactivation 

de l’un des deux chromosomes X chez la femme. Les deux lncRNAs Xist et Tsix sont transcrits 

à partir du même centre de régulation appelé centre d’inactivation du chromosome X (Xic, X 

inactivation center) (Figure 20.A-B), sur des brins opposés et en antisens. Lorsque Tsix est 

exprimé, il recrute des éléments capables de méthyler l’ADN comme la méthyltransférase 

DNMT3A ou le complexe de remodelage de la chromatine PRC2 : ceci entraînera la 

méthylation de la région promotrice du gène Xist, et donc la répression de son expression. 

Ainsi, le chromosome où Tsix est exprimé sera actif (Figure 20.C). A l’inverse, sur le second 

chromosome X, l’expression de Jpx active l’expression de Xist en trans. Une fois transcrit, c’est 

cette fois-ci Xist qui recrutera DNMT3A et PRC2 de façon à réaliser la méthylation qui sera 

responsable de l’inactivation du chromosome X (Brockdorff, 2013). 

 Des modifications épigénétiques de même nature ont été retrouvées lors de la mise 

en place de l’empreinte génomique (voir paragraphe V-A-2)). 

Régulation de l’expression des gènes HOX 

 Les lncRNAs peuvent également contrôler l’expression génique grâce à des 

modifications épigénétiques réalisées en trans. Parmi ceux impliqués dans ce mécanisme, le 

premier à avoir été identifié est HOTAIR (HOX transcript antisense RNA). Le lncRNA HOTAIR 

est transcrit à partir du locus HOX C situé sur le chromosome 12. Lorsque son ARN est produit, 

HOTAIR est capable d’interagir avec EZH2, la sous-unité catalytique du complexe PRC2, de 

façon à triméthyler la lysine 27 de l’histone H3 sur le locus HOX D. Cette modification post-

traductionnelle constituant une marque répressive de la transcription, les gènes situés au 

niveau du locus HOX D ne seront ainsi pas exprimés (Bergmann et Spector, 2014; Brockdorff, 

2013) (Figure 21.A). HOTAIR peut également recruter d’autres complexes de remodelage de 

la chromatine, comme le complexe REST. Par son interaction avec la sous-unité LSD1, qui est 

une déméthylase de la lysine 4 de l’histone H3 (marque activatrice de l’expression génique), 

HOTAIR pourra ainsi entériner la répression de l’expression du locus HOX D (Tsai et al., 2010). 
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Figure 21. Rôle des lncRNAs HOTAIR et HOTTIP dans la régulation de l’expression génique. 
A. Le lncRNA HOTAIR, transcrit à partir du locus HOX C, s’associe avec la sous-unité catalytique EZH2 
du complexe PRC2 de façon à recruter ce complexe au niveau du locus HOX D. HOTAIR interagit 
également avec le complexe LSD1/CoREST. De cette façon, HOTAIR induit la triméthylation de la lysine 
27 de l’histone H3, qui est une marque répressive de l’expression génique. B. Le lncRNA HOTTIP, 
transcrit par l’ARN polymérase II, interagit avec la protéine MLL1 par l’intermédiaire de WRD5 au 
niveau du locus HOX A. MLL1 est une méthyltransférase de la lysine 4 de l’histone H3 : il s’agit d’une 
marque activatrice de l’expression génique.  
En vert : marques activatrices de l’expression génique ; en rose : marques répressives de l’expression 
génique. (Issu de Angrand et al., 2015). 
 

 De façon complémentaire, d’autres études ont mis en évidence un rôle des lncRNAs 

dans la promotion de l’expression génique. C’est notamment le cas du lncRNA HOTTIP (HOXA 

transcript at the distal tip), qui est exprimé à partir du locus HOX A. HOTTIP est capable 

d’interagir avec la protéine MLL (Mixed-lineage leukemia) via son motif répété WD (WDR5) 
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(Bergmann et Spector, 2014; Kanhere et Jenner, 2012). MLL est une méthyltransférase de la 

lysine 4 de l’histone H3, qui est une marque activatrice de l’expression génique. De plus, des 

expériences de capture de conformation de la chromatine (5C, chromosome conformation 

capture-carbon copy) ont mis en évidence que par son interaction avec MLL, HOTTIP permet 

la mise en place d’une conformation chromatinienne favorable à l’expression des gènes situés 

à distance de l’unité de transcription HOTTIP (Wang et al., 2011) (Figure 21.B). Cette 

conformation de la chromatine permet ainsi à MLL associée à HOTTIP de méthyler l’histone 

H3 : les gènes présents dans la boucle formée, notamment le locus HOX A, seront ainsi 

exprimés. 

LncRNAs et complexe d’initiation de la transcription 

 Certains ARNs enhancers (eRNAs) ne sont ni épissés, ni polyadénylés : si tel est le cas, 

ils seront le plus souvent retrouvés empaquetés dans les exosomes (Batagov et al., 2011; 

Pefanis et al., 2015). Dans d’autres cas, les eRNAs peuvent être épissés et polyadénylés : il 

s’agit alors d’elncRNAs. Ces ARNs non codants vont agir positivement sur l’expression de gènes 

codants situés proches de leur locus d’expression. Dans les cellules cancéreuses mammaires, 

et plus particulièrement dans la lignée MCF-7, l’expression de plusieurs eRNAs comme TFF1, 

FOXC12 ou CA12 est activée par le 17-β-œstradiol (Li et al., 2013). Ces eRNAs vont eux-mêmes 

réguler en cis l’expression de gènes situés plus loin sur le même chromosome, en favorisant 

la formation d’une boucle d’interaction entre les enhancers d’expression et les promoteurs de 

ces gènes. Parmi les gènes cibles de ces eRNAs, le gène de la cohésine a été identifié. Une 

autre étude a montré que l’eRNA transcrit à partir du locus MyoD1 favorise le recrutement de 

l’ARN polymérase II, de façon à activer l’expression des gènes de cette zone (Mousavi et al., 

2013). 

 Dans certains cas, la transcription d’un lncRNA peut empêcher celle d’un gène codant 

situé en aval. C’est notamment le cas du gène codant pour la déhydrofolate réductase (DHFR). 

En effet, ce gène est caractérisé par 2 promoteurs : un promoteur dit principal, qui permet 

l’expression du gène, et un promoteur dit secondaire, situé en amont. Dans les cellules qui ne 

cyclent pas, un transcrit court et non codant est exprimé à partir de ce promoteur secondaire. 

L’ARN non codant produit serait capable de se lier au facteur de transcription TFIIB et ainsi 

empêcher l’activation du promoteur principal. Pour autant, cet effet est labile, puisqu’une 

augmentation de la concentration en sérum dans le milieu de culture cellulaire entraîne une 
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diminution de l’expression de l’ARN non codant pour favoriser l’expression de la DHFR 

(Martianov et al., 2007). 

Formation de triplex ARN/ADN/ADN 

 Les lncRNAs sont également capables de s’associer à la double hélice d’ADN, formant 

ainsi une structure tripartite ARN/ADN/ADN. La formation de ce triplex nécessite un 

appariement de type Hoogsteen, qui associe une uridine avec une adénosine. La formation de 

ce triplex oligonucléotidique pourrait être permise par la présence de protéines au niveau de 

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 de façon à l’inactiver (voir précédemment). Pour ce faire, Xist doit 

d’abord interagir avec la protéine YY1, qui est un facteur de transcription en doigt de zinc (Jeon 

et Lee, 2011). En se fixant à la fois sur Xist et sur le chromosome X, YY1 permet la formation 

du triplex et par conséquent l’inactivation du chromosome. 

 Il existe d’autres cas où l’association ARN/protéine empêche la formation du triplex : 

l’ARN non codant Jpx peut par exemple interagir avec la protéine CTCF (CCCTC-binding factor), 

ce qui l’empêche d’activer la transcription de Xist (Sun et al., 2013). Dans tous les cas, le 

processus de formation ainsi que le rôle de ces triplex oligonucléotidiques sont très 

controversés, et nécessitent des études supplémentaires pour mieux les caractériser. 

2) Fonctions des lncRNAs dans le cytoplasme 

a) Précurseurs de petits ARNs 

 Lorsqu’ils sont présents dans le cytoplasme, les lncRNAs sont reconnus via leurs 

structures secondaires par des endonucléases spécifiques de type Dicer. Ils seront alors clivés, 

ce qui générera de petits ARNs non codants de type siRNAs, miRNAs ou encore ARNs de 

transfert dont les rôles et fonctions seront détaillés dans le chapitre suivant (voir paragraphe 

IV). De cette façon, les lncRNAs peuvent être précurseurs de petits ARNs, comme c’est 

notamment le cas de linc-MD1, qui génère 2 miRNAs miR-206 et miR-133b caractérisés dans 

les cellules musculaires différenciées et dans le développement de la dystrophie musculaire 

(Cesana et al., 2011). 

 De la même façon, les lncRNAs peuvent être des précurseurs de siRNAs. Les lncRNAs 

Xist et Tsix vus précédemment sont par exemple capables de s’associer pour former un duplex, 

qui sera par la suite exporté dans le cytoplasme. Ce duplex est alors reconnu par l’enzyme 
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Dicer, qui générera par clivage un siRNA fonctionnel dans la cellule. Il a été montré que ce 

siRNA serait nécessaire à l’inactivation du chromosome X chez la femme (Ogawa et al., 2008). 

 Enfin, un autre exemple est celui du lncRNA MALAT1, dont l’extrémité 3’ est clivée par 

les RNAses P et Z pour former un ARN de transfert. Les deux ARNs ainsi produits seront 

relocalisés vers le noyau, puisque leur expression est localisée au niveau des paraspeckles 

(Wilusz et al., 2008). 

b) Eponges à miRNAs 

 Un des mécanismes d’action les plus décrits des lncRNAs est leur hybridation avec des 

miRNAs, dans le but de les séquestrer et d’empêcher leur action : on parle d’éponges à 

miRNAs, ou ceRNAs (competitive endogenous RNAs). De cette façon, il a été montré que le 

lncRNA RoR (regulator of reprogramming) est impliqué dans la reprogrammation des cellules 

souches (Loewer et al., 2010). Parmi les mécanismes d’action qui lui ont été associés, le 

lncRNA RoR est capable de fixer le miR-145. Ce miR-145 réprime l’expression de gènes 

responsables de la reprogrammation et du maintien des cellules souches comme Sox2, Oct3/4 

et Nanog. Ainsi, en interagissant avec le miR-145, RoR va inhiber son activité répressive et 

favoriser l’apparition et le maintien des cellules souches. 

 Un autre exemple est celui du lncRNA PNUTS (phosphatase 1 nuclear targeting 

subunit), qui est produit à partir d’un ARNm épissé. PNUTS est capable de fixer le miR-205 

dans le cancer du sein. Cette interaction favorise l’expression de ZEB1, facteur impliqué dans 

la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) : de cette façon, l’inactivation du miR-205 par 

le lncRNA PNUTS va favoriser la progression tumorale, et plus particulièrement les capacités 

invasives des cellules cancéreuses mammaires (Grelet et al., 2017). 

 Des études plus récentes ont montré qu’il existe des éponges à miRNAs plus stables : 

ce sont les circular RNAs (circRNAs). A l’inverse des ARNs linéaires, qui sont coiffés en 5’ et 

polyadénylés en 3’, les circRNAs sont présents dans la cellule sous une forme circulaire où les 

extrémités 5’ et 3’ sont liées ensemble, ce qui les protège de la dégradation par les RNAses 

(Chen et Huang, 2018). Les circRNAs sont divisés en 2 grandes catégories, les ecircRNAs et les 

ciRNAs, qui sont toutes deux issues de l’épissage des exons. Les ecircRNAs peuvent être 

constitués d’exons et d’introns, alors que les ciRNAs ne contiennent que des introns. En effet, 

la formation des ecircRNAs est due à l’absence de queue polyA sur l’ARNm, alors que la 

formation des ciRNAs se fait grâce à la présence d’un site consensus en 5’ du site d’épissage 
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(Zhang et al., 2018b). De plus, les ecircRNAs exercent leur rôle d’éponge principalement dans 

le cytoplasme, alors que les ciRNAs sont plutôt nucléaires et modulent l’expression de leur 

propre gène. Par exemple, le ciRNA Ankrd52 régule positivement l’expression du gène auquel 

il est associé en se fixant sur le complexe d’élongation de la transcription via l’ARN polymérase 

II (Zhang et al., 2013b). A l’inverse, et de la même façon que les ceRNAs, les circRNAs 

interagissent avec des miRNAs pour empêcher leur activité dans la cellule, comme le circRNA 

CDR1as qui fixe le miR-7 pour l’inactiver (Hansen et al., 2013; Memczak et al., 2013).  

 D’autres catégories d’éponges à miRNAs ont été décrites dans la littérature, comme 

PTENP1 qui est produit à partir d’un pseudogène situé en position 9p13.3. PTENP1 présente 

une forte homologie avec l’ARNm du gène suppresseur de tumeur PTEN : ces deux ARNs sont 

ainsi en compétition pour les mêmes patterns d’interaction avec les miRNAs (miR-17, miR-21, 

miR-214, miR-19 et miR-26), puisque des sites de fixation sont présents sur les deux ARNs 

(Poliseno et al., 2010). De cette façon, il a été mis en évidence une corrélation des expressions 

de PTEN et PTENP1 dans plusieurs modèles tumoraux : une faible expression du pseudogène 

permet de restaurer l’expression de l’ARNm PTEN dans les tissus. De plus, le lncRNA PTENP1, 

par sa fonction d’éponge à miRNAs, possède un rôle suppresseur de tumeur qui complète la 

régulation exercée par PTEN seul (Poliseno et al., 2010). 

 Un autre mécanisme d’action des lncRNAs pour inactiver les miRNAs est le masquage 

de leur site de fixation en interagissant avec l’ARNm ciblé. Ce mode d’action a été 

principalement décrit pour les lncRNAs transcrits en orientation antisens de gènes codants, 

comme le lncRNA BACE-AS (Alzheimer-associated β-secretase 1). En effet, ce lncRNA est 

capable de former un duplex ARN double brin en s’associant avec l’exon 6 de l’ARNm BACE. 

La formation de ce duplex permet ainsi de masquer le site de fixation du miR-485-5p présent 

sur l’ARNm BACE, et par conséquent la traduction de cet ARN et l’augmentation du niveau 

protéique de BACE dans la cellule. La protéine BACE est une enzyme impliquée dans le clivage 

de la protéine pré-amyloïde, qui permet la synthèse de peptide Aβ1-42. L’expression du 

lncRNA BACE-AS favorise donc la synthèse de ce peptide, qui va s’agréger en plaques 

amyloïdes dans le cerveau. Ainsi, l’expression du lncRNA BACE-AS est responsable de la 

formation de plaques amyloïdes caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (Faghihi et al., 

2008, 2010). 
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c) Interaction lncRNA/protéine 

 Une autre des principales fonctions des lncRNAs est leur capacité d’interagir 

physiquement avec des protéines. Nous avons déjà évoqué l’interaction des lncRNAs avec les 

complexes impliqués dans la transcription, comme le ciRNA Ankrd52 qui régule positivement 

l’expression de son gène en fixant l’ARN polymérase II (Zhang et al., 2013b), mais aussi l’ARN 

non codant Jpx qui interagit avec CTCF pour empêcher la transcription de Xist (Sun et al., 

2013). Dans la grande majorité des cas, un lncRNA interagit avec une protéine pour en 

moduler la fonction. Notamment, le lncRNA gadd7, induit par les rayons UVs, est capable de 

réguler la stabilité des ARNm cellulaires en se fixant sur la protéine TDP43 (TAR DNA-binding 

protein 43) (Liu et al., 2012) : en effet, cette protéine est impliquée dans l’épissage alternatif 

des ARNm, mais aussi dans le contrôle de leur stabilité. TDP43 joue un rôle dans le saut de 

l’exon 9 de l’ARNm de CFTR, ce qui se traduit par un phénotype de fibrose cystique. 

L’invalidation de TDP43 par gadd7 permet donc de restaurer une protéine CFTR fonctionnelle 

(Ayala et al., 2006). TDP43 est également ciblée par MALAT1, qui va la séquestrer dans le 

noyau. Cibler TDP43 ou favoriser son interaction avec gadd7 ou MALAT1 pourrait donc avoir 

un intérêt thérapeutique chez les patients atteints de mucoviscidose. 

 Il existe d’autres cas où l’interaction lncRNA/protéine va favoriser l’action protéique. 

L’exemple du lncRNA SRP (signal recognition particule) illustre ce cas puisqu’il est capable de 

s’associer avec 6 protéines de façon à former un complexe ribonucléoprotéique (RNP) 

nécessaire à la mise en conformation des protéines lors de leur synthèse. Pour ce faire, SRP 

doit reconnaître le peptide naissant dans le cytoplasme : son inclusion dans le complexe RNP 

permet au peptide d’être conduit au réticulum endoplasmique, où sa maturation sera 

poursuivie (Grotwinkel et al., 2014). Un autre exemple est celui du complexe PRC2, qui est 

capable d’interagir avec plusieurs lncRNAs. Cette interaction permettra de cibler PRC2 au 

niveau de certains gènes de façon à réguler leur expression par remodelage de la chromatine 

(Figure 21.A). 

C- Longs ARNs non codants et glande mammaire 

 Comme nous l’avons exposé précédemment (voir paragraphe I), la glande mammaire 

est un organe en constante évolution chez la femme. Selon le rythme des grossesses, les 

différentes structures (alvéolaires, tubulaires) se développent et atteignent leur niveau de 
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différenciation total au moment de la lactation. Lorsque le sevrage est terminé, la glande 

mammaire involue : la modulation de ces potentiels de croissance et de différenciation est 

notamment permise par la présence d’un pool de cellules souches présent dans la glande 

mammaire (Visvader et Stingl, 2014). 

 Des études récentes de micro-array de la glande mammaire murine ont mis en 

évidence l’expression d’ARNs non codants (Shore et Rosen, 2014). Cette expression a 

également été retrouvée dans les tissus néoplasiques. Bien qu’ils ne soient pas envisagés 

comme des cibles de première intention, les ARNs non codants semblent toutefois avoir un 

rôle important dans la formation et la cancérisation du tissu mammaire. 

1) LncRNAs et développement de la glande mammaire 

 

Figure 22. Rôle des lncRNAs dans la glande mammaire normale et cancéreuse. 
La figure décrit un canal mammaire divisé en 4 quadrants, représentant chacun une étape de la 
progression tumorale mammaire, du stade normal au carcinome canalaire invasif en passant par 
l’hyperplasie et le carcinome canalaire in situ. Les caractéristiques cellulaires et les lncRNAs 
putativement associés à chaque étape sont indiqués. (Adapté de Shore et Rosen, 2014). 
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 Des études ont mis en évidence le rôle des lncRNAs dans le développement du sein, 

notamment dans la croissance et la différenciation des tissus mammaires pendant la grossesse 

(Figure 22). Ainsi, le lncRNA SRA1 (steroid receptor RNA activator 1) favorise la prolifération 

cellulaire, le développement du réseau de canaux galactophores et la différenciation des 

cellules alvéolaires (Lanz et al., 1999, 2003). L’implication de SRA1 a également été montrée 

dans la différenciation d’autres tissus (Caretti et al., 2006; Xu et al., 2010a). Concernant la 

différenciation des alvéoles mammaires, deux lncRNAs ont été plus particulièrement étudiés. 

Le premier, PINC (pregnancy-induced non-coding RNA), est surexprimé lors de la grossesse 

dans les cellules alvéolaires (Hansji et al., 2014). En revanche, son expression diminue à la 

naissance, ce qui permettra la différenciation des cellules épithéliales et la production de lait 

(Ginger et al., 2001; Jiang et al., 2016). Plus tard, lorsque les tissus mammaires involueront, 

l’expression de PINC ré-augmentera pour maintenir les cellules alvéolaires dans un état 

indifférencié et donc empêcher la lactation. Le deuxième lncRNA, Zfas1, a un mode d’action 

similaire à celui de PINC puisqu’il est exprimé dans les cellules alvéolaires lors de la grossesse 

et de l’involution, mais il est réprimé pendant la lactation (Askarian-Amiri et al., 2011). 

 Notre équipe a également mis en évidence que le lncRNA H19 participe à la 

prolifération des cellules alvéolaires mammaires pendant la grossesse (Adriaenssens et al., 

1999). L’implication du lncRNA H19 dans la glande mammaire sera décrite ultérieurement 

dans ce manuscrit (paragraphe V). 

2) LncRNAs et cancer du sein 

 Parmi les différents sous-types de cancer du sein décrits (voir paragraphe II-E-1)), 

plusieurs études ont relevé une expression anormale de certains lncRNAs (Figure 22). Selon le 

cas, un rôle oncogène ou suppresseur de tumeur leur a été attribué. Nous allons décrire 

quelques exemples de ces lncRNAs dans le cas du cancer du sein. 

a) LncRNAs suppresseurs de tumeur 

 Certains lncRNAs sont dits suppresseurs de tumeur lorsque dans les tumeurs, leur 

expression est diminuée ou leur rôle est anti-tumoral, protégeant ainsi la glande mammaire 

de la tumorigenèse. Dans le cancer du sein, le lncRNA MEG3 (maternally expressed gene 3) en 

est un bon exemple, puisqu’il est réprimé dans les tumeurs mammaires. De plus, une 

surexpression ectopique de MEG3 diminue la prolifération cellulaire, l’angiogenèse et 
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augmente l’apoptose des cellules cancéreuses mammaires via l’activation de la protéine p53, 

laissant penser que MEG3 a bien un rôle suppresseur de tumeur (Gordon et al., 2010; Zhou et 

al., 2007). De la même manière, l’expression du lncRNA GAS5 (growth arrest-specific transcript 

5) est diminuée dans le cancer du sein. GAS5 interagit avec les récepteurs aux glucocorticoïdes 

via deux sites de fixation en forme de tige-boucle, de façon à bloquer l’interaction de ces 

récepteurs avec leurs cibles et ainsi empêcher leur activation (Kino et al., 2010). Les récepteurs 

aux glucocorticoïdes sont impliqués dans la régulation de la croissance cellulaire, de la survie 

et du métabolisme. Ainsi, lorsque GAS5 est surexprimé dans des cellules cancéreuses 

mammaires, leur prolifération diminue et une augmentation de l’apoptose est observée 

(Mourtada-Maarabouni et al., 2010). 

 Nous avons déjà cité l’exemple du lncRNA Zfas1 pour son rôle dans le développement 

de la glande mammaire. En effet, son action contre la prolifération et la différenciation 

cellulaire lui confère un rôle suppresseur de tumeur (Askarian-Amiri et al., 2011). Une 

diminution de l’expression de Zfas1 a également été décrite dans les carcinomes ductaux, ce 

qui confirme son rôle anti-tumoral. 

b) LncRNAs oncogènes 

 A l’inverse d’un lncRNA suppresseur de tumeur, un lncRNA sera considéré comme 

oncogène s’il favorise la tumorigenèse et/ou la progression tumorale. De façon générale, les 

lncRNAs oncogènes sont plus souvent décrits que les précédents car ils induisent des 

modifications de comportements cellulaires facilement détectables, comme l’augmentation 

de la prolifération, la migration et l’invasion cellulaire. La plupart des lncRNAs oncogènes sont 

associés aux carcinomes in situ et invasifs (Figure 22). 

 De cette façon, l’expression du lncRNA UCA1 (urothelial carcinoma-associated 1) est 

augmentée dans plusieurs cancers dont le cancer du sein. UCA1 interagit avec la protéine 

hnRNP pour l’inactiver et ainsi diminuer en aval l’expression de la protéine p27, ce qui 

favorisera la prolifération cellulaire. En revanche, des cellules invalidées pour UCA1 injectées 

en souris immunodéficientes prolifèrent moins et produisent des tumeurs plus petites (Huang 

et al., 2014; Wang et al., 2006). En complément, l’expression d’un lncRNA présentant une forte 

similitude avec UCA1 a également été mise en évidence dans la résistance des carcinomes de 

cellules squameuses à la doxorubicine (Tsang et al., 2007). Bien que ce mécanisme de 

résistance n’ait pas encore été décrit dans le cancer du sein, il reste cependant envisageable. 
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 Un autre exemple est celui du lncRNA HOTAIR, dont la surexpression a été montrée 

dans les cancers du côlon, du foie et du sein (Geng et al., 2011; Gupta et al., 2010; Kogo et al., 

2011). Grâce à son association avec le complexe PRC2, HOTAIR entraîne des modifications des 

patterns d’expression génique, permettant ainsi la transformation de cellules normales en 

cellules cancéreuses (Gupta et al., 2010; Song et al., 2019; Zhang et al., 2015). De la même 

façon, certains lncRNAs peuvent jouer un rôle oncogénique en altérant l’intégrité du noyau 

cellulaire : c’est notamment le cas de MALAT1 dans les cancers du poumon et du sein, ou de 

LINSCT5 (long stress-induced non-coding transcript 5) dans les cancers de l’ovaire et du sein. 

Ces deux lncRNAs sont impliqués dans la formation et le maintien des paraspeckles (voir 

paragraphe III-B-1)a)). Or, il a été montré que des cellules cancéreuses mammaires invalidées 

pour LINSCT5 prolifèrent moins (Silva et al., 2011). De façon complémentaire, lorsque MALAT1 

est réprimé, un défaut d’épissage au niveau de certains transcrits est observé (Lin et al., 2011), 

associé à l’augmentation de l’expression des gènes voisins du locus de MALAT1 (Zhang et al., 

2012). 

 D’autres lncRNAs oncogènes peuvent agir en favorisant la transition épithélio-

mésenchymateuse (EMT) des cellules, activant ainsi les mécanismes de migration et 

d’invasion permettant la dissémination métastatique. Parmi ceux-ci, on retrouve treRNA 

(translational regulatory RNA) qui active l’expression du gène Snail, un régulateur de l’EMT 

(Ørom et al., 2010). treRNA est également capable de réprimer l’expression de l’E-cadhérine 

ainsi que celle d’autres marqueurs épithéliaux, permettant d’augmenter le taux de métastases 

pulmonaires après injection en souris immunodéficientes (Gumireddy et al., 2013). 

 Dans les cancers mammaires, notre équipe a montré que le lncRNA H19 joue un rôle 

oncogénique. Notamment, nous avons montré que H19 favorise la transition G1/S du cycle 

cellulaire pour permettre la prolifération des cellules cancéreuses mammaires (Berteaux et 

al., 2005). Le rôle du lncRNA H19 dans la tumorigenèse et la progression tumorale sera décrit 

ultérieurement dans ce manuscrit (voir paragraphe V-D). 

 Enfin, certains lncRNAs sont impliqués dans la résistance des tumeurs aux thérapies 

anti-cancéreuses conventionnelles. C’est notamment le cas du lncRNA ARA (adriamycin 

resistance associated), dont l’expression a été associée aux tumeurs traitées à la doxorubicine 

(Jiang et al., 2014). Ainsi, lorsqu’il est exprimé, ARA favorise la prolifération et la migration des 

cellules, de façon à augmenter les capacités métastatiques des cellules tumorales pour 
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échapper aux traitements. 

 

 Les lncRNAs jouent ainsi un rôle capital dans la biologie normale et la 

physiopathologie, puisqu’ils sont impliqués dans le développement de la glande mammaire, 

mais aussi dans sa cancérisation et dans les phénomènes d’échappement tumoral aux 

traitements. Il s’avère donc nécessaire d’identifier l’expression de ces lncRNAs dans les 

cellules cancéreuses mais aussi les différents mécanismes qu’ils mettent en place pour 

favoriser la progression tumorale et la dissémination métastatique, de façon à définir de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. 
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IV – Les petits ARNs non codants 

 On désigne par ‘‘petits ARNs non codants’’ les ARNs non codants de taille inférieure à 

200 nt. De la même façon que pour les longs ARNs non codants, les petits ARNs non codants 

sont divisés en plusieurs catégories. Parmi celles-ci, on retrouve les ARNs de transfert (tRNAs), 

les microRNAs (miRNAs), les small interfering ARNs (siRNAs) ou encore les ARNs se fixant sur 

les protéines PIWI (piRNAs). 

 Ce chapitre sera principalement consacré à la découverte, la synthèse et l’étude des 

mécanismes d’action des miRNAs dans la cellule. 

A- Historique et généralités sur les microRNAs 

1) Découverte des miRNAs 

 Comme nous l’avons vu dans le paragraphe III-1-1), c’est à la fin des années 1990-début 

des années 2000 que les chercheurs se sont intéressés de plus près aux séquences non 

codantes du génome. Le premier miRNA a été découvert en 1993 chez le ver nématode 

Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Ce miRNA, produit à partir du gène lin-4, interagit 

via une complémentarité de séquences avec l’UTR 3’ de l’ARNm de lin-14 et inhibe ainsi sa 

traduction. Ceci entraîne donc une inhibition de l’expression du gène lin-14, et par conséquent 

assure le développement normal de la larve de nématode. En effet, une diminution de 

l’expression de lin-14 à la fin de la première étape du développement de la larve permet 

d’initier la seconde étape de développement (Olsen et Ambros, 1999; Wightman et al., 1993). 

 Depuis cette découverte, le nombre de miRNAs identifiés n’a cessé d’augmenter. En 

2018, la base de données miRBase répertoriait des séquences de 48860 miRNAs matures dans 

271 organismes, dont 2654 chez l’homme, 469 chez Drosophila melanogaster et 437 chez 

Caenorhabditis elegans (Kozomara et al., 2019). 

2) Nomenclature des miRNAs 

 Depuis leur découverte, les miRNAs étaient nommés selon le phénotype auquel ils 

étaient associés (lin-14 ou let-7 par exemple). Par la suite, les miRNAs identifiés par les 

techniques plus récentes de clonage ou de séquençage ont été nommés par un numéro (miR-

21, miR-125, etc).  

 De la même façon que pour les protéines, il existe des familles de miRNAs. Les miRNAs 
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d’une même famille possèdent la même séquence minimale d’interaction avec l’ARNm cible, 

appelée seed sequence. Ces miRNAs sont alors distingués par l’ajout d’une lettre (miR-125a, 

miR-125b). Les miRNAs d’une même famille sont redondants puisqu’ils ciblent les mêmes 

ARNm. En 2014, on dénombrait 34 familles de miRNAs phylogénétiquement conservées entre 

C. elegans et l’homme, et 196 familles de miRNAs conservées entre les mammifères (Ha et 

Kim, 2014) : l’importance des miRNAs au fil de l’évolution est donc avérée. 

 De plus, un même miRNA peut être transcrit à partir de plusieurs loci différents. Dans 

ce cas, bien que les transcrits possèdent les mêmes cibles, ils seront différenciés par l’ajout 

d’un chiffre (miR-125b-1, miR-125b-2). 

 Généralement, un seul et même transcrit peut-être précurseur de plusieurs miRNAs : 

on parle alors d’unité polycistronique. Dans ce cas, les miRNAs issus d’une même unité 

polycistronique n’appartiennent pas à la même famille, ils ne partagent pas la même seed 

sequence. L’unité polycistronique considérée comme étant la plus conservée est constituée 

par le cluster impliqué dans le développement bilatéral des animaux : il s’agit du cluster miR-

100/let-7/miR-125 (Ha et Kim, 2014). 

 Toujours concernant des notions de nomenclature, les gènes permettant la formation 

de miRNAs sont notés ‘‘mir-xxx’’, alors que les miRNAs matures sont notés ‘‘miR-xxx’’ 

(Tétreault et De Guire, 2013). Les miRNAs sont présents dans la cellule sous la forme d’un 

duplex d’ARN : au sein de ce duplex, le premier brin d’ARN est le brin guide (ou miR-xxx-5p), 

et le deuxième est le brin passager (ou miR-xxx-3p). Au cours de la maturation du miRNA, le 

brin passager est très souvent dégradé, mais dans certains cas assez rares il peut être 

fonctionnel et avoir des ARNm cibles. La biosynthèse des miRNAs sera détaillée dans le 

paragraphe suivant. 

 En 2006, on estimait qu’environ 30% des gènes codant pour une protéine pouvaient 

être régulés par un miRNA (Garzon et al., 2006). En 2014, cette proportion est passée à 60% 

(Ha et Kim, 2014). Il est ainsi raisonnable de penser que cette proportion va encore augmenter 

dans les années à venir et ce proportionnellement à l’avancée de la recherche dans ce 

domaine. De plus, un seul miRNA peut réguler l’expression de plusieurs ARNm différents, et 

donc contrôler l’expression de plusieurs gènes. En revanche, pour la majorité des miRNAs, leur 

fonction précise au sein de la cellule reste encore à déterminer. 
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B- Voies de synthèse des microRNAs 

 De façon générale, deux grandes voies de synthèse des miRNAs ont été décrites : une 

voie majoritaire, dite canonique (Figure 23), et d’autres voies minoritaires, dites non 

canoniques. 

 

 

Figure 23. Biosynthèse des miRNAs selon la voie canonique. 
La transcription des miRNAs est réalisée par l’ARN polymérase II (Pol II) (1), produisant de longs 
transcrits primaires de longueur variable appelés pri-miRNAs. Ces pri-miRNAs sont reconnus et clivés 
dans le noyau par l’enzyme Drosha (RNAse III), de façon à former un précurseur en tige-boucle appelé 
pré-miRNA. Le pré-miRNA est ensuite exporté vers le cytoplasme (2) où il sera pris en charge par une 
autre enzyme appelée Dicer (3). Ceci permettra la formation d’un duplex transitoire de 19 à 24 nt. Seul 
un des 2 brins du duplex (brin guide) sera incorporé dans un complexe protéique appelé RISC (RNA-
induced silencing complex). Le brin mature guide le complexe RISC vers l’ARNm cible pour le cliver ou 
pour induire une répression de la traduction selon le degré de complémentarité entre le miRNA et sa 
cible. (Adapté de Garzon et al., 2006). 
 

1) Voie canonique 

 Selon la voie canonique, un gène codant pour un miRNA est transcrit en un pri-miRNA, 

qui sera clivé pour former un pré-miRNA puis exporté dans le cytosol où il sera maturé et 

pourra agir sur ses cibles. 
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a) Formation du pré-miRNA 

 La transcription des miRNAs est réalisée par l’ARN polymérase II, qui produit un 

transcrit primaire particulier appelé pri-miRNA. Ce pri-miRNA est de taille variable, qui est 

généralement d’environ 1 kb. Il contient une structure en tige-boucle dans laquelle la tige est 

composée de 30 à 35 nt. Le plus souvent, le pri-miRNA est porté par les introns des ARNm, par 

les ARNs non codants, ou plus rarement par les exons. Lorsque le pri-miRNA est transcrit, la 

tige-boucle est reconnue par la protéine Drosha, qui possède une activité RNAse : en 

interaction avec une protéine stabilisatrice appelée DGCR8, elle va former le complexe 

microprocesseur (Denli et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004). Ce complexe va 

ainsi cliver le pri-miRNA de façon à générer un pré-miRNA. 

 

 

Figure 24. Représentation schématique des pri- et pré-miRNAs. 
A. 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 de son cofacteur DGCR8. Drosha clive la tige à 22 nt 
de l’extrémité apicale, de façon à générer un pré-miRNA possédant une extrémité 5’ phosphorylée et 
une extrémité 3’ débordante de 2 nt. B. Les extrémités 5’ et 3’ du pré-miRNA sont reconnues par 
l’enzyme Dicer et son cofacteur TRBP. La boucle du pré-miRNA sera clivée pour former un ARN double 
brin de 22 nt. Ce duplex constitue le miRNA immature comprenant le brin guide (rouge) et le brin 
passager (bleu). (Adapté de Ha et Kim, 2014). 
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 Drosha est une endonucléase de 160 kDa spécifique des ARNs double brin. Elle est 

composée de 3 domaines structurels importants : une partie N-ter qui régule sa localisation 

nucléaire, une partie intermédiaire qui permet l’interaction avec la protéine DGCR8, et une 

partie C-ter qui contient un domaine RNAse III en tandem (RIIIDa et RIIIDb) ainsi qu’un 

domaine de liaison aux ARNs double brin. 

 Les domaines RIIIDa et RIIIDb de Drosha constituent la partie de l’enzyme contenant 

l’activité catalytique. Le domaine RIIIDa va cliver le duplex d’ARNs au niveau de l’extrémité 3’, 

et le domaine RIIIDb va cliver au niveau de l’extrémité 5’ (Figure 24.A). Le clivage par Drosha 

va ainsi générer une extrémité 5’ phosphorylée et une extrémité 3’ débordante de 2 nt 

(Blaszczyk et al., 2001; Han et al., 2004; Zeng et al., 2005; Zhang et al., 2004). 

 La protéine DGCR8 est un cofacteur essentiel pour la synthèse des miRNAs. Cette 

protéine est conservée entre les espèces (Pasha chez D. melanogaster, PASH-1 chez C. 

elegans). Elle est localisée dans le cytoplasme et possède plusieurs domaines importants pour 

sa fonction (Han et al., 2006; Sohn et al., 2007; Yeom et al., 2006) : une partie N-ter contenant 

un signal de localisation nucléaire, une partie intermédiaire contenant un domaine de 

dimérisation et de fixation de l’hème, et une partie C-ter contenant un domaine de liaison à 

la protéine Drosha. DGCR8 possède également deux domaines de liaison aux duplex d’ARNs, 

ce qui lui permet de reconnaître les pri-miRNAs (Yeom et al., 2006). 

 Des expériences d’invalidation de l’expression (KO, knock-out) pour Drosha ou DGCR8 

ont montré une létalité au stade embryonnaire, ce qui révèle le rôle essentiel de ces protéines 

et par conséquent des miRNAs au cours du développement embryonnaire (Chong et al., 2010; 

Wang et al., 2007). De plus, il a été mis en évidence que des motifs nucléotidiques particuliers 

UG et CNNC, respectivement en N-ter et C-ter sur le pri-miRNA, permettent au complexe 

microprocesseur de reconnaître le duplex (Auyeung et al., 2013) (Figure 24.A). De façon 

complémentaire, le facteur d’épissage SRp20 (également appelé SRSF3) reconnaît également 

le motif CNNC pour favoriser la fixation de Drosha sur le pri-miRNA (Kim et al., 2018).  

 La synthèse du pré-miRNA n’affecte pas l’épissage de l’ARNm, puisqu’elle a lieu avant 

celui-ci (Kim et Kim, 2007). De plus, les miRNAs pouvant être portés par les séquences 

introniques, le pri-miRNA est reconnu lorsque l’ARNm est épissé. En revanche, la synthèse du 

miRNA peut affecter la stabilité de l’ARNm s’il est contenu dans un exon. Dans ce cas, le clivage 

de l’ARNm par Drosha induit sa dégradation. Ce phénomène se produit notamment dans le 

cas de la synthèse du miR-198, qui est contenu dans l’UTR 3’ de FSTL1 (Sundaram et al., 2013).  
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b) Export du pré-miRNA dans le cytoplasme 

 Une fois que le complexe microprocesseur a clivé le pri-miRNA, le pré-miRNA formé 

sera exporté dans le cytoplasme. Ce transit est réalisé par une protéine appelée exportine 5 

(Figure 23), qui va former un complexe avec la protéine nucléaire RanGTP et le pré-miRNA 

(Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004). Une fois au niveau du pore nucléaire, le GTP sera 

hydrolysé et le complexe pourra se dissocier pour libérer le pré-miRNA dans le cytoplasme. 

 Il a été observé que l’export des pré-miRNAs est plus important à la suite de dommages 

à l’ADN ATM-dépendants (Melo et al., 2010; Wan et al., 2013). Par exemple, une irradiation 

ou une émission d’UVs induisent des cassures double brin de l’ADN, qui entraîneront 

l’activation de la voie de réparation ATM-dépendante. La protéine ATM, une fois 

phosphorylée, va activer à son tour la protéine ATR, qui va phosphoryler la nucléoporine 

NUP153. NUP153 phosphorylée pourra interagir avec l’exportine 5, permettant ainsi 

d’augmenter l’export des pré-miRNAs dans le cytoplasme. 

c) Maturation du pré-miRNA 

 Une fois dans le cytoplasme, le pré-miRNA va être clivé par une seconde endonucléase 

appelée Dicer. Par son action, cette enzyme va générer un duplex de miRNAs de 22 nt qui sera 

alors pris en charge par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex) (Bernstein et al., 

2001; Grishok et al., 2001; Hutvágner et al., 2001; Ketting et al., 2001; Knight et Bass, 2001) 

(Figure 23). Dicer est une endonucléase de 200 kDa qui possède comme Drosha une activité 

RNAse III. Elle est composée de 3 domaines (Macrae et al., 2006; Park et al., 2011; Tian et al., 

2014; Tsutsumi et al., 2011) (Figure 24.B) : une partie N-ter contenant une hélicase qui 

reconnaît et interagit avec la boucle du pré-miRNA, une partie intermédiaire contenant un 

domaine PAZ (PIWI/AGO/ZWILLE) qui interagit avec la partie C-ter du pré-miRNA, et une partie 

C-ter contenant un domaine RNAse III en tandem qui constitue le centre catalytique de la 

protéine.           

 Grâce à son domaine PAZ, Dicer peut reconnaître à la fois l’extrémité 5’ phosphorylée 

et l’extrémité 3’ débordante du pré-miRNA (Zhang et al., 2004). En se fixant sur ces deux 

extrémités, le domaine PAZ va former une poche dans laquelle le pré-miRNA sera piégé 

(Figure 24.B). Cette poche va rapprocher les deux autres domaines hélicase et RNAse III de la 

protéine Dicer de la boucle du pré-miRNA : la distance entre les domaines PAZ et RNAse III est 

ainsi considérée comme une ‘‘règle moléculaire’’. Dicer pourra alors cliver le pré-miRNA à la 
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base de la boucle, à une distance comprise entre 21 et 25 nt de chacune des extrémités du 

pré-miRNA, de façon à générer le duplex de miRNAs de 22 nt pour chaque brin (Park et al., 

2011; Tian et al., 2014). 

 Chez D. melanogaster, il existe deux protéines Dicer 1 et 2. L’interaction se fera avec 

l’une ou l’autre de ces protéines selon la structure du pré-miRNA : Dicer 1 est associé aux 

miRNAs, alors que Dicer 2 est associé aux siRNAs (Lee et al., 2004). Chez l’homme, il n’existe 

qu’une seule protéine Dicer qui prend en charge à la fois les miRNAs et les siRNAs. De plus, il 

a été montré qu’une invalidation de l’expression de Dicer par KO est létale chez la souris, ce 

qui prouve encore une fois l’importance des miRNAs dans le développement (Bernstein et al., 

2003). 

 De la même façon que Drosha, Dicer peut s’associer avec des cofacteurs comme TRBP 

(TAR RNA binding protein) et PACT (double strand RNA binding domain) (Chendrimada et al., 

2005; Haase et al., 2005; Lee et al., 2006). En revanche, la fonction de ces cofacteurs n’est pas 

encore clairement connue. 

d) Maturation du duplex d’ARNs 

 Le duplex d’ARNs formé par Dicer sera ensuite pris en charge par une protéine de type 

Argonaute (AGO) de façon à former le complexe RISC (Hammond et al., 2001; Mourelatos et 

al., 2002; Tabara et al., 1999). Au sein de ce complexe, le brin passager du duplex sera dégradé, 

permettant la maturation complète du miRNA. 

 Il existe plusieurs classes de protéines Argonaute : les protéines AGOs, PIWIs et WAGOs 

(worm-specific AGOs). Alors que les protéines PIWIs sont spécifiques des cellules germinales 

et principalement associées à la maturation des piRNAs, les protéines AGOs sont ubiquitaires. 

Elles sont impliquées dans la maturation des miRNAs mais aussi dans celle des siRNAs, de 

façon à permettre leur action sur les ARNm cibles. Les protéines AGOs sont constituées de 

plusieurs domaines contenus dans deux grands lobes (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005; Song 

et al., 2004; Wang et al., 2008) : un lobe N-ter où l’on retrouve un domaine N-ter et un 

domaine PAZ ; un lobe C-ter contenant un domaine MID (middle) et un domaine PIWI. Ce 

domaine PIWI est structurellement similaire à la RNAse H, et est responsable du clivage de 

l’ARNm cible entre les nucléotides 10 et 11 du miRNA (Liu et al., 2004; Parker et al., 2005; 

Song et al., 2004). 

 Chez l’homme, on peut retrouver dans le complexe RISC 4 protéines AGO 1, 2, 3 et 4. 
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Le variant AGO2 est impliqué dans le clivage de l’ARNm cible, alors que les 3 autres variants 

empêchent sa traduction, ceci dans le but d’avoir une inhibition complète de l’expression du 

gène ciblé. De la même façon que pour les enzymes Drosha et Dicer, une invalidation de 

l’expression d’AGO2 est létale chez l’embryon (Liu et al., 2004). De façon intéressante, on peut 

noter une différence d’action des variants protéiques AGOs selon les espèces. En effet, chez 

D. melanogaster, la protéine AGO1 prend en charge les miRNAs possédant un U en 5’, et la 

protéine AGO2 prend en charge les siRNAs possédant un C en 5’ (Förstemann et al., 2007; 

Okamura et al., 2004; Tomari et al., 2007). En revanche, chez l’homme, les 4 variants AGOs 

sont capables de prendre en charge les miRNAs comme les siRNAs (Azuma-Mukai et al., 2008; 

Dueck et al., 2012; Liu et al., 2004; Meister et al., 2004; Su et al., 2009; Yoda et al., 2010). 

L’incorporation dans le complexe RISC est encore mal connue, mais il est possible que les 

protéines Dicer et TRBP y contribuent (Chendrimada et al., 2005; Gregory et al., 2005; MacRae 

et al., 2008; Maniataki et Mourelatos, 2005; Miyoshi et al., 2005). Pour autant, une 

invalidation de l’expression de Dicer par KO n’empêche pas l’association des siRNAs au 

complexe RISC : ceci signifie que Dicer n’est pas indispensable au chargement de ce complexe 

(Kanellopoulou et al., 2005; Murchison et al., 2005). 

 Pendant la maturation du duplex d’ARNs, le complexe RISC n’est pas encore mature : 

on parle alors de complexe pré-RISC. Après chargement de RISC, le brin passager du duplex 

sera éliminé. Tout potentiel mésappariement au centre du duplex sera pris en charge par 

l’endonucléase C3PO, qui clivera le brin passager pour générer un RISC mature (Diederichs et 

Haber, 2007; Leuschner et al., 2006; Liu et al., 2009; Matranga et al., 2005; Miyoshi et al., 

2005; Rand et al., 2005; Ye et al., 2011). En effet, il peut éventuellement (mais assez rarement) 

arriver un mésappariement entre les nucléotides 2-8 et 12-15, entraînant un désassemblage 

du duplex d’ARNs (Tomari, 2004; Tomari et al., 2007; Yoda et al., 2010). 

 Dans le duplex d’ARNs, il n’existe aucune distinction entre le brin guide et le brin 

passager. Il est simplement connu que le brin possédant une extrémité 5’ 

thermodynamiquement moins stable sera le brin guide du duplex ; l’autre brin sera le brin 

passager et sera donc éliminé (Khvorova et al., 2003; Schwarz et al., 2003). Le brin guide a 

également été caractérisé par la présence d’un U en N-ter (Ghildiyal et al., 2010; Okamura et 

al., 2004). 

 Après la dissociation du duplex, le complexe RISC est mature et va pouvoir ‘‘scanner’’ 

les ARNm cellulaires pour trouver les cibles du miRNA qu’il contient.  
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 Comme nous l’avons mentionné, il existe certains cas rares où, même si le brin guide 

du duplex est prédominant dans la majorité des tissus, c’est le brin passager qui fait partie du 

complexe RISC. L’exemple le plus notoire est celui du miR-675-5p (brin guide), qui agit dans le 

côlon et le miR-675-3p (brin passager) agit dans le placenta (Keniry et al., 2012; Tsang et al., 

2010). Ces 2 miRNAs sont issus du lncRNA H19 (Cai et Cullen, 2007). 

2) Voies non canoniques 

 
Figure 25. Voies de synthèse non canoniques des miRNAs. 
A. Voie de synthèse canonique. B. Voie indépendante de Drosha. Pendant l’épissage des ARNm, les 
introns peuvent être reconnus comme des pré-miRNAs particuliers appelés mirtrons. Ces mirtrons sont 
pris en charge par Dicer qui va générer des duplex d’ARNs. Dans certains cas, l’action d’une exonucléase 
3’-5’ ou 5‘-3’ peut être nécessaire. Après action de RNAses Z et P, les ARNs de transfert peuvent 
également former des pré-miRNAs reconnus par Dicer. B. Voie indépendante de Dicer. Lorsque Drosha 
clive son substrat, elle génère un pré-miRNA de 18 nt qui ne peut pas être reconnu par Dicer. Ce pré-
miRNA sera reconnu directement par le complexe RISC qui dégradera la structure en boucle pour 
permettre la maturation du miRNA. (Adapté de Yang et Lai, 2011). 
 

 Outre la voie de synthèse principale des miRNAs que nous venons d’exposer, il existe 

des voies alternatives dites ‘‘non canoniques’’ qui sont indépendantes de l’action de Drosha 

ou de Dicer. Même si elles sont moins fréquentes (chez les vertébrés, 1% des miRNAs sont 

synthétisés par ces voies), elles peuvent tout de même intervenir dans la biogenèse des 

miRNAs. 
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a) Voie Drosha-indépendante 

 Après l’épissage des ARNm, qui a lieu dans le cytoplasme, les introns excisés peuvent 

parfois être reconnus par l’enzyme Dicer comme des pré-miRNAs (Figure 25.B). A partir de ces 

introns, appelés mirtrons, Dicer va ainsi produire un duplex d’ARNs qui sera ensuite intégré 

dans le complexe RISC pour y être maturé (Berezikov et al., 2007; Ruby et al., 2007). Cette voie 

de synthèse particulière ne fait donc pas intervenir l’enzyme Drosha, mais l’intervention de 

RNAses peut parfois être requise pour digérer les extrémités 5’ et/ou 3’ de l’intron épissé pour 

permettre sa reconnaissance par Dicer (Flynt et al., 2010). 

 Les miRNAs peuvent également être issus d’ARNs de transfert (Babiarz et al., 2008), 

qui constituent une catégorie de petits ARNs non codants transcrits par l’ARN polymérase III. 

Dans le cas présent, l’ARN de transfert à l’isoleucine (tRNA-Ile) peut être digéré par les RNAses 

P et Z respectivement aux extrémités 5’ et 3’. Cette digestion va générer un substrat reconnu 

par Dicer, et qui permettra la synthèse du miR-1983 (Babiarz et al., 2008). 

 Enfin, lors de la transcription par l’ARN polymérase III, certains petits ARNs possédant 

une structure secondaire en épingle à cheveux peuvent être produits et seront exportés dans 

le cytoplasme. Ces petits ARNs seront alors reconnus par Dicer qui clivera la boucle de l’épingle 

pour former un duplex d’ARNs (Ha et Kim, 2014). 

b) Voie Dicer-indépendante 

 La voie de synthèse non canonique indépendante de Dicer n’a pour l’instant été 

associée qu’à la synthèse du miR-451 (Cheloufi et al., 2010; Cifuentes et al., 2010) (Figure 

25.C). Ce miRNA, sous sa forme pri-miR-451, est d’abord clivé par Drosha dans le noyau pour 

former un pré-miR-451 d’environ 18 nt. Ce pré-miRNA sera exporté dans le cytoplasme, mais 

du fait de sa trop petite taille il ne sera ni reconnu ni pris en charge par Dicer. Pour autant, il 

possède une taille suffisante pour être pris en charge directement par le complexe RISC : la 

boucle du pré-miR-451 sera alors clivée par la protéine AGO2 (qui possède une activité RNAse) 

pour générer le miR-451 mature (Yoda et al., 2013). 

C- Rôles des microRNAs 

 De plus en plus d’études se focalisent sur les fonctions cellulaires des miRNAs : en effet, 

il a été montré que les miRNAs sont impliqués dans des processus importants comme le 

développement embryonnaire, la prolifération cellulaire et la différenciation des tissus. Leur 
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action influence également des phénomènes comme la transduction des signaux intra-

cellulaires, les voies de l’apoptose, mais aussi des processus pathologiques comme la 

tumorigenèse. 

1) Modes d’action des miRNAs 

 

Figure 26. Modes d’action des miRNAs dans la régulation de l’expression génique. 
A. Mécanismes mis en jeu pendant la traduction des ARNm. B. Les miRNAs (en rouge) associés au 
complexe RISC se fixent sur l’UTR 3’ de l’ARNm ciblé et interagissent avec la coiffe en 5’. Ceci empêche 
la fixation du complexe d’initiation de la traduction sur l’UTR 5’, ainsi que la fixation des ribosomes sur 
l’ARNm. C. Au sein du complexe RISC, la protéine AGO2 peut empêcher la phase d’élongation de la 
traduction en dissociant les ribosomes de l’ARNm. La protéine en cours de synthèse sera dégradée. D. 
La protéine AGO2, en association avec les protéines GW182 et DCP1/2, permet de déstabiliser l’ARNm 
cible en dégradant la queue polyA et la coiffe en 5’. (Adapté de Stefani et Slack, 2008). 
 

a) Régulations négatives 

 Comme nous l’avons exposé précédemment, les miRNAs exercent une répression de 

l’expression génique de façon post-transcriptionnelle en ciblant les ARNm pour les dégrader 

(Figure 26). Ce mode d’action est régulé par l’association avec le complexe RISC, avec certains 

cofacteurs et/ou par la présence de protéines spécifiques sur les ARNm. De plus, ce ciblage 

est également modulé par la complémentarité de séquence entre le miRNA et son ARNm 

cible : une complémentarité parfaite engendre une dégradation de l’ARNm (Hutvágner et 

Zamore, 2002; Martinez et Tuschl, 2004). Cette dégradation est réalisée par la protéine AGO2 
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grâce à son activité endonucléase : un clivage entre les nucléotides 10 et 11 entraînera la 

digestion complète de l’ARNm par l’action d’exonucléases 5’→ 3’ et 3’ → 5’. 

 Si la complémentarité de séquence entre le miRNA et l’ARNm cible n’est pas parfaite 

(et plus particulièrement au niveau des nucléotides 10 et 11), l’ARNm ne sera pas dégradé. En 

revanche, il ne sera pas traduit, et une déadénylation ainsi qu’une perte de sa coiffe 5’ 

entraîneront une modification de sa stabilité (Behm-Ansmant et al., 2006; Standart et Jackson, 

2007). 

 Les mécanismes précis qui permettent l’inhibition de la traduction de l’ARNm ciblé ne 

sont pas encore bien définis. Cependant, plusieurs études ont montré que l’association 

miRNA/complexe RISC peut empêcher la fixation du complexe d’initiation de la traduction, ou 

peut également empêcher l’élongation de la protéine en cours de synthèse (Maroney et al., 

2006; Nottrott et al., 2006) (Figure 26.B et C). En effet, lorsque l’association miRNA-complexe 

RISC est fixée sur l’UTR 3’ de l’ARNm cible, la protéine AGO2 peut interagir avec la coiffe en 

5’ : ceci empêche le recrutement de la protéine eIF4E, qui initie la traduction des ARNm 

(Humphreys et al., 2005; Mathonnet et al., 2007). En complément, AGO2 peut interagir avec 

certains cofacteurs comme les protéines GW182 ou DCP1/2, de façon à supprimer la coiffe en 

5’ la queue polyA en 3’ de l’ARNm qui sera ensuite dégradé (Standart et Jackson, 2007) (Figure 

26.D). 

b) Régulations positives 

 Outre la régulation négative de l’expression génique, il a également été montré que 

les miRNAs peuvent avoir des effets positifs au niveau cellulaire. De cette façon, le miR-369-

3p peut interagir avec des séquences riches en AU de l’ARNm TNFα pour réprimer sa 

traduction, et ainsi promouvoir la prolifération des cellules (Vasudevan et Steitz, 2007). De 

plus, lorsque les cellules sortent du cycle cellulaire et ne prolifèrent plus, l’ensemble miRNA-

complexe RISC s’associe avec la protéine FXR1, qui est présente au niveau des séquences 

riches en AU, par l’intermédiaire de AGO2 : ceci est associé à une augmentation de la 

traduction de l’ARNm TNFα. Ainsi, lorsque les cellules ne cyclent plus, les miRNAs peuvent 

avoir un effet positif sur un ARNm cible (Vasudevan et Steitz, 2007). 

 Un autre exemple est celui du miR-10a, qui se fixe sur l’UTR 5’ d’ARNm de protéines 

ribosomales (Ørom et al., 2008). Le miR-10a peut également interagir avec l’UTR 3’ de ces 

ARNm, entraînant leur dégradation. Or, la synthèse des protéines ribosomales est régulée par 
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des motifs 5’TOP qui sont sensibles aux signaux de stress cellulaire ainsi qu’au statut nutritif 

des cellules. Il a été montré que le miR-10a peut également interagir avec les ARNm par ces 

motifs : en l’absence de nutriments, la fixation du miR-10a a été associée à une augmentation 

de la traduction des protéines ribosomales. Ceci démontre bien l’effet positif du miR-10a 

(Ørom et al., 2008). 

c) Autres modes de régulation 

 L’effet d’un miRNA sur son ARNm cible peut être modulé par l’interaction avec des 

cofacteurs protéiques. Nous en avons vu quelques exemples, mais il a été montré que 

certaines protéines peuvent empêcher totalement l’action d’un miRNA. De cette façon, 

lorsque la protéine DND1 interagit avec les ARNm NANOS1 et TDRD7, elle bloque le site de 

fixation du miR-430, l’empêchant ainsi de dégrader ces ARNm (Kedde et al., 2007; Mishima et 

al., 2006). 

 Un autre exemple est celui de la protéine HuR, qui interagit avec l’UTR 3’ de l’ARNm 

CAT1 et empêche ainsi la fixation du miR-122 puisqu’elle va relocaliser l’ARNm vers le 

cytoplasme (Bhattacharyya et al., 2006). A l’inverse, HuR peut avoir un effet négatif sur 

l’ARNm MYC, puisqu’elle agit en synergie avec let-7 pour induire la dégradation de cet ARNm 

(Kim et al., 2009). De plus, HuR est capable de réguler la synthèse des miRNAs puisqu’au cours 

du développement embryonnaire, son association avec le lncRNA H19 empêche la formation 

du miR-675 (Keniry et al., 2012). 

2) Les miRNAs dans la tumorigenèse 

 De par leur mécanisme d’action, les miRNAs sont impliqués dans de nombreux 

processus cellulaires. De ce fait, une perturbation de leur expression peut être responsable de 

l’apparition de cancer. En 2005, une étude a mis en évidence qu’une trentaine de miRNAs 

environ sont dérégulés dans le cancer du sein (Iorio et al., 2005). La combinaison des niveaux 

d’expression de certains de ces miRNAs permet même de mettre au point de nouvelles 

techniques de diagnostic et de prise en charge thérapeutique des patientes atteintes de 

cancer du sein (Nassar et al., 2017; Shimomura et al., 2016). 

 Tout comme nous l’avons exposé précédemment pour les gènes, les miRNAs peuvent 

avoir dans les cancers un rôle oncogène ou un rôle suppresseur de tumeur. 
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a) miRNAs suppresseurs de tumeur 

 Les premiers miRNAs suppresseurs de tumeur ont été mis en évidence dans les 

leucémies lymphoïdes chroniques (LLC) (Garzon et al., 2006) : ce sont les miR-15a et miR-16-

1 (Calin et al., 2002). En effet, ces deux miRNAs répriment l’expression du gène BCL2 (B-cell 

CLL/lymphoma 2), qui est fréquemment surexprimé dans les LLC. Lors de la tumorigenèse, 

l’expression des miR-15a et miR-16-1 est réprimée par une délétion génique : le gène BCL2 est 

donc exprimé, ce qui induit une prolifération accrue des cellules B matures. 

 Les miRNAs de la famille let-7 agissent également en tant que suppresseurs de 

tumeur : une diminution de leur expression a été associée à plusieurs cancers, comme le 

cancer du sein ou le cancer des poumons (Balzeau et al., 2017).  

b) miRNAs oncogènes 

 Le premier miRNA oncogène a également été mis en évidence dans les leucémies, plus 

particulièrement dans la maladie de Hodgkin, dans les lymphomes B diffus à larges cellules, 

les LLC à cellules B, mais aussi dans le cancer du poumon et le cancer du sein : il s’agit du miR-

155. Le miR-155 est produit à partir du gène BIC et réprime l’expression de l’histone 

désacétylase 4 (HDAC4) (Sandhu et al., 2012). HDAC4 réprimant l’expression de BCL6 (B-cell 

lymphoma 6), l’action du miR-155 permet de ré-exprimer ce gène, entraînant l’augmentation 

de la prolifération et de la survie des cellules B. 

c) miRNAs oncogènes ou suppresseurs de tumeur ? 

 Si le rôle des miRNAs précédents (miR-15a, miR-16-1 et miR-155) est clairement défini 

dans les cancers, ce n’est pas le cas pour la plupart des autres miRNAs identifiés. En effet, dans 

certains cas particuliers comme celui du miR-146, l’expression peut être augmentée ou 

diminuée selon le modèle considéré. Dans les cancers du sein, de la prostate et des ovaires, le 

miR-146 est surexprimé (Dahiya et al., 2008; Volinia et al., 2006; Wang et al., 2008), et dans le 

cas du cancer du sein, il réprime l’expression de BRCA1 (Garcia et al., 2011). Dans ce cas, le 

miR-146 a donc un rôle oncogène. En revanche, dans les cellules hématopoïétiques, une 

augmentation de la survie, de la prolifération et de la cancérisation des cellules a été associée 

à une diminution de l’expression du miR-146 (Boldin et al., 2011). Dans ce modèle, le miR-146 

cible l’expression des activateurs de la voie NF-κB pour les réprimer : il semblerait donc que le 

miR-146 ait dans ces cellules un rôle suppresseur de tumeur. En complément, il a été montré 



111 
 

que l’expression du miR-146 peut être activée par la voie NF-κB : il s’agit là d’une boucle de 

rétrocontrôle positive permettant de ‘‘doser’’ l’expression du miR-146 et ainsi favoriser soit 

son rôle oncogène, soit son rôle suppresseur de tumeur (Taganov et al., 2006). 

 Il existe un autre exemple de double rôle pour les miRNAs (Kasinski et Slack, 2011) : 

selon le modèle considéré, le miR-29 n’a pas les mêmes fonctions. En effet, dans les leucémies 

myéloblastiques aigues et dans le cancer du poumon, l’expression du miR-29 induit l’apoptose 

des cellules après xénogreffe en souris immunodéficientes, ce qui semble lui conférer un rôle 

suppresseur de tumeur (Fabbri et al., 2007; Garzon et al., 2009). En revanche, dans les LLC, le 

miR-29 semble avoir un rôle oncogène puisqu’il réprime l’expression de la protéine d’adhésion 

cellulaire PXDN (peroxidasin homolog) (Santanam et al., 2010). 

 

 Les miRNAs semblent donc nécessaires au bon développement de l’organisme, ainsi 

qu’au fonctionnement normal de nombreux processus cellulaires. Même si la majorité des 

effets qui leur sont associés décrivent une répression de l’expression génique par 

dégradation de l’ARNm, les miRNAs peuvent également avoir un effet positif sur certaines 

de leurs cibles. Pour autant, une dérégulation de leur expression peut favoriser la 

tumorigenèse et/ou la progression tumorale. Il s’avère donc nécessaire de caractériser les 

niveaux d’expression et l’action des miRNAs dans les différents modèles cancéreux, de façon 

à améliorer les techniques de diagnostic déjà initiées, mais aussi pour mettre en place de 

nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques. 
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V – Le long ARN non codant H19 

 Avant d’exposer les caractéristiques du long ARN non codant H19, nous allons en 

préambule établir quelques notions importantes concernant l’empreinte génomique 

parentale. Dans la suite de ce chapitre, nous verrons en détail les spécificités du locus 

H19/IGF2, avec notamment la mise en place de son empreinte, ainsi que la fonction du 

transcrit non codant H19 dans les cellules normales et cancéreuses. 

A- L’empreinte génomique parentale 

1) Historique 

 Les mammifères sont des organismes diploïdes pour lesquels chaque paire de 

chromosomes est composée d’un chromosome d’origine maternelle et d’un chromosome 

d’origine paternelle. De cette façon, la majorité des gènes présents sur ces chromosomes ont 

une expression biallélique. Cependant, au début des années 1970, avec les découvertes sur la 

régulation du chromosome X arrive une nouvelle notion à propos du dosage de l’expression 

génique. Une ‘‘empreinte chromosomique’’ permettrait ainsi des niveaux d’expression 

génique identiques entre les individus mâles et femelles (Cooper et al., 1971; Crouse et al., 

1971). 

 A la même époque, les premières expériences de translocations géniques sont 

réalisées, dans le but de mettre en évidence les régions chromosomiques nécessaires au 

développement embryonnaire. Certaines de ces translocations aboutissent à des souris non 

viables (Searle et Beechey, 1978) : ceci suggère que ces gènes transloqués ne peuvent être 

correctement exprimés qu’à partir de leur chromosome d’origine seulement. Ces 

observations préliminaires ont ensuite été complétées dans les années 1980. Des équipes ont 

réalisé des séries d’injections dans des ovocytes fécondés dépourvus de pro-nucléi : soit deux 

génomes maternels (gynogénotes), soit deux génomes paternels (androgénotes), soit un 

génome maternel et un génome paternel (condition normale) (McGrath et Solter, 1984a, 

1984b; Surani et al., 1984) (Figure 27). Il a résulté de cette expérience que les gynogénotes 

comme les androgénotes ne sont pas viables, et que seule la combinaison d’un génome 

maternel et d’un génome paternel permet d’obtenir des individus viables. Ainsi, il semblerait 
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que les génomes maternel et paternel contiennent tous deux des gènes spécifiques, non 

redondants et nécessaires au bon développement de l’embryon. 

 

 

Figure 27. Les génomes maternel et paternel sont tous deux requis pour la reproduction des 
mammifères. 
Dans un zygote fertilisé dépourvu de pro-nucléus, le génome maternel est injecté seul ou en association 
avec le génome paternel. En parallèle, le génome paternel est injecté seul ou en association avec le 
génome maternel. Seule la combinaison d’un génome maternel et d’un génome paternel permet 
d’obtenir un individu viable. 
MAT : génome maternel ; PAT : génome paternel. (Adapté de Barlow et Bartolomei, 2014). 

 

 Les bases de l’empreinte génomique parentale ont été établies grâce à la découverte 

du premier gène soumis à ce mode de régulation : le gène Igf2r (insulin-like growth factor type 

2 receptor) (Barlow et al., 1991). En effet, il a été mis en évidence que ce gène est exprimé 

uniquement à partir de l’allèle maternel. Quelques mois plus tard, deux autres gènes 

appartenant au même locus ont également été identifiés comme soumis à l’empreinte 

génomique : les gènes Igf2 et H19 (Bartolomei et al., 1991; DeChiara et al., 1991; Ferguson-

Smith et al., 1991). Ces deux gènes sont respectivement exprimés à partir des allèles paternel 

et maternel. 
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 L’empreinte génomique parentale constitue un mécanisme de régulation complexe, 

finement contrôlé et reposant principalement sur des modifications épigénétiques. Elle se 

définit comme l’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. 

Jusqu’à ce jour, plus de cent gènes ont été recensés comme soumis à l’empreinte génomique 

parentale. Ces gènes sont regroupés en clusters dont la taille varie de 100 à 4000 kpb. Un 

cluster contient 3 à 12 gènes, dont au minimum un gène produisant un ARN non codant. Le 

centre de régulation de l’empreinte, appelé IC (imprinting control) ou IR (imprinting region), 

est une zone riche en îlots CpG, que l’on appelle plus communément DMR (differentially 

methylated region).  

 De façon générale, il a été montré que les gènes soumis à l’empreinte génomique 

parentale possèdent un rôle important dans le développement embryonnaire ou placentaire. 

Il est admis que les gènes exprimés à partir de l’allèle paternel favorisent le développement 

embryonnaire (Igf2, Peg3, Peg1, Rasgrf1, Dlk1), alors que les gènes exprimés à partir de l’allèle 

maternel ont tendance à réprimer la croissance embryonnaire et/ou placentaire (Igf2r, Gnas, 

Cdkn1c, H19, Grb10) (Barlow et Bartolomei, 2014). De plus, des dérégulations de l’empreinte 

génomique parentale ont été associées à différents syndromes plus ou moins graves. En effet, 

la perte de l’empreinte génomique (LOI, loss of imprinting) induit généralement des 

problèmes de croissance de l’embryon, ainsi que des problèmes de développement 

neurologique ou des tératomes. 

2) Mise en place et maintien 

 La mise en place de l’empreinte génomique nécessite dans un premier temps de 

pouvoir distinguer l’allèle maternel de l’allèle paternel chez l’embryon. Cette distinction doit 

avoir lieu avant la fécondation, puisque dans l’embryon, sans marque spécifique, il serait 

impossible de différencier les deux allèles. Par conséquent, la mise en place de l’empreinte 

génomique se met en place pendant la gamétogenèse. 

 L’empreinte génomique nécessite plusieurs pré-requis : elle 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 un seul type de gamètes (mâles ou femelles). 

Comme nous l’avons dit, l’empreinte génomique consiste en l’établissement de modifications 
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épigénétiques. Ainsi, les allèles maternel et paternel seront différenciés par leur niveau de 

méthylation : l’allèle maternel sera hyperméthylé, tandis que l’allèle paternel sera 

hypométhylé. Ces niveaux de méthylation seront maintenus dans les cellules somatiques de 

l’embryon et de l’individu adulte. En revanche, dans les cellules germinales, ces marques 

épigénétiques sont effacées à un stade précoce pour permettre l’établissement de nouvelles 

marques spécifiques du sexe de l’individu considéré. Ainsi, l’empreinte génomique pourra être 

transmise aux générations suivantes. 

 Plusieurs types de modifications épigénétiques sont responsables de l’empreinte 

génomique. Les deux modifications majoritaires sont la méthylation des cytosines et les 

modifications post-traductionnelles des histones. 

a) Méthylation des cytosines 

 Dans le cadre de la mise en place de l’empreinte génomique, la méthylation des 

cytosines est la seule modification épigénétique qui se produit directement sur l’ADN. Cette 

méthylation a lieu au niveau des îlots CpG, et est catalysée chez l’homme par l’enzyme DNMT1 

(DNA methyltransferase 1) (Bestor, 1988). DNMT1 est responsable du maintien de la 

méthylation de l’ADN lors des divisions cellulaires, et est nécessaire au développement normal 

puisqu’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). De façon complémentaire, d’autres 

méthyltransférases sont quant à elles impliquées dans une méthylation de novo de l’ADN, 

comme DNMT3A et DNMT3B (Okano et al., 1998). D’autres méthyltransférases encore 

peuvent jouer le rôle de cofacteurs lors de la méthylation de l’ADN, comme DNMT3L, qui ne 

possède pas elle-même d’activité méthyltransférase. Cette enzyme contribue à la formation 

du complexe DNMT3A/DNMT3B, et permet l’interaction de ce complexe avec la chromatine.  

 Lorsque ces enzymes sont absentes, la méthylation des régions soumises à l’empreinte 

est modifiée : les gènes possèdent alors une expression biallélique, qui est caractéristique de 

syndromes pathologiques du développement. Cependant, dans certains cas particuliers, 

l’absence de méthylation induit une perte d’expression du gène : ceci suggère que la 

méthylation de l’ADN est impliquée à la fois dans la répression et dans l’activation de 

l’expression génique. 

 Dans l’embryon précoce, la méthylation générale des allèles est retirée, sauf au niveau 

des centres de contrôle de l’empreinte génomique (IC/IR). En effet, ces régions doivent 
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nécessairement conserver leur état de méthylation afin de perpétuer l’empreinte génomique 

parentale. Les îlots CpG méthylés sont reconnus par un certain nombre de protéines, 

notamment les protéines possédant un domaine de liaison au groupement méthyl (MBD, 

methyl-binding domain) comme MBD3 par exemple. En se fixant sur l’ADN méthylé, ces 

protéines empêchent sa déméthylation dans l’embryon : ainsi, l’empreinte génomique 

parentale est conservée au niveau des loci qui y sont sujets. 

b) Modifications post-traductionnelles des histones 

 Outre la méthylation des îlots CpG, l’empreinte génomique parentale peut également 

être établie grâce aux modifications post-traductionnelles des histones, et plus 

particulièrement la méthylation, la désacétylation, la phosphorylation, la sumoylation ou 

encore l’ubiquitinylation des histones. L’établissement de ces modifications conduira à la 

modulation du niveau de compaction de la chromatine, et donc à la régulation de l’expression 

génique. 

 La méthylation des histones a déjà été abordée dans le paragraphe II-C-2)b). Dans le 

cadre de l’empreinte génomique parentale, la méthylation aura lieu au niveau de la lysine 27 

de l’histone H3 (H3K27me3), ce qui constitue une marque répressive de l’expression génique. 

Cette méthylation est catalysée par le complexe PRC2, et sera reconnue par les protéines du 

complexe PRC1. PRC1 est notamment composé d’une lysine 119 histone H2A ubiquitine ligase 

E3 : il permet ainsi l’ubiquitinylation de ce résidu au niveau de l’histone H2A (Völkel et 

Angrand, 2007), ce qui entraînera la compaction de la chromatine au niveau de cette zone. 

 La désacétylation des histones constitue également une marque répressive de 

l’expression génique, et est catalysée par les histones désacétylases (HDAC) (Seto et Yoshida, 

2014). L’action de ces enzymes est régulée par 3 complexes différents, Sin3, NuRD et CoREST, 

qui peuvent être recrutés par des protéines à domaine MBD.  

 Plusieurs études ont mis en évidence un lien direct entre la méthylation de l’ADN et 

les modifications post-traductionnelles des histones. En effet, les DNMT1, 3A, 3B et 3L sont 

capables de recruter les enzymes HDACs ou encore la protéine EZH2 (Deplus et al., 2002; Fuks, 

2003; Fuks et al., 2000, 2001; Viré et al., 2006). De plus, la répression de l’expression génique 

apportée par les DNMTs est levée lorsque les cellules sont traitées avec un inhibiteur 

spécifique des HDACs. De cette façon, les enzymes impliquées dans les modifications 
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épigénétiques sont conjointement régulées et participent au verrouillage de la chromatine, et 

par conséquent à la répression de l’expression génique. 

B- Le locus H19/IGF2 

 Le locus H19/IGF2 est localisé sur le chromosome 11 en position p15. Il est soumis à 

l’empreinte génomique parentale et possède son propre centre de régulation de l’empreinte 

(Figure 28). Ce locus s’étend sur environ 140 kpb, et contient 2 gènes dont un ARN non 

codant : IGF2 et H19. 

 Comme tous les gènes soumis à l’empreinte génomique, les gènes H19 et IGF2 sont 

fortement exprimés pendant le développement embryonnaire, et réprimés à partir de la 

naissance dans la majorité des tissus. Le gène H19 est transcrit en un ARN non codant de 2,3 

kb possédant un rôle anti-prolifératif pendant le développement embryonnaire (Brannan et 

al., 1990; Hao et al., 1993). Le gène IGF2 code quant à lui pour un facteur de croissance 

(insulin-like growth factor 2) impliqué dans la croissance de l’embryon (DeChiara et al., 1990). 

1) Empreinte génomique parentale au locus H19/IGF2 

 L’empreinte génomique établie au niveau de ce locus est permise par la présence d’un 

ICR (DMR primaire) localisé 2 kpb en amont de la séquence du gène H19 (Tremblay et al., 

1997) (Figure 28). Cet ICR contient 4 sites de fixation pour la protéine CTCF chez la souris et 7 

sites chez l’homme (Hark et al., 2000; Szabó et al., 2000; Takai et al., 2001). La protéine CTCF 

se fixe sur l’ICR uniquement lorsque ce dernier n’est pas méthylé. Elle y aura alors deux 

fonctions : 

• elle empêche la méthylation de novo de cette région riche en îlots CpG 

• elle joue un rôle ‘‘d’isolateur chromatinien’’ et permet la mise en place et le maintien de 

l’empreinte génomique 
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Figure 28. Le locus H19/IGF2 chez l’homme. 
L’expression des gènes H19 et IGF2 est contrôlée par le centre de régulation de l’empreinte génomique 
(ICR) ainsi que par deux sets d’enhancers (Huc et Enh). En l’absence de méthylation de l’ICR, la protéine 
CTCF se fixe sur celui-ci pour bloquer l’action des enhancers au niveau du promoteur d’IGF2 (allèle 
maternel). De cette façon, à partir de l’allèle maternel, seul le gène H19 est exprimé. A l’inverse, sur 
l’allèle paternel, la méthylation de l’ICR réprime l’expression de H19 et empêche la fixation de CTCF. Les 
enhancers peuvent ainsi activer l’expression du gène IGF2. L’empreinte génomique parentale permet 
donc l’expression de H19 à partir de l’allèle maternel, et l’expression d’IGF2 à partir de l’allèle paternel. 
M : allèle maternel ; P : allèle paternel. (Issu de Berteaux et al., 2010). 
 

 L’expression des gènes du locus H19/IGF2 est permise par deux sets d’enhancers 

d’origines mésodermique et endodermique, localisés respectivement à 12 kpb en amont du 

gène H19 et 10,5 kpb en aval du même gène (Drewell et al., 2002; Ishihara et Sasaki, 2002) 

(Figure 28). L’action de ces enhancers est régulée par la méthylation de l’ICR et par la présence 

de CTCF. En effet, une région méthylée sur l’allèle paternel en amont du gène H19 a été mise 

en évidence, montrant ainsi que la méthylation de l’ICR régule l’expression des gènes du locus 

(Hark et Tilghman, 1998).  

 De cette façon, comme l’ICR n’est pas méthylé sur l’allèle maternel, la protéine CTCF 

interagit avec cette région du locus pour empêcher l’action des enhancers sur le promoteur 

d’IGF2. Ainsi, seul le gène H19 sera exprimé sur cet allèle (Hark et al., 2000). De plus, l’absence 

de méthylation au niveau des DMRs secondaires (DMR1, DMR2) localisées dans le promoteur 

et le gène IGF2 sur ce même allèle réprime également l’expression d’IGF2 (Constância et al., 

2000) (Figure 28). De façon complémentaire, sur cet allèle, une acétylation des histones au 

niveau du promoteur de H19 favorisant son expression a également été mise en évidence 

(Grandjean et al., 2001). 
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 A l’inverse, la méthylation de l’ICR sur l’allèle paternel entraîne la répression de 

l’expression de H19 (par hyperméthylation de son promoteur) et empêche la fixation de la 

protéine CTCF (Srivastava et al., 2000). Les enhancers vont ainsi favoriser l’expression du gène 

IGF2 à partir de cet allèle. De plus, la méthylation de l’ICR permet la méthylation des DMRs 

secondaires, qui vont alors activer l’expression d’IGF2 sur cet allèle (Murrell et al., 2001). Par 

conséquent, H19 n’est exprimé qu’à partir de l’allèle maternel, tandis qu’IGF2 ne l’est qu’à 

partir de l’allèle paternel (Figure 28). 

 Comme la grande majorité des gènes soumis à l’empreinte génomique parentale, les 

gènes H19 et IGF2 sont fortement exprimés et actifs pendant le développement 

embryonnaire. Plus précisément, leur expression a été localisée dans les tissus dérivés des 

trois feuillets embryonnaires : les feuillets endodermique, mésodermique et ectodermique 

(Hemberger et al., 1998; Lustig et al., 1994; Poirier et al., 1991). Pendant le développement 

de l’embryon, ces gènes présentent un profil d’expression spatio-temporel identique 

puisqu’ils sont régulés par des enhancers communs (Ohlsson et al., 1994). En revanche, à la 

naissance, ces gènes sont largement réprimés, excepté dans certains tissus où un niveau basal 

d’expression subsistera. En effet, l’expression du gène H19 a été retrouvée dans le muscle 

squelettique (Leibovitch et al., 1995; Milligan et al., 2000; Pachnis et al., 1984) , ainsi que dans 

les poumons, le cœur, le thymus (Poirier et al., 1991), la glande mammaire (Adriaenssens et 

al., 1998; Dugimont et al., 1995), les glandes surrénales (Liu et al., 1995) et l’utérus (Ariel et 

al., 1997). Pour autant, même à l’âge adulte, cette expression de H19 reste exclusivement 

maternelle. En revanche, le gène IGF2 est exprimé de façon biallélique dans le foie, le plexus 

choroïde et les leptoméninges (Feil et al., 1994; Ohlsson et al., 1994). 

 Ainsi, il existe une régulation spatio-temporelle de l’empreinte génomique parentale, 

ce qui prouve une fois de plus qu’il s’agit d’un mécanisme dynamique et finement régulé. 

2) Modifications post-traductionnelles des histones au locus H19/IGF2 

 Des expériences de 3C (chromosome conformation capture) ont permis de montrer 

que la protéine CTCF joue un rôle dans l’organisation tridimensionnelle de la chromatine. En 

effet, CTCF est capable d’interagir avec plusieurs régions présentes au niveau du locus 

H19/IGF2, de façon à former des structures spatiales verrouillant l’expression de H19 ou 

d’IGF2 selon l’allèle considéré (Hagège et al., 2007; Murrell et al., 2004). 

 Dans le cadre de la mise en place de l’empreinte génomique parentale au locus 
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H19/IGF2, et en association avec la méthylation de l’ADN, des modifications épigénétiques 

ont également été mises en évidence. En effet, la protéine CTCF est capable de recruter la 

protéine SUZ12 (une sous-unité du complexe PRC2) au promoteur d’IGF2 (Li et al., 2008a; 

Zhang et al., 2011). Ceci permettra d’induire la triméthylation de l’histone H3 (H3K27me3) à 

ce niveau, réprimant ainsi l’expression d’IGF2 à partir de l’allèle maternel. 

 Par ailleurs, sur l’allèle paternel, la méthylation de l’ICR est reconnue par une protéine 

possédant un domaine MBD appelée MeCP2. Cette protéine, par l’intermédiaire d’un de ses 

domaines structuraux, est capable de recruter une HDAC et une histone méthyltransférase 

(HMT) (Drewell et al., 2002b; Fuks et al., 2003). Ces deux enzymes permettront ainsi de 

désacétyler puis de méthyler la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9me3) au niveau du promoteur 

de H19, ce qui réprimera l’expression du gène. 

 Ainsi, la combinaison de la méthylation du promoteur par les DNMTs et de la 

désacétylation/méthylation des histones permet un ‘‘verrouillage chromatinien’’ réprimant 

l’expression du gène H19 à partir de l’allèle paternel. 

3) Pathologies associées au locus H19/IGF2 

 Des modifications de l’empreinte génomique au niveau du locus 11p15 ont été mises 

en évidence et associées à deux principaux syndromes développementaux : les syndromes de 

Beckwith-Wiedemman et de Silver-Russel. Ces deux pathologies, diagnostiquées pendant la 

grossesse ou à la naissance, sont caractérisées par des défauts de croissance de l’embryon. 

 Le syndrome de Beckwith-Wiedemman est diagnostiqué toutes les 12000 naissances 

environ. Il est caractérisé par un gigantisme du nouveau-né à la naissance, accompagné d’une 

viscéromégalie et d’une macroglossie pouvant entraîner des troubles de la nutrition, de 

l’élocution ainsi que des troubles du sommeil. De plus, ce syndrome est associé à une 

prédisposition de l’enfant atteint aux tumeurs rénales (tumeurs de Wilms) et aux 

rhabdomyosarcomes. Au niveau génétique, ce syndrome est causé par une expression 

biallélique du gène IGF2 accompagnée d’une perte d’expression de H19. Cette perte 

d’expression est étendue à tous les gènes du locus 11p15 exprimés à partir de l’allèle 

maternel, qu’il s’agisse du locus H19/IGF2 ou de son voisin Kcnq1/Kcnq1ot1. Pour autant, il 

est difficile d’associer ce syndrome à un seul de ces deux loci, puisque même s’ils sont 

indépendants, leur régulation semble avoir des points communs (Ideraabdullah et al., 2008). 

 Le syndrome de Silver-Russell est plus rare, puisqu’il concerne 1 naissance sur 75000 à 
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100000. Il est caractérisé par un retard de croissance du nouveau-né, ainsi que par une 

dysmorphie faciale et une asymétrie corporelle dans 50 à 60% des cas. A l’inverse du syndrome 

de Beckwith-Wiedemman, le syndrome de Silver-Russell est causé par une perte d’expression 

d’IGF2 associée à une expression biallélique du gène H19. Ce syndrome a également été 

associé à des mutations sur des gènes du chromosome 7. 

4) Autres transcrits produits au locus H19/IGF2 

 En plus des transcrits H19 et IGF2, des transcrits supplémentaires ont été identifiés au 

niveau du locus H19/IGF2 (Figure 29). Ces transcrits sont également soumis à l’empreinte 

génomique parentale : pour la majorité d’entre eux, il s’agit de transcrits antisens aux gènes 

H19 et IGF2. 

 

Figure 29. Transcrits identifiés au locus H19/IGF2. 
Les transcrits non codants au locus H19/IGF2 sont représentés en bleu lorsqu’ils sont exprimés. Les 
gènes codants sont représentés en vert lorsqu’ils sont exprimés. Les différences d’expression génique 
entre les allèles maternel et paternel sont représentées. Le statut de méthylation de l’ADN au niveau 
des éléments de régulation ICR et DMR est également indiqué. 
Mat : allèle maternel ; Pat : allèle paternel. (Adapté de Angrand et al., 2015). 
 

 Le premier de ces transcrits a été identifié comme étant en orientation antisens par 

rapport au gène IGF2 : il s’agit d’IGF2as (Okutsu et al., 2000). Ce gène est régulé de la même 

façon qu’IGF2 et est exprimé à partir de l’allèle paternel (Figure 29), mais aucune phase 

ouverte de lecture n’y a été identifiée : le transcrit produit à partir de ce gène est donc un ARN 

non codant. Cet ARN n’a pas de fonction spécifique attribuée, mais son expression est un 

marqueur des tumeurs de Wilms. Pour autant, il a été mis en évidence que l’ARN IGF2as est 

exporté dans le cytoplasme pour y être associé aux polysomes : il est donc probable qu’une 
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protéine soit produite à partir de cet ARN (Duart-Garcia et Braunschweig, 2013). 

 Plus récemment, notre équipe a démontré l’existence d’un gène transcrit à partir de 

l’allèle maternel et en orientation antisens par rapport au gène H19 : nous l’avons nommé 

91H (Berteaux et al., 2008). 91H est un transcrit non codant de 120 kpb chez l’homme produit 

à partir d’un promoteur contenu dans l’intron 1 du gène MRLP23. Nous avons également mis 

en évidence que le lncRNA 91H est surexprimé dans les cancers du sein, et qu’il y possède un 

rôle oncogène (Vennin et al., 2017). 

 Un autre transcrit identifié au niveau du locus H19/IGF2 est PIHit (paternally-expressed 

IGF2/H19 intergenic transcript) (Court et al., 2011) (Figure 29). PIhit est transcrit à partir du 

gène du même nom, situé comme son nom l’indique au niveau de l’allèle paternel, en amont 

du gène H19. 

C- Le gène H19 

1) Historique 

 

Figure 30. Découvertes majeures concernant H19 et son implication dans le cancer du sein. 
Les informations concernant l’implication de H19 dans le cancer du sein sont colorées en orange. 
(Adapté de Collette et al., 2017). 
 

 Le gène H19 a été identifié en 1984 dans le cadre d’une étude visant à identifier les 

gènes dont l’expression est contrôlée par les gènes Rif et Raf, qui régulent l’expression de l’α-
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fœtoprotéine après la naissance. Pour ce faire, une banque de données de foie fœtal a été 

criblée chez la souris : le clone 19 de la ligne H fut identifié comme régulé par Raf, et nommé 

H19 (Pachnis et al., 1984, 1988). En 1991, il a été montré que chez la souris, le gène H19 est 

soumis à l’empreinte génomique parentale (Bartolomei et al., 1991). L’année suivante, le gène 

H19 fut isolé chez l’homme, où il est également soumis à l’empreinte génomique (Zhang et 

Tycko, 1992). Les découvertes majeures sur le gène H19 et les différentes fonctions qui lui ont 

été attribuées sont récapitulées dans la Figure 30. 

 Comme nous l’avons décrit dans le paragraphe précédent, le gène H19 est exprimé 

uniquement à partir de l’allèle maternel. Il est constitué de 5 exons séparés par des introns 

très courts. Sa transcription est réalisée par l’ARN polymérase II, et produit un ARN de 2,3 kpb 

coiffé en 5’, épissé et polyadénylé en 3’, qui sera exporté dans le cytosol. L’ARN H19 possède 

donc toutes les caractéristiques d’un ARNm classique : pourtant, il est admis que cet ARN a un 

rôle riborégulateur. 

 

Figure 31. Structure secondaire du lncRNA transcrit à partir du gène H19. 
La structure secondaire prédictive du lncRNA H19 a été modélisée grâce au site 
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi. 
 

 En effet, même si plusieurs codons d’initiation de la traduction ont été identifiés dans 

l’exon 1 de l’ARN H19, ils sont très rapidement suivis par des codons stop : les potentielles 

phases ouvertes de lecture (ORF, open reading frame) ainsi générées sont donc très courtes, 

et ne sont pas conservées entre les espèces (Brannan et al., 1990). En revanche, les structures 

secondaires de l’ARN sont très conservées (Juan et al., 2000). On retrouve ainsi 16 structures 

type épingle à cheveux conservées entre les mammifères (Figure 31).  

http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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 Parmi les ORFs retrouvées dans la séquence de l’ARN H19, la plus grande permettrait 

la production théorique d’une protéine de 26 kDa. En 1996, il a été montré qu’il était possible 

d’obtenir cette protéine dans un système in vitro après délétion et/ou mutation ponctuelle de 

l’UTR 5’ de H19 (Joubel et al., 1996). Cet UTR 5’ réprime donc la traduction de l’ORF. En 1990, 

et ce pour la première fois, l’ARN H19 est décrit comme un riborégulateur (Brannan et al., 

1990). 

 Nous avons également vu précédemment que l’expression du gène H19 est impliquée 

dans la régulation de la croissance embryonnaire. Dans des souris où l’expression de H19 a 

été diminuée (KD, knock-down), une augmentation de la taille et du poids d’environ 10% par 

rapport aux souris contrôles a été observée (Leighton et al., 1995; Ripoche et al., 1997). Pour 

autant, l’expression d’IGF2 dans ces souris étant devenue biallélique, il est difficile de 

déterminer si l’effet observé sur le développement et la croissance est spécifique de H19. Plus 

tard, une étude a montré que la délétion d’inhibiteurs d’expression (silencers) spécifiques du 

gène H19 permet son expression biallélique et entraîne la formation d’individus plus petits, 

alors que l’expression d’IGF2 n’est pas modifiée (Drewell et al., 2000). Ainsi, en conditions 

normales, le rôle de H19 est de réduire la croissance de l’embryon. 

2) H19 et empreinte génomique 

 Comme nous l’avons largement décrit dans le paragraphe précédent, l’expression du 

gène H19 est soumise à l’empreinte génomique parentale. Son expression est donc 

exclusivement maternelle, et il est co-régulé avec le gène IGF2, qui lui est exprimé à partir de 

l’allèle paternel. 

 Il a été montré que H19 peut agir sur son propre locus en régulant l’expression d’IGF2 

en trans (Lottin et al., 2002; Wilkin et al., 2000). En effet, ces deux gènes sont régulés par les 

mêmes sets d’enhancers, et sont donc en ‘‘compétition’’ pour ces derniers. De plus, une forte 

expression du gène H19 est corrélée à une diminution de l’expression du gène IGF2, même si 

le mécanisme responsable de ce phénomène n’a pas encore été précisément décrit. De façon 

complémentaire, il a été montré que dans les cellules de choriocarcinome, l’ARN H19 s’associe 

aux polysomes pour réprimer la traduction de l’ARNm IGF2 (Li et al., 1998), ce qui prouve que 

H19 régule à la fois la transcription et la traduction d’iGF2. 

 Plus récemment, il a été montré que le lncRNA H19 est capable de réguler l’expression 

de plusieurs gènes soumis à l’empreinte génomique parentale (Monnier et al., 2013). En effet, 
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H19 est capable d’interagir avec la protéine MBD1, qui contient un domaine MBD. Ainsi, en 

plus de se fixer sur les îlots CpG méthylés, MBD1 pourra recruter des HMTs, notamment Suv39 

(Fujita et al., 2003). L’association entre H19 et MBD1 est nécessaire au maintien de 

l’empreinte génomique sur les gènes cibles, puisqu’elle va permettre le maintien de la marque 

répressive H3K9me3 catalysée par Suv39. Parmi les gènes ciblés par cette interaction, on 

retrouve IGF2 : cette étude permet donc de révéler le mode d’action de H19 pour réguler 

l’expression d’IGF2. 

3) Régulation de l’expression du gène H19 

 En plus de la régulation par l’empreinte génomique parentale, l’expression du gène 

H19 est soumise à de nombreux facteurs, notamment les hormones, les facteurs de croissance 

ou encore certaines protéines. 

a) Régulation hormonale 

 Dans la glande mammaire, notre équipe a mis en évidence un niveau basal 

d’expression du gène H19 chez l’adulte (Adriaenssens et al., 1998; Dugimont et al., 1995). Pour 

autant, cette expression basale n’est retrouvée que dans certaines structures de la glande 

mammaire, et elle n’est pas constante au cours de son évolution (Adriaenssens et al., 1999). 

Grâce à des expériences d’hybridation in situ, nous avons montré que l’expression de H19 

dans la glande mammaire est ubiquitaire durant le développement embryonnaire, mais qu’à 

la naissance H19 est réprimé dans la majorité des cellules sauf dans les nouveaux bourgeons 

terminaux (à la puberté) et dans les cellules épithéliales des acini (pendant la grossesse). En 

revanche, pendant la lactation, H19 n’est pas exprimé, mais son expression est retrouvée dans 

certaines cellules épithéliales pendant l’involution. Des variations du même ordre ont été 

retrouvées dans l’utérus : en effet, H19 est fortement exprimé pendant les phases d’œstrus 

et de metœstrus, et il est réprimé pendant la phase de latence. Il semble donc que H19 soit 

principalement exprimé dans les cellules épithéliales en prolifération. De façon 

complémentaire, notre équipe a montré que l’expression de H19 est régulée positivement par 

le 17-β-œstradiol et régulée négativement par la progestérone : l’expression de H19 est donc 

corrélée aux variations hormonales de la glande mammaire. 

 



126 
 

b) Régulation par les facteurs de croissance 

 Nous avons également montré que l’expression de H19 est régulée positivement par 

plusieurs facteurs de croissance dans les cellules cancéreuses mammaires : les facteurs de 

croissance HGF/SF, EGF et FGF-2 (Adriaenssens et al., 2002). Lorsqu’elles sont stimulées avec 

le HGF/SF, les cellules montrent non seulement une surexpression de H19 mais aussi des 

capacités de prolifération et de migration augmentées. En complément, nous avons mis en 

évidence que ni le TNF-α, ni le TGF-β1, ni IGF2 ne sont capables de réguler l’expression de 

H19 : ainsi, il n’existe pas de boucle de rétrocontrôle de l’expression de H19 et IGF2 dans les 

cellules mammaires. 

 De la même façon, nous avons montré que dans la prostate, l’expression de H19 est 

régulée positivement par la prolactine (hormone peptidique impliquée dans le 

développement normal de la prostate et dans la fonction testiculaire), et négativement par la 

dihydrotestostérone (DHT, forme active de la testostérone) (Berteaux et al., 2004). D’autres 

études ont montré que dans les glandes surrénales et les testicules, l’expression de H19 est 

contrôlée par plusieurs facteurs : elle est activée par IGF-1, IGF-2 et l’acide rétinoïque, et elle 

est réprimée par le TGFβ, le TNF-α et l’INFγ (Kopf et al., 1998; Voutilainen et al., 1994). Ainsi, 

selon le modèle considéré, les effets des hormones sur l’expression de H19 peuvent être 

différents. 

c) Régulation par des protéines 

 Outre l’action des facteurs de croissance, il a également été montré que l’expression 

de H19 est soumise à l’influence de certaines protéines ou de facteurs de transcription. Par 

exemple, nous avons identifié au niveau du promoteur de H19 des éléments de réponse à la 

protéine p53 (Dugimont et al., 1998). En effet, l’activité de la protéine p53 est associée à une 

diminution de l’expression de H19. A l’inverse, l’expression de H19 peut être activée par des 

protéines comme E2F1 (Berteaux et al., 2005). D’autres études ont montré que dans le cancer 

du sein et le cancer du poumon, l’expression de H19 est également associée à l’action du 

facteur de transcription c-Myc, qui agit en formant un hétérodimère avec la protéine Max 

(Barsyte-Lovejoy et al., 2006; Zhang et al., 2016a). En effet, c-Myc est capable d’interagir avec 

des séquences spécifiques, appelées E-boxes, situées non loin de l’ICR du locus H19/IGF2. En 

recrutant des histones acétylases, c-Myc active la transcription du locus et augmente donc la 

production d’ARN H19 : ces données suggèrent que H19 participe aux effets oncogènes décrits 
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pour la protéine c-Myc. De façon similaire, la protéine oncogène YAP (yes associated protein) 

peut activer l’expression de H19 dans le cancer de la vessie, et ainsi favoriser les capacités pro-

tumorales de prolifération et de migration des cellules (Li et al., 2015b). 

 Nous avons déjà exposé que l’expression de H19 est corrélée à la surexpression du 

gène Afp codant l’α-fœtoprotéine dans le foie fœtal (Pachnis et al., 1984). En 2005, le locus 

contenant le gène Afp a été cartographié : ceci a permis d’identifier un autre gène appelé Zhx, 

orthologue du gène Zhx2 chez l’homme (Perincheri et al., 2005). Ce gène Zhx est régulé 

négativement par H19 : en effet, chez des souris déficientes pour le gène Zhx, une forte 

expression du gène H19 a été observée après la naissance. En complément, l’expression de 

Zhx est plus importante dans le foie adulte que dans le foie fœtal : l’expression de Zhx serait 

donc responsable de la répression de H19 observée à la naissance. 

d) Régulation par le micro-environnement tumoral 

 Nous avons vu que l’expression du gène H19 peut être régulée par des facteurs 

intracellulaires variés. Dans une logique de contrôle complet et à plusieurs niveaux de 

l’expression génique, une influence du micro-environnement tumoral a également été 

observée. Nous avons notamment montré que dans la glande mammaire normale, H19 est 

principalement exprimé au niveau des interactions entre l’épithélium et le mésenchyme 

(Adriaenssens et al., 1999). De façon similaire, dans le cancer du sein, cette expression de H19 

est retrouvée au niveau des interactions entre l’épithélium mammaire et le stroma tumoral 

(Adriaenssens et al., 1998; Dugimont et al., 1995). De plus, lorsque les cellules épithéliales 

mammaires sont traitées avec un milieu conditionné de fibroblastes humains normaux (MRC-

5), l’expression du gène H19 augmente (Adriaenssens et al., 2002). Ces cellules épithéliales 

mammaires montrent également des capacités de motilité et de morphogenèse accrues, qui 

sont des propriétés déjà connues pour ce milieu conditionné. 

 En fonction de leur distance par rapport à la circulation sanguine, les tumeurs sont 

constituées de zones plus ou moins hypoxiques. Il est communément admis que les zones 

hypoxiques sont responsables de la résistance aux chimiothérapies, puisqu’elles sont les plus 

éloignées des vaisseaux sanguins et donc pas ou peu accessibles aux drogues. Au sein des 

cellules contenues dans ces zones hypoxiques, deux voies sont majoritairement activées : la 

voie HIF-1α et la voie p53. La voie HIF-1α permettra aux cellules de s’adapter à leur nouvel 

environnement, tandis que l’activation de la voie p53 mène à la mort cellulaire. Il a été mis en 
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évidence que le facteur HIF-1α active l’expression de H19 uniquement lorsque la protéine p53 

est mutée (Matouk et al., 2010). Ceci est en accord avec les résultats obtenus par notre 

équipe, puisque nous avons montré que p53 réprime l’expression de H19 (Dugimont et al., 

1998). Ainsi, en conditions hypoxiques, l’expression de H19 favorise l’adaptation et la survie 

des cellules, ce qui leur confère un avantage sélectif de croissance. 

e) Régulation post-transcriptionnelle 

 Jusqu’à présent, nous avons exposé de nombreux facteurs et évènements qui régulent 

l’expression du gène H19, constituant ainsi un mode de contrôle transcriptionnel. Il existe 

également des voies de régulation post-transcriptionnelle de H19, qui vont agir directement 

sur l’ARN. Par exemple, il a été montré que l’accumulation d’ARN H19 dans les cellules 

musculaires de souris est due à sa stabilisation par une protéine inconnue (Milligan et al., 

2000). Ce mode de régulation avait déjà été décrit dans le foie fœtal (Jouvenot et al., 1999). 

Dans les tumeurs de souris, d’autres études ont mis en évidence que l’association entre l’ARN 

H19 et la protéine CRD-BP (cMyc mRNA coding region instability determinant binding protein) 

permet une stabilisation de l’ARN et sa relocalisation (Tessier et al., 2004). Chez l’homme, un 

orthologue de la protéine CRD-BP appelé IMP1 (IGF-2 mRNA binding protein 1) possède des 

sites de fixation au niveau des exons 4-5 de l’ARN H19. IMP1 fait partie d’une famille de 

protéines dont l’expression est localisée dans les lamellipodes et les régions périnucléaires des 

fibroblastes (Nielsen et al., 2001; Runge et al., 2000). Plus tard, il a été montré que la protéine 

IMP3 se fixe sur l’ARN H19 in vivo, bien que l’invalidation de IMP3 n’affecte pas le niveau 

d’expression de H19 (Liao et al., 2005). 

D- H19 & cancer 

 De façon intéressante, il a été mis en évidence que les cellules embryonnaires et les 

cellules cancéreuses partagent des caractéristiques communes, notamment sur l’aspect de 

leur prolifération accrue, de leur plasticité ou encore de leurs profils d’expression génique. 

Toutes ces caractéristiques cellulaires sont régies et coordonnées par des voies de 

signalisation moléculaires et des mécanismes épigénétiques communs. Un des régulateurs 

communs entre le développement embryonnaire et la tumorigenèse est le lncRNA H19. 

 Dans le cadre de l’implication de H19 dans la tumorigenèse et la progression tumorale, 
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j’ai rédigé une revue de la littérature qui a été publiée dans un journal soumis à comité de 

lecture (Annexe 1). 

1) H19 : oncogène ou suppresseur de tumeur ? 

 Même si la grande majorité des études actuelles décrivent le lncRNA H19 et son miR-

675 comme étant des acteurs pro-oncogéniques, certaines publications ont mis en évidence 

un rôle suppresseur de tumeur pour H19. Cette ambiguïté peut être expliquée par l’étude 

assez complexe de H19, puisqu’aucune protéine associée à cet ARN n’a été identifiée, et qu’il 

est soumis à un système de régulation complexe. Pour autant, les premières études ont 

montré que l’absence d’expression du gène H19 était associée au développement du 

syndrome de Beckwith-Wiedemman, ce qui lui suggère un rôle protecteur dans cette 

pathologie (Reik et al., 1995). De façon complémentaire, cette absence d’expression de H19 

est également responsable de l’apparition de tumeurs de Wilms (tumeurs rénales) chez 

l’enfant (Rainier et al., 1993). 

 Pour identifier le rôle de H19 dans les cancers, une étude a été réalisée en 2008 sur 

des modèles murins transgéniques pour le locus H19/IGF2. Deux types de souris ont été 

utilisés : 

- des souris H19∆3 (délétion du gène H19 sur l’allèle maternel) 

- des souris H19∆Enh (délétion des enhancers en aval du gène H19 sur l’allèle maternel) 

 Ces souris ont ensuite été croisées avec des souris transgéniques formant des tumeurs 

spontanées chez l’embryon, mais aussi au niveau du côlon et du foie chez l’adulte (Yoshimizu 

et al., 2008). Ceci a permis de mettre en évidence que l’absence d’expression de H19 favorise 

l’apparition de tumeurs, et permet également l’obtention de tumeurs plus grosses pour les 

trois types de tumeurs étudiés (tératome, côlon et foie). Ces tumeurs ont été obtenues au 

stade embryonnaire ou 4 mois après la naissance, et une légère surexpression du gène IGF2 y 

a été identifiée. Cependant, des résultats similaires ont été obtenus avec des souris où 

l’expression d’IGF2 est invalidée (IGF2-/-) : ceci confirme que l’effet observé sur la 

tumorigenèse est bien lié à l’absence d’expression de H19. Ainsi, H19 aurait donc un rôle 

suppresseur de tumeur pendant le développement embryonnaire et après la naissance. 

 Plus récemment, des études portant sur l’activité de la télomérase ont mis en évidence 

une implication de H19. En effet, dans un modèle de leucémie aigue promyélocytaire, H19 

inhibe l’activité de la télomérase en empêchant l’interaction TERT et TERC (El Hajj et al., 2018). 
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Cependant, dans un contexte différent (cancer du foie), il a été montré que H19 est capable 

de favoriser l’activité de la télomérase par un autre mécanisme (Pu et al., 2015). Cet exemple 

illustre la complexité d’associer un rôle oncogénique ou suppresseur de tumeur à H19, bien 

que comme nous allons le voir dans les paragraphes suivants, la majorité des études associent 

H19 à la tumorigenèse et la progression tumorale.  

2) Surexpression de H19 dans le cancer 

 Comme nous l’avons exposé, H19 est exprimé pendant le développement 

embryonnaire et réprimé à la naissance, excepté dans quelques tissus comme la glande 

mammaire et l’utérus. Pour autant, son expression de novo a été identifiée dans des tumeurs 

d’origines tissulaires variées, parmi lesquelles on retrouve des tumeurs mammaires, 

hépatiques, pulmonaires ou encore œsophagiennes (Adriaenssens et al., 1998; Ariel et al., 

1998; Cooper et al., 1996; Hibi et al., 1996; Kondo et al., 1995; Rainier et al., 1993; Raveh et 

al., 2015). Une méta-analyse basée sur l’étude de différents modèles cancéreux a également 

été réalisée, et a montré chez les patients une corrélation entre forte expression de H19 et 

mauvais pronostic (Liu et al., 2016b). Plus récemment, cette forte expression de H19 a été 

corrélée avec un faible niveau de rémission et une survie moindre des patients atteints de 

leucémie myéloïde (Zhang et al., 2018a). 

 Dans le cancer du sein, notre équipe a mis en évidence que le lncRNA H19 est 

surexprimé dans plus de 70% des cas de cancer du sein (Adriaenssens et al., 1998; Dugimont 

et al., 1995). De plus en plus d’études mettent en évidence le rôle de H19 comme marqueur 

de diagnostic de cancers du sein, de l’estomac ou encore du poumon (Luo et al., 2018; Zhang 

et al., 2016b; Zhou et al., 2015a). De façon complémentaire, nous avons montré que dans le 

cancer du sein, l’expression de H19 est régulée positivement par le facteur E2F1, ce qui 

favorise la progression dans le cycle cellulaire ainsi que les propriétés tumorigènes des cellules 

cancéreuses mammaires (Berteaux et al., 2005; Lottin et al., 2002). 

3) Modes d’action de H19 dans le cancer 

 Au fur et à mesure de l’avancée de la recherche, de nombreux modes d’action pro-

tumorigènes ont été associés au lncRNA H19. L’ensemble de ces mécanismes, combinés aux 

cibles du miR-675 dont il est le précurseur, favorisent la tumorigenèse et la progression 

tumorale. L’implication de H19 a notamment été démontrée dans l’augmentation de la 
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prolifération, de la migration/invasion ou encore de la résistance des cellules cancéreuses 

(voir Annexe 1).  

 

Figure 32. Modes d’action du lncRNA H19 dans le cancer. 
Le lncRNA H19 contrôle l’expression du génome à de nombreux niveaux. H19 peut agir au niveau de 
l’organisation de la chromatine grâce au recrutement du complexe de remodelage de la chromatine 
PRC2 (A), mais aussi au niveau post-transcriptionnel en tant que précurseur des miR-675-5p et miR-
675-3p (B) ou en tant qu’éponge à miRNAs (C). H19 peut également interagir directement avec 
certaines protéines comme p53 pour les inactiver (D). D’autres appariements sont possibles, comme 
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avec les transcrits antisens 91H et HOTS (E). (Adapté de Angrand et al., 2015). 
 

 Comme il a été décrit précédemment pour les lncRNAs en général (voir paragraphe III-

B), H19 possède de nombreux modes d’action à la fois dans le noyau et dans le cytoplasme 

des cellules. Notamment, H19 est capable d’interagir avec le complexe PRC2 dans différents 

modèles comme le cancer de la vessie ou le cancer du sein, pour le guider jusqu’à ses gènes 

cibles et entraîner leur répression (Luo et al., 2013; Si et al., 2016). Le lncRNA H19 peut 

également former des duplex d’ARNs avec les ARNs antisens transcrits à partir du locus 

H19/IGF2, comme 91H ou HOTS. H19 est aussi impliqué dans la régulation de l’expression 

génique, en tant que précurseur du miR-675, en tant qu’éponge à miRNAs, ou encore en tant 

qu’interactant protéique (Figure 32). 

 Nous avons déjà exposé les rôles de H19 dans le contrôle de la condensation de la 

chromatine ainsi que l’hybridation avec les ARNs antisens du locus (Figure 32.A et 32.E), nous 

allons donc dans ce paragraphe nous focaliser sur ses autres mécanismes d’action. 

a) Précurseur du miR-675 

 En 2007, il a été démontré que le lncRNA H19 est un précurseur de miRNA : les miR-

675-5p et miR-675-3p (Cai et Cullen, 2007) (Figure 32.B). Ces deux miRNAs sont produits à 

partir d’une structure en tige-boucle contenue dans l’exon 1 de H19 et conservée entre les 

espèces. La synthèse de ces miRNAs se fait par la voie canonique : elle dépend donc des 

enzymes Drosha et Dicer (voir paragraphe IV-B-1)). La première cible du miR-675 a été 

identifiée quelques années plus tard : il s’agit du gène suppresseur de tumeur Rb, dans les 

cellules cancéreuses de côlon. En effet, le miR-675-5p se fixe sur l’UTR 3’ de l’ARNm de Rb 

pour réduire son expression. L’action du miR-675 est donc pro-oncogénique, tout comme l’est 

l’action de H19 (Tsang et al., 2010).  

 Depuis, de nombreuses cibles du miR-675 ont été mises en évidence, dans le modèle 

cancéreux comme dans le modèle de développement normal. En effet, il a été montré que 

dans les cellules du placenta, le miR-675-3p réprime l’expression d’IGF1R en induisant la 

dégradation de son ARNm (Keniry et al., 2012). Cette étude met également en évidence que 

la synthèse du miR-675 n’est pas constante pendant le développement de l’embryon, bien 

que l’expression de H19 le soit. L’expression du miR-675-3p n’est détectée qu’à partir du 11ème 

jour de développement embryonnaire, et ce dans les cellules du placenta uniquement, sans 
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variation du niveau d’expression de H19. Pour expliquer ce phénomène, il a été montré que 

l’expression du miR-675 est réprimée par la protéine HuR : cette protéine se fixe sur l’ARN 

H19 en amont de la séquence du pri-miR-675 de façon à masquer le site de clivage. De cette 

façon, HuR empêche l’action de Drosha. Au 11ème jour de développement embryonnaire, 

l’expression de HuR diminuant fortement, la synthèse du miR-675 va augmenter et le miR-675 

pourra interagir avec ses cibles dans le tissu. Cette régulation permettra une diminution de la 

croissance du placenta, qui représente une étape nécessaire à la préparation de 

l’accouchement. 

Type de 

cancer 

Cibles du 

miR-675 
Fonction du gène ciblé Référence 

Gliome 
Cadhérine 

13 

Cadhérine atypique sans domaine 

cytoplasmique 
Shi et al., 2014 

Cancer du sein Cbl-b, c-Cbl Ubiquitine ligases E3 
Vennin et al., 2015; 

Wang et al., 2017 

Cancer du 

poumon 
GRP55 Récepteur couplé aux protéines G He et al., 2015 

Carcinome 

épidermoïde 

œsophagien 

REPS2 
Répresseur de la prolifération et de 

la migration cellulaire 
Zhou et al., 2016 

Cancer de 

l’estomac 

• FADD 

• RUNX1 

• CALN1 

• Adaptateur apoptotique qui recrute la 

caspase 8 ou 10 

• Facteur de transcription 

• Protéine de liaison au calcium 

Yan et al., 2017 

Liu et al., 2016b 

Li et al., 2014 

Cancer du foie 

• HP1 

• RB 

• TWIST1 

• Assembleur et régulateur de 

l’hétérochromatine 

• Suppresseur de tumeur 

• Facteur de transcription impliqué dans l’EMT 

Li et al., 2015a 

Hernandez et al., 2013 

Hernandez et al., 2013 

Cancer 

colorectal 

• RB 

• DDB2 

• Suppresseur de tumeur 

• Répresseur transcriptionnel  

Tsang et al., 2010 

Costa et al., 2017 

Cancer de 

l’ovaire 
Slug Facteur de transcription impliqué dans l’EMT Matouk et al., 2014 

Ostéosarcome CALN1 Protéine de liaison au calcium Gong et al., 2018 

 

Tableau 7. Cibles connues du miR-675 dans le cancer.  
(Adapté de Lecerf et al., 2019). 
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 Ainsi, le miR-675, généré par le lncRNA H19, contribue à la fois au développement de 

l’embryon, mais aussi à la progression tumorale, ce qui fait également de lui un régulateur 

commun entre les cellules embryonnaires et les cellules cancéreuses, au même titre que son 

précurseur H19. Dans la tumorigenèse, de nombreuses cibles du miR-675 ont été identifiées 

(Tableau 7). Ces cibles sont impliquées dans des processus variés, comme la prolifération 

cellulaire, la migration/invasion cellulaire (par régulation de l’EMT) ou encore l’apoptose.  

b) Eponge à miRNAs 

 Le lncRNA H19 a une relation double vis-à-vis des miRNAs : nous venons de voir qu’il 

est le précurseur du miR-675, mais H19 a également une action négative sur les miRNAs. En 

effet, comme les autres lncRNAs, H19 joue le rôle d’éponge en fixant les miRNAs de façon à 

les séquestrer et ainsi inhiber leur action (Figure 32.C). De cette façon, 4 sites de fixation pour 

les miRNAs de la famille let-7, qui sont impliqués dans la différenciation des cellules souches, 

ont été identifiés sur l’ARN H19 (Kallen et al., 2013). Son interaction avec H19 empêche la 

fonction de let-7, puisque lorsque H19 n’est pas exprimé, une augmentation de la 

différenciation des cellules musculaires est observée. H19 régule donc la quantité de miRNA 

let-7 ainsi que son activité dans un tissu, permettant l’expression de ses gènes cibles.  

 La fonction d’éponge à miRNAs du lncRNA H19 a également été mise en évidence dans 

le cancer : dans les cellules cancéreuses ovariennes et dans les myoblastes, H19 peut interagir 

avec le miR-106a puisque des éléments de réponse à ce miRNA ont été identifiés au niveau de 

l’exon 1 de H19. Cette interaction permet l’augmentation de l’expression des cibles du miR-

106a, favorisant ainsi la prolifération cellulaire (Imig et al., 2015). Par sa fonction d’éponge, 

H19 favorise également la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules cancéreuses : 

H19 fixe le miR-138 et le miR-200a dans le cancer colorectal ainsi que le miR-141 dans le cancer 

gastrique, favorisant ainsi l’expression des protéines ZEB1 et ZEB2 (zinc finger E-box-binding 

homeobox 1/2), qui sont des facteurs de transcription activant l’expression de facteurs 

mésenchymateux (Liang et al., 2015; Zhou et al., 2015b). Ainsi, par sa fonction d’éponge, H19 

favorise la migration et l’invasion des cellules cancéreuses, et est donc impliqué dans la 

dissémination métastatique. 
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c) Interactant protéique 

 Une autre fonction a été décrite pour le lncRNA H19 : en effet, outre les miRNAs, H19 

est également capable de se fixer sur plusieurs protéines pour orienter leur fonction (Figure 

32.D). Nous avons déjà cité le fait que H19 est capable d’interagir avec la protéine EZH2, de 

façon à recruter le complexe de remodelage de la chromatine PRC2 pour le guider jusqu’à la 

séquence de ses gènes cibles. Par exemple, dans le cancer du sein, H19 interagit avec EZH2 de 

façon à réprimer l’expression du gène Bik (BCL2-interacting killer) et ainsi augmenter la 

chimiorésistance des cellules (Si et al., 2016). L’interaction entre H19 et EZH2 a également été 

décrite dans le cancer de la vessie, où elle entraîne la répression de l’E-cadhérine et favorise 

ainsi l’EMT ainsi que la dissémination métastatique (Luo et al., 2013). 

 Par ailleurs, d’autres études ont montré que le lncRNA H19 est capable d’interagir avec 

d’autres protéines comme p53. Dans le cancer gastrique, l’association entre H19 et p53 est 

corrélée à une augmentation de la prolifération cellulaire (Yang et al., 2012). L’hypothèse 

émise stipule que la fixation de H19 sur la protéine p53 entraîne une diminution de l’activité 

de cette dernière. En effet, comme nous l’avons vu précédemment (voir paragraphe II-C-2)), 

p53 est une protéine suppresseur de tumeur activée suite à l’endommagement de l’ADN. p53 

pourra alors induire un arrêt du cycle si les dommages sont réparables, ou induire l’apoptose 

des cellules si les dommages sont trop importants. De cette façon, lorsque H19 empêche la 

fonction de p53, il favoriserait l’instabilité génomique des cellules cancéreuses et par 

conséquent la progression tumorale. 

 

 Même si l’action du lncRNA H19 est sujette à débat dans certains modèles, tous ses 

modes d’action décrits tendent à favoriser la tumorigenèse et la progression tumorale. Du 

fait de sa forte expression dans le cancer du sein combinée à l’action oncogène du miR-675 

dont il est le précurseur, il est nécessaire de décrypter tous les effets et partenaires 

moléculaires associés à H19, dans le but de pouvoir mettre au point des stratégies 

thérapeutiques adaptées.  
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Présentation de la thèse & objectifs 

 Le cancer du sein reste, à ce jour, un problème de santé publique majeur en France et 

dans le monde. Le développement de nouvelles méthodes de diagnostic et la mise en place 

de stratégies thérapeutiques innovantes ont nettement contribué à améliorer la prise en 

charge des patientes atteintes d’un cancer du sein. Cependant, bien que la mortalité par 

cancer du sein chez les femmes soit en légère diminution en France, le nombre de nouveaux 

cas ne cesse d’augmenter chaque année. La compréhension des mécanismes impliqués dans 

la tumorigenèse et la progression tumorale mammaire s’avère nécessaire, afin de prévenir 

l’apparition du cancer du sein tout en améliorant la survie des patientes. Dans ce contexte, les 

lncRNAs sont impliqués dans de nombreux processus cellulaires grâce à leurs modes d’action 

variés. Leur action a été montrée dans la régulation de l’expression génique, mais aussi dans 

la régulation de l’activité protéique. Dans de nombreux cas, la dérégulation des lncRNAs est 

associée à des troubles pathologiques. Le premier lncRNA découvert, H19, est impliqué dans 

la tumorigenèse et la progression tumorale mammaire. En effet, notre équipe a montré que 

l’expression de H19 augmente les capacités tumorigènes des cellules cancéreuses 

mammaires, mais les mécanismes mis en jeu restent peu précis.  

 Mon travail de thèse a ainsi consisté à caractériser les mécanismes moléculaires de la 

tumorigenèse et de la progression tumorale régulés par le lncRNA H19 dans les cellules 

cancéreuses mammaires. 

 Pour répondre à cet objectif, j’ai dans un premier temps étudié les mécanismes de 

régulation de la protéine p53 par H19. En effet, des données préliminaires disponibles au 

laboratoire montraient une action répressive de H19 sur p53. J’ai pu montrer que H19 régule 

négativement p53 ainsi que ses phénotypes associés, de façon à favoriser l’instabilité 

génomique des cellules cancéreuses mammaires. Pour approfondir l’investigation sur cet 

aspect, j’ai ensuite étudié les mécanismes de réparation des dommages de l’ADN, en lien avec 

la répression de p53 dans notre modèle d’étude. J’ai mis en évidence que H19 est impliqué 

dans la réponse aux dommages de l’ADN pour accélérer la réparation des cassures de l’ADN 

et ainsi favoriser la survie des cellules cancéreuses. Enfin, j’ai également travaillé sur un autre 

projet de l’équipe, consacré à la régulation des cellules souches cancéreuses mammaires et 

de la dissémination métastatique par H19, qui a permis de déterminer la contribution relative 

de H19 et de son miR-675 dans la progression tumorale mammaire. 
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I – Culture cellulaire 

A- Entretien des lignées 

La lignée cancéreuse mammaire humaine MCF-7 (ATCC) est cultivée dans du milieu 

DMEM (Gibco) complémenté de 10% de SVF (sérum de veau fœtal) (Dutscher) et de 

ZellShield® (Clinisciences). Nous avons également utilisé d’autres lignées dérivées des MCF-7 

natives : les MCF-7-pcDNA3.1-H19 surexprimant le long ARN non codant H19 (Vennin et al., 

2015), les MCF-7-pDRGFP exprimant le vecteur pDRGFP rapporteur de la réparation de l’ADN 

par HR, les MCF-7-pimEJ5GFP exprimant le vecteur pimEJ5GFP rapporteur de la réparation de 

l’ADN par NHEJ, et les MCF-7-pEZH2-EGFP exprimant une protéine de fusion EZH2-EGFP. 

 La lignée cancéreuse mammaire humaine MDA-MB-231 (ATCC) est cultivée dans du 

milieu RPMI (Gibco) complémenté de 10% de SVF (Dutscher) et de ZellShield® (Clinisciences). 

Nous avons également utilisé d’autres lignées dérivées des MDA-MB-231 natives : les MDA-

MB-231-pcDNA3.1-H19 surexprimant le long ARN non codant H19 (Vennin et al., 2015), et les 

MDA-MB-231-pEGFP-C1-miR-675 surexprimant le miR-675 (Vennin et al., 2015). 

 La lignée cancéreuse humaine T-47D (ATCC) est cultivée dans du milieu RPMI (Gibco) 

complémenté de 10% de SVF (Dutscher) et de ZellShield® (Clinisciences). Nous avons 

également utilisé une lignée T-47D-pcDNA3.1-H19 surexprimant le long ARN non codant H19 

dérivée de la lignée native. 

 La lignée cancéreuse humaine SUM159PT (ATCC) est cultivée dans du milieu F12 

(Gibco) complémenté de 10% de SVF (Dutscher), et pour 500 mL de milieu : 5 mL de HEPES (1 

M, Gibco), 2 mL de Pénicilline-Streptomycine (Pénicilline : 10000 unités/mL, Streptomycine : 

10 mg/mL ; Gibco), 500 µL d’insuline (#I9278, Sigma-Aldrich) et 27,8 µL d’hydrocortisone (50 

µM, Sigma-Aldrich). Nous avons également utilisé une lignée SUM159PT-pH19-mCherry 

exprimant la protéine fluorescente mCherry sous contrôle du promoteur du gène H19 

(Peperstraete et al., 2020) dérivée de la lignée native. 

 La lignée cancéreuse humaine Calu-6 (ATCC) est cultivée dans du milieu RPMI (Gibco) 

complémenté de 10% de SVF (Dutscher) et de 1% de ZellShield (Clinisciences). Nous avons 

également utilisé une lignée Calu-6-pcDNA3.1-H19 surexprimant le long ARN non codant H19 

dérivée de la lignée native. 

 La lignée animale CHO-K1 (ATCC) est cultivée dans du milieu F12 (Gibco) complémenté 
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de 10% de SVF (Dutscher) et de ZellShield® (Clinisciences). Nous avons également utilisé une 

lignée CHO-K1-pcDNA3.1-H19 surexprimant le long ARN non codant H19 dérivée de la lignée 

native. 

 Les lignées MCF-7 et T-47D sont de type ’’luminal-like’’, elles expriment les récepteurs 

aux œstrogènes et à la progestérone mais pas le récepteur HER2. Les lignées MDA-MB-231 et 

SUM159PT sont de type ’’basal-like’’, elles n’expriment ni les récepteurs aux œstrogènes, ni 

le récepteur à la progestérone, ni le récepteur HER2. Les lignées MCF-7, MDA-MB-231 et T-

47D proviennent de patientes atteintes d’un adénocarcinome métastatique du sein. La lignée 

SUM159PT provient d’une tumeur primaire de cancer du sein. La lignée Calu-6 provient d’un 

adénocarcinome métastatique pulmonaire. La lignée CHO-K1 provient de l’épithélium ovarien 

de hamster chinois. Les lignées MDA-MB-231, SUM159PT et Calu-6 sont mutées pour TP53. 

Les lignées SUM159PT et Calu-6 sont mutées pour KRas. 

 Chaque lignée est entretenue en flasque de 75 cm² maintenue sous atmosphère 

humide, à 37°C et 5% de CO2. À pré-confluence, les cellules sont dissociées avec de la 

trypsine/0,25% EDTA (Gibco) et réensemencées au dixième. 

B- Irradiation 

 Les cellules sont irradiées en monocouche, à température ambiante. Dix mille cellules 

sont ensemencées la veille de l’irradiation par puits de chambre de culture Lab-TekTM (Thermo 

Fisher Scientific). Toutes les irradiations ont été effectuées au Centre Oscar Lambret de Lille à 

l’aide d’un accélérateur de basse énergie (Clinac 23EX, Varian), par des photons de 20 MV, un 

collimateur de 150 mm et un débit dose de 2,63 Gy/min. Une dose de 2 Gy est délivrée en une 

seule fraction. L’analyse des cellules est réalisée à 0 min, 30 min, 1h, 2h, 3h et 4h après 

irradiation. 

C- Traitements 

 Les cellules sont traitées en boîte 100 mm², en boîte 60 mm² ou en chambre de culture 

Lab-TekTM (Thermo Fisher Scientific) selon le type d’analyse réalisé en aval. Les cellules sont 

traitées à la bléomycine (203401, Merck) 24h après ensemencement, à une concentration de 

30 µg/mL pendant 2h à 37°C. L’arrêt du traitement est effectué après rinçage des cellules au 

PBS 1X puis changement du milieu de culture. Les cellules sont analysées à 0 min, 1h et 2h de 

traitement, ainsi qu’à 30 min, 1h, 2h, 3h et 4h après arrêt du traitement. 
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 Les cellules sont traitées à la doxorubicine (D1515 ; Sigma-Aldrich) 24h après 

ensemencement, à une concentration de 0,2 µg/mL pendant 24h à 37°C. L’arrêt du traitement 

est effectué après rinçage des cellules au PBS 1X. Les cellules sont analysées immédiatement 

après l’arrêt du traitement. 

II – Transfections 

A- Mise au point des plasmides 

 Les plasmides pcDNA3.1-H19 et pEGFP-C1-miR-675 étaient déjà disponibles au 

laboratoire. Les plasmides pDRGFP et pimEJ5GFP ont été récupérés par notre collaboration 

avec l’équipe de Bruno Lefebvre (Canther UMR9020-UMR1277). 

1) Obtention du plasmide pEZH2-EGFP 

 La séquence nucléotidique du gène ezh2 (NM_004456.5) a d’abord été amplifiée par 

PCR avec les amorces EZH2_cloning_Bam et EZH2_cloning_Xho (Tableau 8) à partir d’un 

plasmide pcDNA3.1 (Invitrogen) contenant la séquence d’ezh2 (Figure 33). Ces amorces 

spécifiques contiennent dans leur séquence les sites de restriction des enzymes BamHI ou 

XhoI, permettant ainsi de les insérer aux extrémités de la séquence d’ezh2. L’amplicon (2256 

nt) a ensuite été purifié sur gel d’agarose (MinElute® Gel Extraction kit, Qiagen) puis cloné 

dans un vecteur intermédiaire pCR®II-TOPO® (Invitrogen) par PCR. Une digestion enzymatique 

de ce vecteur est réalisée, en parallèle d’une linéarisation du vecteur pEGFP-C1 pour y cloner 

la séquence d’ezh2 par restriction-ligation enzymatique. Le vecteur est ensuite amplifié dans 

des bactéries chimiocompétentes One ShotTM TOP10 (Thermo Fisher Scientific). Après criblage 

des colonies, la purification des plasmides est réalisée avec le kit Qiaprep Spin mini/midiprep 

(Qiagen). Les plasmides sont vérifiés par digestion enzymatique puis envoyés en séquençage 

(GATC Biotech).  

Nom Séquence 

EZH2_cloning_Bam 5'-TGGATCCTTCAAGGGATTTCCATTTC-3' 

EZH2_cloning_Xho 5'-ACTCGAGGTATGGGCCAGACTGGGAAG-3' 

 

Tableau 8. Séquences des amorces utilisées pour la création du plasmide pEZH2-EGFP. 
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Figure 33. Cartes des plasmides utilisés pour la création du plasmide pEZH2-EGFP. 

2) Obtention du plasmide DP-EZH2 

La séquence nucléotidique du gène 

ezh2 (NM_004456.5) a d’abord été amplifiée 

par PCR avec les amorces EZH2_cloning_Bam 

et EZH2_cloning_Xho (Tableau 8) à partir 

d’un plasmide pcDNA3.1 (Invitrogen) 

contenant la séquence d’ezh2. Ces amorces 

spécifiques contiennent dans leur séquence 

les sites de restriction des enzymes BamHI ou 

XhoI, permettant ainsi de les insérer aux extrémités de la séquence d’ezh2. L’amplicon (2256 

nt) a ensuite été purifié sur gel d’agarose (MinElute® Gel Extraction kit, Qiagen) puis cloné 

dans un vecteur intermédiaire pCR®II-TOPO® (Invitrogen) par PCR. Dans la séquence d’ezh2, 

la tyrosine en position 641 a été remplacée par une phénylalanine par mutation ponctuelle 

(nucléotide 3287, A > T ; Quikchange Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies). Un 

site de restriction proche a également été muté de la même façon (nucléotide 3282, A > T, 

site de restriction de l’enzyme DdeI) de façon à pouvoir différencier après amplification les 

vecteurs mutés des vecteurs sauvages. Une digestion enzymatique de ce vecteur est réalisée, 

en parallèle d’une linéarisation du vecteur pEGFP-C1 pour y cloner la séquence mutée d’ezh2 

par restriction-ligation enzymatique. Le vecteur est ensuite amplifié dans des bactéries 

chimiocompétentes One ShotTM TOP10 (Thermo Fisher Scientific). Après criblage des colonies, 

la purification des plasmides est réalisée avec le kit Qiaprep Spin mini/midiprep (Qiagen). Les 

plasmides sont vérifiés par digestion enzymatique puis envoyés en séquençage (GATC 

Biotech). 

Figure 34. Carte du plasmide DP-EZH2. 
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3) Obtention du plasmide pH19-mCherry 

 Le plasmide pH19-mCherry a été créé au 

laboratoire grâce à la technologie e-Zyvec. Cette 

technologie permet de créer des vecteurs en 

combinant des briques moléculaires issues de 

vecteurs divers. Le brevet de cette technologie 

(déposé en France en 2015 et à l’internationale en 

2016 : PCT/FR2016/050305) n’est pas encore 

rendu public, cette technologie est donc confidentielle. L’expression de la protéine 

fluorescente mCherry est contrôlée par le promoteur minimum du gène H19 (1000 pb), codé 

en aval de la séquence codante de la protéine (Figure 35). 

B- Transfections de plasmides 

 Les cellules ont été transfectées à l’aide du kit jetPEI® selon le protocole du fournisseur 

(Polyplus Transfection). Un million de cellules sont transfectées par condition. Pour établir nos 

modèles d’expression stable à partir des lignées natives MCF-7, T-47D, MDA-MB-231, 

SUM159PT, Calu-6 et CHO-K1, nous avons utilisé les vecteurs disponibles au laboratoire 

(pcDNA3.1-H19, pEZH2-EGFP, pDRGFP, pimEJ5GFP, pEGFP-C1-miR-675 et pH19-mCherry). Les 

cellules ayant intégré le vecteur ont été sélectionnées grâce à la généticine (1000 µg/mL pour 

les MCF-7, T-47D et CHO-K1, 700 µg/mL pour les MDA-MB-231 et 500 µg/mL pour les Calu-6) 

ou l’hygromycine B (600 µg/mL pour les SUM159PT). 

C- Transfections de siRNAs 

Nom  Séquence 

siH19 
A 5’-CCCACAACAUGAAAGAAAU-3’ 

B 5’-GCUAGAGGAACCAGACCUU-3’ 

sip53 5’-CGACUCCAGUGGUAAUCUACU-3’ 

siMDM2 5’-AUUCCAAGAUACCUCUUGACU-3’ 

 

Tableau 9. Séquences des siRNAs utilisés. 

 Les cellules ont été transfectées à l’aide du kit jetPRIME® selon le protocole du 

fournisseur (Polyplus Transfection). Les séquences sélectionnées ont été validées par un 

Figure 35. Carte du plasmide pH19-
mCherry. 
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’’blast’’ sur l’ensemble du génome humain de façon à éviter toute inhibition non spécifique. 

Tous les siRNAs utilisés sont synthétisés par Eurogentech (Tableau 9). Un million de cellules 

sont transfectées par condition. Les cellules sont lysées 48h après la transfection. 

D- Transfections de mimics/anti-miRs 

Nom Référence 

Ctrl mimic miRIDIAN mimic negative control (Dharmacon) 

Mimic miRIDIAN mimic Hsa-miR-675-5p (Dharmacon) 

Ctrl anti-miR miRIDIAN Hairpin inhibitor negative control (Dharmacon) 

Anti-miR miRIDIAN Hairpin inhibitor Hsa-miR-675-5p (Dharmacon) 

 

Tableau 10. Références des mimic et anti-miR utilisés. 

 Les cellules ont été transfectées à l’aide du kit DharmaFECTTM Duo selon le protocole 

du fournisseur (Thermo Fisher Scientific Dharmacon). Les séquences du mimic, de l’antagomiR 

et de leurs contrôles respectifs ont été respectivement déterminées grâce à la miRIDIAN 

microRNA Mimic Library et la miRIDIAN microRNA Hairpin Inhibitor Library (Horizon) (Tableau 

10). Cent mille cellules sont ensemencées par condition. Les cellules sont lysées 48h après la 

transfection.  

III – Analyses d’expression 

A- Profils d’expression géniques tumoraux 

 Les données brutes des profils d’expression tumoraux ont été récupérées à partir du 

projet ‘‘TCGA-BRCA’’ (Breast Invasive Carcinoma) du programme TCGA (Cancer Genome Atlas 

Consortium) (Weinstein et al., 2013) avec le package ‘‘TCGAbiolinks’’ du logiciel R (Colaprico 

et al., 2016). Ces données brutes sont normalisées selon les méthodes décrites dans la 

littérature (Risso et al., 2011). La banque de données ainsi disponible (1095 échantillons) est 

utilisée pour évaluer la corrélation entre l’expression de H19 et de MDM2. Cette banque de 

données est divisée selon les sous-types tumoraux qu’elle contient : basal (190 échantillons), 

Her2 (82 échantillons), LumA (566 échantillons), LumB (217 échantillons) et normal (40 

échantillons). 

 Les échantillons sont ensuite triés : seuls ceux présents dans le 90ème percentile de 

l’expression de H19 et/ou dans le 90ème percentile de l’expression de MDM2 sont conservés. 
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De cette façon, 217 échantillons sont retenus, représentant 20% de la banque de données 

initiale. Le coefficient de corrélation de Pearson est utilisé pour l’analyse de corrélation et est 

calculé grâce au logiciel R. Un coefficient de Pearson négatif signifie une corrélation 

d’expression entre les 2 gènes. 

B- Extraction d’ARNs, rétro-transcription (RT) et RT-PCR en temps réel (qPCR) 

 Les ARN issus des cellules de lignées sont extraits et purifiés à l’aide du kit RNeasy 

(Qiagen). Pour détecter l’expression du miR-675, les ARNs issus des cellules de lignées sont 

extraits par la technique phénol (TRIzol reagent, Ambion)/chloroforme. Après centrifugation, 

la phase aqueuse de chaque condition est récupérée et incubée avec de l’isopropanol pendant 

20 min à température ambiante. Les ARNs sont rincés plusieurs fois puis élués avec de l’eau 

RNAse-free. Un traitement à la DNAse est inclus dans le protocole pour éliminer l’ADN 

génomique. Ensuite, 1 µg d’ARN sont rétro-transcrits en cDNA par la SuperScript III 

(Invitrogen). Après une hybridation des amorces aléatoires pendant 5 min à 65°C, la rétro-

transcription est réalisée selon un cycle de 10 min à 25°C, 50 min à 50°C puis 5 min à 85°C. En 

parallèle, des contrôles négatifs de chaque condition sont réalisés (sans l’enzyme). Enfin, la 

qPCR (PCR quantitative) est réalisée à l’aide du thermocycleur CFX96 Real Time System 

(Biorad) et en utilisant le kit Quantification SyBR Green master mix (Qiagen). Chaque condition 

est réalisée en triplicat. 

 Pour la détection du miR-675, 50 ng d’ARNs sont nécessaires pour la rétro-

transcription à l’aide du kit miRCURY LNA Universal RT (Exiqon). Les échantillons sont incubés 

à 42°C pendant 60 min puis à 95°C pendant 5 min. Ensuite, la qPCR est réalisée grâce au kit 

Exilent SYBR Green master mix (Exiqon) ainsi que le hsa-miR-675-5p LNA PCR primer set, UniRT 

(Exiqon). L’ARN humain U6 est utilisé comme contrôle. 

 Toutes les amorces oligonucléotidiques utilisées sont synthétisées par Eurogentech 

(Tableau 11). Le Ct de chaque condition est obtenu par régression linéaire grâce au logiciel 

CFX Manager (Biorad). Le ∆Ct de chaque gène analysé est déterminé après normalisation par 

un gène de référence (RPLP0, ribosomal protein lateral stalk subunit P0). Le ∆∆Ct est ensuite 

calculé en soustrayant le ∆Ct de chaque condition au ∆Ct de la condition contrôle. Enfin, la 

différence d’expression (fold change) correspond à 2-∆∆Ct. 
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Nom  Séquence 

human ABCG2 
sens CACCTTATTGGCCTCAGGAA 

antisens CTTGCTTGGAAGGCTCTATG 

human ALDH1A1 
sens GTTGAGCGGGCTAAGAAGTAT 

antisens CCCACTCTCAATGAGGTCAAG 

human ALDH1A3  
sens ACCATCCCCACAGATGACAAC 

antisens ATAAAGGGCGGTGAGAGGTGTCT 

human BAX  
sens TTTGCTTCAGGGTTTCATCC 

antisens CAGTTGAAGTTGCCGTGAGA 

human DDX11  
sens TGGAACTGGCCCCTTACATGA 

antisens CTGCACAAACTGAGTAACCCA 

human EZH2  
sens ACAACCATTGCATCTTGGCTGTC 

antisens GCTGCAAAGCCGTAAATCCATATC 

human FIGNL1  
sens TACTTCGCAATTACATCTGGCAT 

antisens GGGAAATCTCAGAGTTTGCCC 

human H19  
sens TGGCCATGAAGATGGAGTCG 

antisens TACAACCACTGCACTACCTG 

human NANOG  
sens GTGATTTGTGGGCCTGAAGA 

antisens ACACAGCTGGGTGGAAGAGA 

human NIPBL  
sens ATGTCCCCATTACTACTCTTGCG 

antisens ACCTCTTCTGCTATTCGTGCAT 

human NOTCH1  
sens CTGTGAGGAAAATATCGAC 

antisens GTACTGACCTGTCCACTCT 

human OCT3/4  
sens GAAGGATGTGGTCCGAGTGT 

antisens GTGAAGTGAGGGCTCCCATA 

human P21WAF1  
sens CACTCCAAACGCCGGCTGATCC 

antisens TGTAGAGCGGGCCTTTGAGGCCCTC 

human PUMA  
sens AATGAGCCAAACGTGAACAC 

antisens GCAGAGCACAGGATTCACAG 

human RECQL  
sens GCGTCCGTTTCAGCTCTAACT 

antisens TTGCCCCGGCATCAGAATC 

human RIF1  
sens AGGGCAGACTGACGCTTAC 

antisens GCAGCACTACTCAGCTCCG 

human RPLP0  
sens GTGATGTGCAGCTGATCAAGACT 

antisens GATGACCAGCCCAAAGGAGA 

human SOX2  
sens AACCCCAAGATGCACAACTC 

antisens CGGGGCCGGTATTTATAATC 
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human TP53  
sens GTGGAAGGAAATTTGCGTGT 

antisens CCAGTGTGATGATGGTGAGC 

chinese hamster RPLP0  
sens GCAGACAATGTGGGCTCAAA 

antisens GGTGAACACAAAGCCCACAT 

 

Tableau 11. Séquences des amorces utilisées en qPCR. 

C- Extraction de protéines 

Les cellules sont lysées sur glace dans un tampon RIPA contenant des inhibiteurs de 

protéases et de phosphatases (protease inhibitor P8340 ; phosphatase inhibitor cocktail 2 

P5726, Sigma-Aldrich). Après incubation une nuit à -80°C, le lysat cellulaire est récupéré puis 

centrifugé (14000 rpm pendant 10 min à 4°C). Le surnageant contenant les protéines est dosé 

par la méthode BCA (Bicinchonic acid ; Sigma-Aldrich). 

 Pour l’extraction des protéines nucléaires, les cellules sont d’abord lysées dans un 

tampon hypotonique. Après incubation à 4°C et centrifugation, le surnageant récupéré 

correspond à la fraction enrichie en protéines cytosoliques. Le culot de cellules est resuspendu 

dans un tampon hypertonique. Après incubation à 4°C et centrifugation, le surnageant 

récupéré correspond à la fraction enrichie en protéines nucléaires. Les protéines récupérées 

sont quantifiées par la méthode BCA (Sigma-Aldrich). 

D- Western blot 

Les échantillons protéiques sont resuspendus dans du NuPAGE LDS Sample buffer 

(Invitrogen) contenant du NuPAGE Reducing Agent (Invitrogen) à 70°C pendant 10 min. Les 

protéines sont séparées sur un gel SDS-PAGE 4-12% (Invitrogen) et transférées sur une 

membrane en polyfluorure de vinylidène (PVDF ; Millipore). Après saturation avec un tampon 

TBST + caséine 0,8%, la membrane est incubée avec l’anticorps primaire pendant une nuit à 

4°C (Tableau 12). L’actine est utilisée comme témoin de charge. La membrane est lavée avec 

du tampon TBST + Tween 0,5% pendant 30 min puis incubées avec l’anticorps secondaire 

conjugué à la Horseradish Peroxidase (HRP) pendant 1h à température ambiante. La 

membrane est analysée par chimiluminescence (West Dura, Thermo Scientific) et le signal 

détecté grâce à un appareil de révélation (LAS-4000 ; Fujifilm). Le signal des bandes est 

quantifié grâce au logiciel ImageJ par rapport au signal de la bande contrôle (actine). 
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Nom Référence Tampon de saturation Dilution 

β-caténine Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

Actine Sigma A-2066 TBST + BSA 5% 1/10000ème 

Bax Santa Cruz sc-493 TBST + BSA 5% 1/1000ème 

DNA-PKcs Santa Cruz sc-390849 TBST + Caséine 0,8% 1/500ème 

E-cadhérine Cell Signaling #9782 TBST + Lait 5% 1/1000ème 

EZH2 BD Biosciences 612667 TBST + Lait 5% 1/1000ème 

HSC70 Santa Cruz sc-7298 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

I-SceI Abcam ab216263 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

Ku70 BD Biosciences 611892 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

MDM2 Santa Cruz sc-965 TBST + Caséine 0,8% 1/200ème 

Mre11 Cell Signaling #8344 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

N-cadhérine Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p21WAF1/CIP1 Cell Signaling #2946 TBST + Lait 5% 1/2000ème 

p53 (DO-1) Santa Cruz sc-126 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p95/Nbs1 Cell Signaling #9344 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p-ATM S1981 Cell Signaling #9947 TBST + Caséine 0,8% 1/500ème 

p-ATR S428 Cell Signaling #9947 TBST + Caséine 0,8% 1/500ème 

p-Chk1 Ser345 Cell Signaling #9947 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p-Chk2 Thr68 Cell Signaling #9947 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p-H2AX Ser 139 Millipore #05-636 TBST + Caséine 0,8% 1/500ème 

p-Mre11 Cell Signaling #8344 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p-p53 Ser15 Cell Signaling #9947 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

p-p95/Nbs1 Cell Signaling #8344 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

PUMA Cell Signaling #12450 TBST + BSA 5% 1/1000ème 

Rad50 Cell Signaling #8344 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

Ras GAP Santa Cruz sc-63 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

Snail Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

TCF8/ZEB1 Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

Vimentine Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

ZO1 Cell Signaling #9782 TBST + Caséine 0,8% 1/1000ème 

 

Tableau 12. Liste des anticorps utilisés en western blot. 
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E- Immunocytochimie 

 Les cellules sont ensemencées sur des lames ‘‘coatées’’ au collagène. Le lendemain, les 

cellules sont traitées à la doxorubicine (voir paragraphe ‘‘Traitements’’) pendant 6 à 24h. Les 

cellules sont ensuite fixées avec du paraformaldéhyde 4% puis perméabilisées avec du 

méthanol pendant 10 min à -20°C. Un blocage des cellules (Ultravision Protein Block TA-125-

PBQ ; Thermo Fisher Scientific) est alors réalisé pendant 10 min à température ambiante. Les 

cellules sont ensuite incubées avec l’anticorps primaire sur la nuit à 4°C, rincées puis incubées 

avec l’anticorps secondaire dilué au 1/500ème (A211020 ; Invitrogen) pendant 1h à 

température ambiante. Les cellules sont marquées au DAPI (DI306 ; Invitrogen) pendant 5 

min. Les marquages sont imagés au microscope à fluorescence (Axioplan2 ; ZEISS) et les 

photos sont traitées et analysées avec le logiciel ImageJ.  

F- Immunofluorescence 

 Les cellules sont ensemencées dans une chambre de culture Lab-TekTM (Thermo Fisher 

Scientific) puis fixées avec du paraformaldéhyde 4% et perméabilisées avec un tampon 

PBS/Triton X-100 0,5%. Après un blocage avec un tampon TBST + caséine 0,8%, les cellules 

sont incubées avec l’anticorps primaire dilué au 1/100ème ou au 1/200ème sur la nuit à 4°C sous 

agitation (Tableau 13). Après 2 rinçages au PBS 1X, les cellules sont incubées avec l’anticorps 

secondaire Alexa Fluor 488 (#4408 ; Cell Signaling) dilué dans le même tampon. Les cellules 

sont marquées au Hoechst 33258 1 mM, puis les lames sont montées avec le liquide de 

montage fluoro-mount (Dako). Les marquages sont imagés au microscope à fluorescence 

(Eclipse Ti-U ; Nikon) et les photos sont traitées et analysées avec le logiciel ImageJ. 

Nom Référence Tampon de saturation Dilution 

53BP1 Novus Biologicals NBP2-25028SS TBST + Caséine 0,8% 1/100ème 

Ku70 BD Biosciences 611892 TBST + Caséine 0,8% 1/100ème 

p-H2AX Ser 139 Millipore #05-636 TBST + Caséine 0,8% 1/200ème 

Rad51 Santa Cruz sc-398587 TBST + Caséine 0,8% 1/100ème 

XRCC1 Abcam ab134056 TBST + Caséine 0,8% 1/100ème 

 

Tableau 13. Liste des anticorps utilisés en immunofluorescence. 
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IV – Mise en évidence des interactions 

A- Immunoprécipitation des ARNs 

 L’immunoprécipitation des ARN est réalisée grâce au kit RNA ChIP-IT (#53024, Active 

Motif). Les cellules sont d’abord fixées avec une solution contenant du formaldéhyde 37%, 

puis lysées dans un tampon contenant des inhibiteurs de protéases et de phosphatases 

(protease inhibitor P8340 ; phosphatase inhibitor cocktail 2 P5726, Sigma-Aldrich) ainsi qu’un 

inhibiteur de RNAse. Le lysat est ensuite centrifugé puis le surnageant est récupéré. Si 

l’interaction ARN-protéine étudiée a lieu dans le noyau, le surnageant est soniqué pour 

fragmenter la chromatine.  

 Le lysat ainsi obtenu est ensuite incubé avec une suspension de billes magnétiques 

préalablement saturées et hybridées avec l’anticorps d’intérêt. Les échantillons sont incubés 

sur la nuit à 4°C sous agitation. Ensuite, les billes sont rincées plusieurs fois puis les 

échantillons ARN-protéine sont élués. Les ARNs sont extraits au TRIzol reagent 

(Ambion)/chloroforme tel que décrit précédemment, puis les échantillons sont digérés à la 

DNAse. Une RT-PCR en temps réel permettra de déterminer la quantité d’ARN selon les 

échantillons. 

B- Immunoprécipitation des protéines 

 Les cellules sont lysées dans un tampon contenant de l’HEPES ainsi que des inhibiteurs 

de protéases et de phosphatases (protease inhibitor P8340 ; phosphatase inhibitor cocktail 2 

P5726, Sigma-Aldrich). Après centrifugation, le surnageant contenant les protéines est 

récupéré et dosé avec la méthode BCA. Dans le surnageant, l’anticorps primaire est ajouté et 

les échantillons sont incubés à 4°C pendant 2h sous agitation. Des billes de protéines G 

préalablement saturées sont ajoutées dans chaque échantillon. Après une incubation à 4°C 

pendant 2h sous agitation, les billes sont rincées avec un tampon de lyse, puis les protéines 

immunoprécipitées sont éluées et réduites dans un tampon de Laemmli pendant 7 min à 95°C. 

Les protéines sont ensuite séparées sur gel d’acrylamide et analysées en western blot tel que 

décrit précédemment. 
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C- GST pull-down 

 Une protéine MDM2 sauvage taguée à la GST (glutathion S-transférase) et une 

protéine p53 taguée à l’histidine sont exprimées dans une souche Escherichia coli One ShotTM 

BL21 (Invitrogen). Les protéines p53 taguées à l’histidine sont purifiées avec le kit Ni-NTA fast 

start (Qiagen). Les protéines MDM2 sont purifiées grâce à des billes de sépharose 4B saturées 

en glutathion (Sigma-Aldrich). La GST couplée à la protéine MDM2 permettra ainsi d’hybrider 

les protéines sur les billes. L’ARN de H19 a quant à lui été produit à l’aide du kit Riboprobe in 

vitro transcription systems (Promega) à partir du plasmide pcDNA3.1-H19 décrit 

précédemment. Un ARN contrôle SRA a également été produit. 

 Les protéines MDM2 taguées à la GST sont incubées avec les billes de sépharose 

pendant 1h à 4°C sous agitation. De cette façon, la GST couplée à la protéine MDM2 permet 

d’hybrider les protéines sur les billes pour pouvoir les récupérer. Les billes sont rincées, puis 

la protéine p53 est ajoutée à la suspension : pour permettre sa potentielle liaison à MDM2, la 

suspension est incubée pendant 1h à 4°C sous agitation. Par la suite, les ARNs synthétisés in 

vitro (H19 ou SRA) sont ajoutés à la suspension. Après une incubation sur la nuit à 4°C et sous 

agitation, les billes sont rincées et les protéines sont réduites dans un tampon de Laemmli (63 

mM Tris-HCl, 10% glycérol, 2% SDS, 5% de β-mercaptoéthanol, 0,025% de bleu de 

bromophénol, pH 6.8). Les protéines sont séparées par SDS-PAGE et p53 et MDM2 sont 

révélées par western blot comme décrit précédemment. 

V – Tests phénotypiques 

A- Test de clonogénicité 

 Les cellules sont comptées et ensemencées dans des boîtes 100 cm² (10 mL/boîte, une 

boîte par condition) dans du milieu de culture à 10% de SVF. Le nombre de cellules par mL 

diffère selon le type cellulaire. De cette façon, les cellules MDA-MB-231 sont ensemencées à 

20 cellules par mL, les cellules MCF-7 sont ensemencées à 50 cellules par mL, et les cellules 

SUM159PT sont ensemencées à 100 cellules par mL. Les cellules sont ensuite incubées à 37°C 

pendant 15 jours, avec un changement de milieu de culture tous les 4 à 5 jours. L’arrêt de la 

croissance est effectué après rinçage des cellules au PBS 1X par un traitement au 

paraformaldéhyde 4% (10 min sous agitation). Les colonies sont ensuite mises en évidence par 
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un marquage au crystal violet 0,5% (10 min sous agitation). Les colonies sont comptées à l’œil 

nu (taille de la colonie > 50 cellules). L’analyse est effectuée avec un test t bilatéral.  

B- Test de formation de sphères 

 Les cellules sont cultivées dans un milieu spécifique DMEM-F12 sans phénol red 

(Gibco) contenant 0,4% de BSA (Sigma-Aldrich), 2% de supplément B27 (Invitrogen), 5 µg/mL 

d’insuline (Sigma-Aldrich), 4 µg/mL d’héparine (Sigma-Aldrich), et 20 ng/mL de facteur de 

croissance épidermal (EGF) et de facteur de croissance fibroblastique (FGF) (Biotechne). Les 

cellules sont ensemencées en plaques 96 puits non adhésives, avec une concentration allant 

de 1024 cellules par puits à 1 cellule par puits. Le nombre de sphères par puits est déterminé 

après 4 jours d’incubation. 

C- Tests de migration et d’invasion cellulaire 

 La migration et l’invasion cellulaire sont déterminées par un test de Transwell. Pour 

l’analyse de la migration, 40000 cellules sont ensemencées dans la partie supérieure d’inserts 

(0,8 µm, BD Biosciences) de plaques 12 puits ‘‘coatés’’ au collagène à une concentration de 

0,045 mg/mL (Millipore). Après 8h d’incubation à 37°C, les cellules sont rincées au PBS 1X et 

fixées au méthanol glacé pendant 10 min à température ambiante. Les inserts sont ensuite 

rincés puis la face supérieure est grattée avec un coton tige afin d’enlever les cellules qui n’ont 

pas traversé la membrane. Les cellules qui ont migré de l’autre côté de la membrane sont 

marquées au Hoechst 33258 1 mM, puis les membranes sont découpées et montées entre 

lame et lamelle avec le liquide de montage Glycergel (Dako) de façon à pouvoir compter le 

nombre de cellules qui ont migré en microscopie. 

 Pour l’analyse de l’invasion, 40000 cellules sont ensemencées sur des inserts (0,8 µm, 

BD Biosciences) de plaques 12 puits ‘‘coatés’’ au collagène à une concentration de 3 mg/mL 

(Millipore). Après 24h d’incubation, les cellules sont rincées au PBS 1X et fixées au méthanol 

glacé pendant 10 min à température ambiante. Les inserts sont ensuite rincés puis la face 

supérieure est grattée avec un coton tige afin d’enlever les cellules qui n’ont pas traversé la 

membrane. Les cellules invasives de l’autre côté de la membrane sont marquées au Hoechst 

33258 1 mM, puis les membranes sont découpées et montées entre lame et lamelle avec le 

liquide de montage Glycergel (Dako) de façon à pouvoir compter le nombre de cellules 

invasives en microscopie.  
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D- Essais comètes  

 Pour chaque condition, 2000 cellules sont resuspendues dans de l’agarose à 42°C. La 

suspension est immédiatement déposée sur une lame spécifique (CometAssay® kit, Trevigen), 

et l’agarose est solidifié par incubation à 4°C pendant 20 min. Les lames sont ensuite 

immergées dans une solution de lyse contenant un détergent (Triton) à pH 10. Après 

incubation pendant 90 min à 4°C et à l’obscurité, les lames sont transférées dans une cuve 

d’électrophorèse et immergées dans le tampon d’électrophorèse pendant 10 min pour 

équilibration. De façon à visualiser à la fois les cassures simple brin et les cassures double brin 

de l’ADN, l’électrophorèse est réalisée à pH basique (pH = 12,3) pendant 2 min à 60V. Après 

la migration, les lames sont rincées dans un tampon de neutralisation puis marquées à la SYBR 

Green (X1000 ; Molecular Probes) selon le protocole du fournisseur. Les tail moments (= 

longueur de la queue * ADN dans la queue / ADN total) sont mesurés avec le logiciel ImageJ. 

La quantification est ensuite analysée statistiquement sur le logiciel Prism (GraphPad) grâce à 

un test ANOVA à un facteur suivi d’un test à comparaisons multiples de Tukey. 

E- Détection du stress oxydant  

Les cellules sont ensemencées en plaques 96 puits opaques. Chaque condition est 

ensemencée en triplicat. Le lendemain, une solution de sonde fluorescente H2DCFDA 

(D399, Invitrogen) à 5 µM est ajoutée dans chaque puits. Après 30 min d’incubation à 37°C, 

l’intensité de fluorescence est mesurée par lecture au fluorimètre (FLUOstar OPTIMA ; BMG 

Labtech), avec une longueur d’onde d’excitation de 485 nm (492-495) et une longueur d’onde 

d’émission de 520 nm (517-527). 

F- Test HPRT   

 La mise en évidence de la fréquence de mutation Hprt est réalisée en analysant la 

clonogénicité de cellules traitées au cisplatine, tel que décrit dans la littérature (Silva et al., 

2005). Les cellules CHO-K1 sont d’abord cultivées dans un milieu contenant du HAT (#H0262-

10VL ; Sigma-Aldrich) pendant 5 jours de façon à éliminer les mutants Hprt pré-existants. 

Ensuite, 1,5 millions de cellules sont ensemencés en flasque 75 cm². Après 24h de culture, les 

cellules sont traitées ou non avec 15 µM de cisplatine (#C2210000 ; Sigma-Aldrich) pendant 

1h. Pour déterminer l’effet potentiel de H19 sur la formation de colonies indépendamment 
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de la mutation Hprt, 200 cellules de chaque condition sont ensemencées (12 boîtes par 

condition) et cultivées pendant 10 jours avant d’être révélées (voir paragraphe ‘‘Test de 

clonogénicité’’). Les cellules restantes sont maintenues en culture pendant 8 jours de façon à 

permettre l’expression du phénotype mutant Hprt. Par la suite, 200000 cellules par condition 

sont ensemencées (20 boîtes par condition) puis traitées avec du milieu contenant 6 µg/mL 

de 6-thioguanine (6-TG, #A4882 ; Sigma-Aldrich) pour sélectionner les mutants Hprt. En 

parallèle, 200 cellules par conditions sont ensemencées (12 boîtes par condition) en milieu 

non sélectif. Après 10 jours de culture, les colonies formées dans les différentes conditions 

sont révélées et comptées (voir paragraphe ‘‘Test de clonogénicité’’). L’efficacité de 

clonogénicité correspond au ratio entre le nombre de colonies formées et le nombre de 

cellules ensemencées pour une condition. La fréquence de mutation s’exprime comme le ratio 

entre l’efficacité de clonogénicité des mutants Hprt et celle des cellules cultivées en milieu 

non sélectif. 

G- Analyse du cycle 

 Les cellules sont ensemencées et synchronisées en phase G1/S avec 6 µM 

d’Aphidicoline (BML-CC101 ; Enzo Life Sciences) pendant 24h. Après rinçage, les cellules sont 

traitées à la doxorubicine (voir paragraphe ‘‘Traitements’’) pendant 24h. Les cellules sont 

ensuite perméabilisées dans de l’éthanol 70% froid sur la nuit, rincées et marquées avec de 

l’iodure de propidium (1 µg/mL) et de la RNAse A (1 mg/mL) (R6513 ; Sigma-Aldrich) pendant 

30 min à 37°C. Le cycle cellulaire est analysé par cytométrie de flux grâce au CyAnTM ADP 

Analyser (Beckman Coulter), et les données sont traitées avec le logiciel MultiCycle AV 

(Phoenix Flow Systems). 

 Pour l’analyse de la population de cellules en phase sub-G1, les cellules sont traitées à 

la doxorubicine (voir paragraphe ‘‘Traitements’’) pendant 6h, 12h, 18h ou 24h. Les cellules 

sont ensuite perméabilisées avec de l’éthanol 70% pendant 30 min à température ambiante 

puis rincées avec une solution de PBS contenant de l’iodure de propidium (1 µg/mL) et de la 

RNase A (1 mg/mL) (R6513, Sigma-Aldrich) pendant 30 min à 37°C. L’analyse de la population 

cellulaire est réalisée par cytométrie de flux (CytoFLEX S, Beckman Coulter) et les données 

sont traitées à l’aide du logiciel FlowJo. 
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H- Analyse de la sénescence 

 Pour induire la sénescence, 25000 cellules sont traitées avec 0,067 µg/mL de 

doxorubicine pendant 72h. Les cellules sénescentes sont détectées à l’aide du test SA-β-Gal : 

le substrat C12FDG, clivé par la β-galactosidase, une enzyme très active dans les cellules 

sénescentes, génère un produit fluorescent intracellulaire. Les cellules sénescentes sont ainsi 

marquées avec une sonde C12FDG (F2756 ; Sigma-Aldrich) tel que décrit dans la littérature 

(Goehe et al., 2012). L’émission de fluorescence est analysée par cytométrie de flux grâce au 

CyAnTM ADP Analyser (Beckman Coulter). 

I- Analyse de la mort cellulaire  

 Pour induire l’apoptose, 2 millions de cellules par condition sont traitées à la 

doxorubicine (voir paragraphe ‘‘Traitements’’) pendant 24h. Les cellules sont ensuite 

récupérées, centrifugées et resuspendues dans le tampon Annexin V Binding Buffer (640906 ; 

BioLegend) à raison d’1 million de cellules par mL. Cent mille cellules sont ensuite transférées 

en eppendorf, auxquelles sont ajoutés 5 µL de FITC-conjugated Annexin V (640906 ; 

BioLegend) et 10 µL d’iodure de propidium (#P4170 ; Sigma-Aldrich). La suspension est ensuite 

incubée pendant 15 min à température ambiante et à l’obscurité. Les échantillons sont ensuite 

redilués avec 400 µL de tampon Annexin V Binding Buffer puis analysés en cytométrie de flux 

(Annexin V-FITC : 488/518 nm ; IP : 535/617 nm ; CytoFLEX S ; Beckman Coulter). Les données 

sont ensuite traitées à l’aide du logiciel FlowJo. 

J- Test de résistance à l’anoïkis  

 Les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits non adhésive ‘‘coatée’’ au poly-

HEMA (P3932 ; Sigma-Aldrich), puis cultivées pendant un nombre de jours variable. La viabilité 

cellulaire est mesurée grâce à la résazurine selon le protocole du fournisseur (StemCell). La 

résazurine est un colorant dont la couleur passe du bleu au violet selon son niveau de 

réduction par les cellules viables. L’absorbance est mesurée à 2 longueurs d’onde différentes, 

correspondant à la forme oxydée (600 nm) ou réduite (570 nm) de la résazurine, grâce au 

spectrophotomètre MultiskanGo (Thermo Fisher Scientific). Le résultat est présenté comme 

le ratio entre ces 2 longueurs d’onde. 
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VI – Expériences in vivo 

Xénogreffe en poisson zèbre transgénique 

 Les cellules SUM159PT-pH19-mCherryneg/high sont ensemencées et incubées avec une 

solution de traceurs lipophiles (solution de marquage Vybrant DiI pour les mCherryhigh, 

solution de marquage Vybrant DiD pour les mCherryneg ; Invitrogen) diluée dans du milieu de 

culture sans sérum pendant 20 min à 37°C. Les cellules sont ensuite dissociées avec une 

solution de trypsine/EDTA 0,25% (Gibco) et comptées. Un million de cellules de chaque 

condition sont centrifugées et resuspendues dans une solution de PBS/EDTA 5 mM.  

 En parallèle, à partir de la ponte, les poissons zèbres transgéniques (fli1:GFP) sont 

placés dans une solution de phénylthiourée (Sigma-Aldrich) jusqu’à 48h post-fertilisation. Les 

poissons sont anesthésiés avec de la tricaïne (MS-222 ; Sigma-Aldrich), et les cellules 

mCherryhigh et mCherryneg sont co-injectées à l’aide d’un stéréomicroscope (M125 ; Leica) et 

d’un micro-injecteur (FemtoJET ; Eppendorf) dans le sac vitellin des poissons. Après l’injection, 

les poissons sont placés dans une solution de phénylthiourée contenant de la pénicilline-

streptomycine renouvelée tous les 2 jours, à 28°C à l’obscurité. Pendant 48h, la température 

d’incubation des poissons varie (30°C à 24h, 32°C à 48h et jusqu’à 6 jours après l’injection) 

pour favoriser le développement des cellules. Les poissons sont fixés avec une solution de 

paraformaldéhyde 4% et placés dans une boîte de Pétri à fond en verre. Les photos sont prises 

à l’aide d’un logiciel d’acquisition d’image automatisée (ZEISS) via un microscope confocal à 

fluorescence (LSM 880 ; ZEISS). 

VII – Analyses statistiques 

 Tous les résultats présentés correspondent aux moyennes des répétitions. Toutes les 

expériences in vitro ont été réalisées au moins en triplicats biologiques. Le nombre de 

répétitions est indiqué dans la légende de chaque figure. Le test t bilatéral et le test ANOVA 

(analysis of variance) ont été utilisés. Le résultat est considéré comme significatif si la valeur 

p est inférieure à 0,05. Les barres d’erreur représentées correspondent à la SD (standard 

deviation).  
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I – Le long ARN non codant H19 inhibe p53 et favorise 
l’instabilité génomique 

A- Introduction 

 La protéine p53 a été découverte en 1979 (DeLeo et al., 1979). Il s’agit d’un facteur de 

transcription de 53 kDa constitué de plusieurs domaines, dont un domaine transactivateur, un 

domaine de liaison à l’ADN et un domaine de tétramérisation (Dippold et al., 1981; Rotter, 

1983). Il a été montré que la protéine p53 est exprimée de façon constitutive dans les cellules, 

et qu’elle est dégradée en continu par le protéasome. Dans les cellules normales, en 

conditions physiologiques, p53 est associée via son domaine transactivateur à la protéine 

MDM2, qui possède une activité ubiquitine ligase E3. MDM2 va ainsi induire l’ubiquitinylation 

de p53 au niveau de son domaine C-ter : p53 sera ainsi reconnue par le protéasome et 

dégradée (Chao, 2015). En revanche, en conditions de stress comme après induction de 

dommages de l’ADN, irradiation ou stress génotoxique, les protéines ATM et ATR activées 

vont phosphoryler p53 et MDM2, de façon à les dissocier l’une de l’autre et permettre la 

translocation de p53 dans le noyau (Chao, 2015). Selon la gravité du stress cellulaire, p53 peut 

activer l’expression de gènes comme cdkn1a, qui entraînera un arrêt de la progression dans 

le cycle cellulaire, ou de bax, qui dirigera les cellules vers l’apoptose (Freeman et Espinosa, 

2013). De cette façon, plus la quantité de dommages de l’ADN sera grande, plus la réponse 

cellulaire sera importante. Par sa fonction, la protéine p53 permet ainsi d’empêcher la 

transformation de cellules normales en cellules cancéreuses, d’où son appellation de ‘‘gardien 

du génome’’. 

B- H19 réprime la protéine p53 de façon post-traductionnelle 

 Nous avons montré précédemment que l’expression de H19 est réprimée par p53 dans 

les cellules cancéreuses mammaires (Dugimont et al., 1998). Dans le cancer gastrique, il a été 

mis en évidence que H19 est capable d’interagir physiquement avec p53, et que cette 

association entraîne une inactivation partielle de p53 (Yang et al., 2012). Cependant, les effets 

biologiques causés par cette interaction ne sont pas connus. De plus, nous savons que 

l’expression de H19 favorise la progression dans le cycle cellulaire (Berteaux et al., 2005). Pour 

déterminer le rôle de H19 dans la régulation de l’action de p53, nous avons dans un premier 

temps analysé le niveau d’expression de p53 en conditions de surexpression stable de H19 



164 
 

(Figure 36.A). Nous avons pu constater que le niveau protéique de p53 diminue dans les 

cellules cancéreuses mammaires surexprimant stablement H19, et plus particulièrement dans 

les MCF-7 (qui possèdent une forme non mutée de p53), mais aussi dans une moindre mesure 

dans les T-47D et les MDA-MB-231 (qui possèdent toutes deux une forme mutée de p53). De 

façon intéressante, le niveau d’ARNm p53 quant à lui n’est pas modifié, alors que l’expression 

de plusieurs cibles de p53 comme bax, cdkn1a et puma diminuent dans les MCF-7 

surexprimant stablement H19 (Figure 36.B). Des résultats similaires ont été obtenus après 

expression transitoire de H19 dans des MCF-7 natives (Figure 36.C). Ces résultats suggèrent 

que H19 réprime la protéine p53 de façon post-traductionnelle, entraînant une diminution de 

l’expression des cibles de p53 en aval. 

 

Figure 36. H19 réprime la protéine p53 dans les cellules cancéreuses mammaires. 
A. Expression de la protéine p53 dans des cellules MCF-7, T-47D et MDA-MB-231 contrôles (mock) ou 
surexprimant stablement H19 (H19), déterminée par western blot. L’actine est utilisée comme témoin 
de charge. Les intensités de signaux relatives ont été quantifiées avec ImageJ et indiquées au-dessus 
de la bande correspondante. B. Expression relative de H19, p53, Bax, p21 et PUMA dans des MCF-7 
contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) déterminée par qRT-PCR. C. Expression 
relative de H19, p53, Bax, p21 et PUMA dans des MCF-7 natives transfectées avec des quantités 
croissantes de vecteur codant pour H19. D. Expression relative de p53 dans des cellules p53-null (Calu-
6) transfectées avec des vecteurs codant pour p53 et/ou H19. L’expression de p53 est déterminée par 
western blot et l’actine est utilisée comme témoin de charge. Les intensités de signaux relatives ont été 
quantifiées avec ImageJ et indiquées au-dessus de la bande correspondante. E. Des cellules Calu-6 
contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) ont été traitées avec du DAP. La ré-expression 
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de p53 est déterminée par western blot. L’importine 9 est utilisée comme témoin de charge. Toutes les 
expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, les données représentent la moyenne 
de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; ns : non significatif. 

 

 Pour déterminer le mécanisme de la répression de p53 induite par H19, nous avons co-

transfecté des cellules épithéliales Calu-6 (p53-null) avec des quantités croissantes de vecteurs 

codant pour p53 et/ou H19 (Figure 36.D). Dans les deux cas, les gènes sont exprimés sous le 

contrôle de promoteurs forts. Les cellules transfectées avec le vecteur codant pour H19 

présentent des niveaux protéiques de p53 fortement diminués. Pour autant, nous n’avons pas 

constaté de variation de l’expression de l’ARNm p53 en qRT-PCR. Dans les cellules Calu-6, le 

gène TP53 présente une mutation non-sens UGA, qui provoque une dégradation de l’ARNm 

par le système de dégradation des ARNm non-sens (NMD, nonsense-mediated decay). Nous 

avons montré que la 2,6-Diaminopurine (DAP) pouvait être utilisée pour corriger les mutations 

UGA non-sens (Trzaska et al., 2020). Le traitement des Calu-6 avec du DAP induit une 

réexpression de la protéine p53, mais H19 semble influencer négativement cette réexpression 

(Figure 36.E). 

C- H19 séquestre p53 dans le cytoplasme 

 Pour jouer son rôle de facteur de transcription, p53 doit nécessairement pouvoir être 

transloqué du cytoplasme vers le noyau, de façon à induire l’expression de ses gènes cibles. 

Nous avons voulu déterminer si H19 était impliqué dans ce mécanisme dans les cellules qui 

ont subi des dommages de l’ADN. Pour cela, nous avons traité des MCF-7 surexprimant 

stablement ou non H19 avec 0,2 µg/mL de doxorubicine pendant 6 heures (Figure 37). Par 

immunofluorescence, nous avons constaté que le traitement à la doxorubicine induit une 

forte expression de p53 (en réponse au stress), qui est transloqué dans le noyau des cellules 

contrôles (Figure 37.A, panel de gauche). Dans les cellules surexprimant stablement H19, 

l’expression de p53 semble moins importante dans le noyau (Figure 37.A, panel de droite). 

Pour confirmer ces observations, nous avons analysé les expressions cytoplasmique et 

nucléaire de p53 par western blot (Figure 37.B). Le traitement à la doxorubicine induit bien 

l’expression de p53, mais lorsque H19 est exprimé le niveau protéique de p53 dans le noyau 

diminue fortement, et ce avec ou sans traitement. 
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Figure 37. H19 empêche la translocation nucléaire de p53 après traitement à la doxorubicine. 
A. Localisation de p53 déterminée par immunofluorescence dans des MCF-7 contrôles (mock) ou 
surexprimant H19 (H19). Les cellules sont traitées (+Doxo) ou non (-Doxo) avec 0,2 µg/mL de 
doxorubicine pendant 6 à 24h. B. Expression de p53 déterminée par western blot après fractionnement 
des cellules (c : cytoplasme ; n : noyau) dans des MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement 
H19 (H19) traitées ou non à la doxorubicine (0,2 µg/mL) pendant 2h. Les protéines Ras-GAP et PARP 
sont utilisées comme témoins de charge cytoplasmique et nucléaire respectivement. Les intensités 
relatives des signaux ont été quantifiées par ImageJ et indiquées sous forme de ratio nucléaire en-
dessous de la condition correspondante. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. 
 

D- H19 perturbe les phénotypes associés à l’activité de p53 

 De façon à déterminer la conséquence fonctionnelle de la répression de p53 par H19 

dans les cellules cancéreuses mammaires, nous avons dans un premier temps analysé l’activité 

transcriptionnelle de p53 grâce à l’utilisation d’un système rapporteur. Pour mettre au point 

ce système, le gène de la luciférase a été placé sous le contrôle d’un élément de réponse à 

p53 dans un vecteur pGL4.10[luc2] (Figure 38.A). Nous avons constaté que dans les cellules 

surexprimant stablement H19, l’activité luciférase relative diminue de moitié par rapport à la 

condition contrôle, révélant que l’activité transcriptionnelle de p53 est réprimée par H19. 
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Ensuite, nous avons étudié plusieurs phénotypes cellulaires connus pour être régulés par p53, 

comme l’arrêt du cycle cellulaire, l’induction de l’apoptose et la sénescence.  

 
 
Figure 38. H19 réprime l’activité de p53. 
A. Activité luciférase relative d’un plasmide rapporteur de l’activité de p53, dérivé d’un PGL4-luc dans 
des MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19). B. Analyse de la répartition dans 
le cycle cellulaire de MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) traitées à la 
doxorubicine (0,2 µM) après synchronisation pendant 24h avec de l’aphidicoline (6 µM). C. Des MCF-7 
contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) ont été marquées à l’iodure de propidium (PI) 
et analysées par cytométrie de flux pour étudier l’induction de l’apoptose après traitement à la 
doxorubicine (0,6 µg/mL pendant 6h, 12h, 18h ou 24h). Le pourcentage de cellules en phase sub-G1 est 
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représenté pour chaque condition (expérience représentative). Les résultats présentés dans le 
graphique sont la moyenne de trois expériences indépendantes, ainsi que les écarts-types associés. D. 
Pourcentage de cellules C12FDG positives dans des MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement 
H19 (H19) traitées ou non à la doxorubicine (0,067 µM pendant 72h). Les résultats présentés dans le 
graphique sont la moyenne de trois expériences indépendantes, ainsi que les écarts-types associés.  
p53 RE : élément de réponse à p53. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif.  
 

 Pour ce faire, nous avons traité nos modèles cellulaires avec de la doxorubicine, qui est 

une drogue génotoxique. Pour analyser la répartition des cellules dans les phases du cycle 

cellulaire, nous avons synchronisé les cellules en G1 en utilisant de l’aphidicoline (6 µM, 24h), 

puis nous avons traité les cellules avec de la doxorubicine pendant 24h avant de les analyser 

en cytométrie de flux (Figure 38.B). Le traitement à la doxorubicine induit une accumulation 

de cellules en phase G2. De plus, en conditions de surexpression de H19, une augmentation 

faible mais significative du nombre de cellules en phase S accompagnée d’une diminution du 

nombre de cellules en phase G2 a été observée en comparaison à la condition contrôle. Ces 

résultats indiquent que la surexpression de H19 limite l’arrêt du cycle cellulaire induit par le 

traitement. Pour déterminer le niveau d’apoptose au sein d’une population cellulaire, une des 

techniques les plus largement utilisées consiste à mesurer la quantité d’ADN fractionné. Par 

cytométrie de flux, les cellules marquées à l’iodure de propidium vont montrer une intensité 

plus faible ainsi qu’un pic juste avant le pic de la phase G1 et caractérisant les cellules en sub-

G1. Ce pic en sub-G1 reflète la présence de fragments nucléaires et cellulaires, mais surtout 

de corps apoptotiques. Pour visualiser ce pic sub-G1 dans notre modèle, les cellules ont été 

traitées selon des durées variables (6h, 12h, 18h ou 24h) avec 0,6 µg/mL de doxorubicine, 

avant d’être analysées par cytométrie de flux. Le traitement à la doxorubicine induit la 

formation d’un pic sub-G1 plus important dans les cellules contrôles ; cependant, dans les 

cellules surexprimant stablement H19, le pic sub-G1 est plus faible quelle que soit la durée du 

traitement (Figure 38.C). Ce résultat indique que l’expression de H19 réprime la mort 

cellulaire. Concernant l’induction de la sénescence, les cellules ont été traitées avec une faible 

dose de doxorubicine (0,067 µg/mL) pendant 3 jours. Les cellules sénescentes (C12FDG+) sont 

détectées par cytométrie de flux (Figure 38.D). Parmi les cellules contrôles, 15% de cellules 

C12FDG+ sont détectées, alors que seulement 10% de cellules C12FDG+ sont détectées parmi 

les cellules surexprimant stablement H19 : H19 permet donc de réduire la sénescence des 

cellules induite par le traitement à la doxorubicine. 

 Ainsi, tous ces résultats indiquent que l’expression de H19 réprime l’activité 
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transcriptionnelle de p53, mais impacte également des phénotypes tels que l’arrêt du cycle 

cellulaire, l’apoptose et l’induction de la sénescence, qui sont connus pour être régulés par 

p53 après endommagement de l’ADN. 

E- H19 interagit simultanément avec p53 et MDM2 pour induire la dégradation 
de p53 
 

 

 

Figure 39. Formation d’un complexe ternaire H19/p53/MDM2. 
A. Expression protéique de MDM2 dans des MCF-7 et T-47D contrôles (mock) ou surexprimant 
stablement H19 (H19) déterminée par western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. Les 
intensités relatives des signaux ont été quantifiées par ImageJ et indiquées au-dessus de la bande 
correspondante. B. Co-immunoprécipitation de p53 et MDM2 dans des T-47D contrôles (mock) ou 
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surexprimant stablement H19 (H19) traitées avec du MG132 pendant 6h. La détection des protéines 
immunoprécipitées est réalisée par western blot. C. La proportion d’ARN H19 associée aux protéines 
MDM2 est déterminée par qRT-PCR après immunoprécipitation de MDM2 dans des MCF-7 contrôles 
(mock) ou surexprimant stablement H19 (H19). La condition IgG est indexée à 1 et utilisée comme 
contrôle. E. Interaction p53/MDM2 in vitro. Des protéines p53-His ont été synthétisées par 
transcription/traduction couplée in vitro et incubées en présence de quantités équivalentes de GST ou 
de MDM2-GST en présence ou non de H19. L’ARN SRA est utilisé comme contrôle. Les complexes sont 
précipités grâce à des billes de sépharose contenant du glutathion, resuspendues dans du SDS-PAGE 
12% et analysées par western blot avec des anticorps dirigés contre p53 ou MDM2. Des résultats de 
western blot représentatifs sont figurés. F. et G. Les proportions d’ARN H19 associées aux protéines 
MDM2 (F.) ou p53 (G.) sont déterminées par qRT-PCR après immunoprécipitation des protéines dans 
des MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) transfectées au préalable avec des 
siRNAs contrôle (siNeg) ou dirigés contre p53 (F.) ou MDM2 (G.). La condition IgG est indexée à 1 et 
utilisée comme contrôle. H. Expression de p53 et MDM2 après transfection de siRNAs analysée par 
western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. Les intensités relatives des signaux ont été 
quantifiées par ImageJ et indiquées au-dessus de la bande correspondante. I. La proportion d’ARN H19 
associée aux protéines MDM2 est déterminée par qRT-PCR après immunoprécipitation de MDM2 dans 
des Calu-6 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19). La condition IgG est indexée à 1 et 
utilisée comme contrôle. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, 
les données représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 

 

 La diminution du niveau protéique de p53 dans les cellules exprimant H19 nous a 

incités à déterminer si H19 pouvait être impliqué dans la dégradation de p53. En effet, comme 

nous l’avons évoqué précédemment, p53 peut interagir via son domaine transactivateur avec 

l’ubiquitine ligase E3 MDM2, entraînant son ubiquitinylation et sa dégradation par la voie du 

protéasome.  

 Nous avons donc d’abord analysé les niveaux de MDM2 dans des MCF-7 surexprimant 

stablement ou non H19 (Figure 39.A). Dans les MCF-7 surexprimant stablement H19, la 

quantité de MDM2 semble plus importante. En revanche, dans les T-47D, aucune différence 

n’est visible : nous avons donc choisi cette lignée pour réaliser une co-immunoprécipitation 

de p53 et MDM2 (Figure 39.B). Dans des T-47D préalablement traitées avec du MG132 (un 

inhibiteur du protéasome), la co-immunoprécipitation révèle que l’association entre p53 et 

MDM2 est plus importante lorsque H19 est surexprimé. Ainsi, H19 semble capable de 

favoriser l’association de p53 avec son principal régulateur MDM2. Pour confirmer ce résultat, 

nous avons ensuite réalisé une immunoprécipitation des ARNs (RIP, RNA 

immunoprecipitation) de façon à mettre en évidence la potentielle interaction de H19 avec 

p53 ou MDM2. Nous avons constaté qu’en immunoprécipitant MDM2 (Figure 39.C) ou p53 

(Figure 39.D), nous récupérons de plus grandes quantités d’ARN H19 : ceci signifie que H19 

interagit à la fois avec p53 et MDM2. Pour déterminer si cette interaction a lieu de manière 
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directe ou indirecte, nous avons ensuite réalisé un GST pull-down en utilisant une protéine de 

fusion glutathion S-transférase (GST)-MDM2 immobilisée ainsi que des protéines His-p53 

traduites in vitro, et ce en présence ou non d’ARN H19 synthétisé in vitro (Figure 39.E). Les 

protéines His-p53 interagissent avec les protéines de fusion GST-MDM2, mais pas avec la GST 

seule. L’ajout de H19 augmente l’association entre p53 et MDM2 comparé aux conditions sans 

ARN ou en présence de l’ARN contrôle SRA : ceci suggère donc une interaction directe entre 

H19, p53 et MDM2. Pour aller plus loin et déterminer si H19 peut interagir avec une seule des 

deux protéines indépendamment de l’autre, nous avons réalisé des immunoprécipitations 

d’ARNs après invalidation de l’expression de p53 ou MDM2 par siRNA (Figures 39.F, G et H). 

L’efficacité de cette invalidation a été vérifiée par western blot (Figure 39.H). De façon 

intéressante, l’invalidation de p53 réprime l’interaction entre H19 et MDM2 (Figure 39.F), et 

l’invalidation de MDM2 réprime l’interaction entre H19 et p53 (Figure 39.G). De plus, 

l’immunoprécipitation des ARNs dans des Calu-6, qui sont naturellement dépourvues de 

protéines p53, ne montre pas d’enrichissement en ARN H19 après précipitation de MDM2 

(Figure 39.I). L’ensemble de ces résultats montre donc que H19 interagit directement avec 

p53 et MDM2, formant un complexe tripartite (Figure 39.J) : cette interaction favorise la 

liaison entre p53 et MDM2, entraînant la dégradation de p53. 

 Comme H19 et MDM2 semblent tous deux favoriser l’inhibition de l’expression 

protéique de p53, nous avons analysé la corrélation potentielle entre l’expression de H19 et 

l’expression de MDM2 en utilisant les banques de données transcriptomiques de TCGA (Figure 

40.A). Dans cette analyse, 1095 échantillons ont été utilisés, dont les sous-types sont 

distribués comme suit : Basal (190), Her2 (82), LumA (566), LumB (217) et Normal (40). Un 

total de 217 échantillons présents dans le 90ème centile de l’expression de chacun des deux 

gènes ont été sélectionnés, représentant 20% de la banque de données initiale (Figure 40.B). 

Le coefficient de corrélation de Pearson R a été calculé sur ces échantillons, et une corrélation 

négative a été mise en évidence entre les expressions de H19 et MDM2 (R = -0,7) dans les 

différents sous-types de cancer du sein, sauf dans le sous-type normal (Figure 40.C). Ces 

données semblent indiquer que les surexpressions de MDM2 et H19 sont mutuellement 

exclusives, ce qui confirme le fait que H19 et MDM2 ont le même effet sur p53. 
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Figure 40. Corrélation d’expression entre H19 et MDM2 dans les échantillons BRCA de TCGA. 
A. Expression de H19 et MDM2 dans 1095 échantillons BRCA de TCGA. Les lignes en pointillés 
représentent le 90ème centile de l’expression de chacun des deux gènes. B. Expression de H19 et MDM2 
dans les 217 échantillons BRCA de TCGA sélectionnés selon le 90ème centile de l’expression de chacun 
des deux gènes. Le coefficient de corrélation de Pearson R est calculé, montrant une corrélation 
négative. C. Analyse de la corrélation des échantillons sélectionnés selon le sous-type de cancer du sein. 
 

 

 L’ensemble de ces résultats montre donc pour la première fois une interaction entre 

le lncRNA H19 et les protéines p53 et MDM2 dans les cellules cancéreuses mammaires. Cette 

interaction entraîne la dégradation de p53 et empêche son activation après induction de 

dommages de l’ADN. De plus, nous mettons en évidence que l’expression des gènes cibles 

de p53 comme cdkn1a ou bax est réprimée, ce qui favorise la progression dans le cycle 

cellulaire, et réduit l’apoptose des cellules. Enfin, nous montrons que par son action sur p53, 

H19 favorise l’instabilité génomique. Ceci mènera probablement à l’accumulation de 

cellules mutées, et favorisera ainsi la tumorigenèse et la progression tumorale mammaire. 
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II – Le long ARN non codant H19 favorise la réparation de 
l’ADN des cellules cancéreuses mammaires 
 

A- Introduction 

  Comme nous venons de l’exposer, l’expression de H19 dans les cellules cancéreuses 

mammaires favorise leur instabilité génomique. Il est bien connu dans la littérature que dès 

les premiers stades de la tumorigenèse, la dérégulation des oncogènes induit une première 

instabilité du génome (Negrini et al., 2010). La nature et le taux des altérations génétiques qui 

émergent dans le modèle dépendent des mécanismes qui maintiennent l’intégrité du 

génome, et qui sont le plus souvent dérégulés dans la tumeur. Dans ce contexte, la réparation 

des altérations de l’ADN est l’un des mécanismes les plus étudiés (Jeggo et al., 2016). 

 En effet, de nombreuses données de la littérature décrivent la réponse aux dommages 

de l’ADN comme étant un des mécanismes favorisant l’apparition de mutations dans le 

génome des cellules cancéreuses (Jackson et Bartek, 2009). Plus particulièrement, comme 

nous l’avons détaillé dans l’introduction de ce manuscrit, dans le cas des cancers du sein 

héréditaires, des mutations de gènes impliqués dans la réponse aux dommages de l’ADN 

comme BRCA1/2 ou 53BP1 sont observées (Bouwman et al., 2010; Fackenthal et Olopade, 

2007). Les perturbations de cette réponse aux dommages de l’ADN pourront ainsi générer des 

erreurs de réplication, et donc des mutations. De façon complémentaire, le fait que plusieurs 

gènes de réponse aux dommages de l’ADN soient mutés ou inactivés pendant la progression 

tumorale renforce l’idée que ces gènes aient un rôle suppresseur de tumeur. 

B- H19 favorise l’instabilité génomique 

 Pour évaluer les conséquences de la perturbation des phénotypes associés à p53 par 

H19 sur la stabilité du génome, nous avons réalisé un test Hprt sur des cellules CHO-K1, qui 

possèdent seulement un allèle du gène Hprt. Les CHO-K1 ont été transfectées avec un vecteur 

codant pour H19, de façon à établir des lignées surexprimant stablement H19 (Figure 41.A). 

Cette expression de H19 n’a pas d’influence sur la formation de colonies lorsque les cellules 

sont traitées ou non au cisplatine, une drogue connue pour induire des dommages de l’ADN 

et des mutations génomiques (Silva et al., 2005) (Figure 41.B). Les cellules ont ensuite été 

cultivées dans un milieu sélectif contenant du 6-TG, qui est métabolisé par l’enzyme HPRT 
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pour produire un dérivé toxique induisant la mort cellulaire. De cette façon, seules les cellules 

mutées pour le gène Hprt peuvent croître dans ce milieu. L’expression de H19 pendant au 

moins 10 semaines induit une augmentation de la fréquence de mutation, même sans 

traitement au cisplatine (Figure 41.C). Comme prévu, le traitement au cisplatine augmente la 

fréquence de mutation : cette augmentation est plus importante dans les cellules qui 

surexpriment H19.  

 

 
 

Figure 41. H19 augmente la fréquence de mutation des cellules. 
A. Expression de l’ARNm H19 dans des cellules CHO-K1 contrôles (mock) ou surexprimant stablement 
H19 (H19), déterminée par RT-PCR semi-quantitative. L’ARNm RPLP0 est utilisé comme contrôle. B. 
Effet de la surexpression de H19 sur la viabilité des CHO-K1 traitées ou non au cisplatine (15 µM pendant 
1h) mesuré par clonogénicité. Les photos sont issues d’une expérience représentative et le graphique 
représente la moyenne de 3 expériences indépendantes. C. Détermination de la fréquence de mutation 
après traitement au 6-TG de CHO-K1 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19), traitées 
ou non au cisplatine (15 µM pendant 1h). La fréquence de mutation est mesurée comme décrit dans la 
partie Matériels et Méthodes.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
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C- L’expression de H19 diminue le nombre de foci de γH2AX 

 Un des marqueurs les plus largement utilisés pour la détection des dommages de l’ADN 

est la phosphorylation de l’histone H2AX (variant γH2AX). En effet, l’histone H2AX est 

phosphorylée en réponse à l’activation des kinases ATM, ATR et DNA-PK, en conséquence de 

l’apparition de dommages de l’ADN (Nagelkerke et Span, 2016; Sharma et al., 2012). Les foci 

de γH2AX, formés au niveau des cassures, sont ainsi utilisés pour détecter les sites de 

dommages. 

 
 
Figure 42. L’expression de H19 réprime la phosphorylation de l’histone H2AX. 
A. Marquage par immunofluorescence des foci de γH2AX dans des cellules MCF-7 surexprimant 
stablement ou non H19 et traitées ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). B. Quantification du nombre 
de foci de γH2AX par cellule selon les conditions. C.  Analyse du niveau de phosphorylation de H2AX par 
western blot dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 après traitement à la 
bléomycine (30 µg/µL, 2h), ou 0,5h, 1h, 2h, 3h et 4h après arrêt du traitement. L’actine est utilisée 
comme témoin de charge. Les intensités relatives des signaux ont été quantifiées par ImageJ et 
indiquées au-dessus de la bande correspondante. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 
fois. Le graphique représente la combinaison de 3 expériences indépendantes. 
NT : non traitées ; ** : p < 0,01. 
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 Dans un premier temps, nous avons traité nos cellules MCF-7 surexprimant stablement 

ou non H19 à la bléomycine (agent génotoxique permettant d’induire des cassures de l’ADN). 

Suite à ce traitement, nous avons réalisé un marquage par immunofluorescence de façon à 

mettre en évidence les foci de γH2AX formés. Dans les cellules MCF-7, le nombre de foci de 

γH2AX est moins important lorsque H19 est stablement surexprimé (Figures 42.A et B). Après 

traitement à la bléomycine, le nombre de foci augmente dans les deux conditions, mais il reste 

plus faible dans les MCF-7 surexprimant stablement H19. De façon complémentaire, nous 

avons analysé la phosphorylation de H2AX par western blot (Figure 42.C). Dans les cellules 

MCF-7 surexprimant stablement H19, le niveau de phosphorylation de H2AX est réduit après 

traitement à la bléomycine, mais également jusqu’à 4h après arrêt du traitement.  

 Ces résultats semblent donc indiquer que l’expression de H19 diminue la signalisation 

des cassures de l’ADN en réduisant le nombre de foci de γH2AX. 
D- L’expression de H19 est associée à une diminution des cassures de l’ADN 

 Suite à ces résultats, nous avons voulu étudier l’effet de l’expression de H19 sur 

l’induction de cassures de l’ADN des cellules cancéreuses mammaires. Nous avons d’abord 

déterminé le niveau de stress oxydant dans notre modèle d’étude. En effet, une augmentation 

du niveau de ROS a été détectée dans de nombreux cancers, et pourrait être à l’origine de 

l’endommagement de l’ADN par stress réplicatif (Moloney et Cotter, 2018). Nous avons utilisé 

une sonde H2DCFDA (Invitrogen) de façon à déterminer si la surexpression de H19 a un impact 

sur le niveau de ROS intracellulaire (Figure 43.A). Dans des cellules MCF-7 surexprimant 

stablement ou non H19, le niveau de ROS ne varie pas, et ce avec ou sans traitement à la 

bléomycine.  
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Figure 43. L’expression de H19 diminue la proportion de cassures de l’ADN des cellules cancéreuses 
mammaires. 
A. Analyse du niveau de ROS dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 et traitées 
ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). B. Des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 sont 
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traitées à la bléomycine (30 µg/µL, 30 min), puis des essais comètes sont réalisés juste après le 
traitement ou à différents temps (10 min, 2h) après le traitement. La quantification des essais comètes 
selon les conditions représente le ‘‘tail moment’’, qui correspond au calcul suivant : Tail moment = 
(intensité de la queue/intensité totale)*longueur de la queue. C. Marquage par immunofluorescence 
des foci de 53BP1 dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 et traitées ou non à la 
bléomycine (30 µg/µL, 2h). La quantification des marquages est représentée selon le nombre de foci de 
53BP1 par cellule et selon le nombre relatif de foci de 53BP1 selon les conditions. D. Marquage par 
immunofluorescence des foci de XRCC1 dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 
et traitées ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). La quantification des marquages est représentée 
selon le nombre de foci de XRCC1 par cellule et selon le nombre relatif de foci de XRCC1 selon les 
conditions. Les graphiques représentent la combinaison de 3 expériences indépendantes. 
NT : non traitées ; * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
 

 Ensuite, nous avons réalisé des essais comètes sur nos lignées afin de déterminer 

l’influence de H19 sur l’apparition de cassures de l’ADN proprement dites (Figure 43.B). Lors 

d’un essai comète, la présence de cassures de l’ADN est détectable après migration des 

cellules : si l’ADN n’a pas été endommagé, il sera révélé sous la forme d’une sphère compacte 

(‘‘tête de la comète’’), alors que si l’ADN a été endommagé, les fragments d’ADN plus légers 

migreront en-dehors de cette sphère, formant un halo (‘‘queue de la comète’’) s’étirant dans 

le sens opposé à la migration. Dans des cellules MCF-7 surexprimant ou non H19, nous 

évaluons la proportion de cassures en calculant le ‘‘tail moment’’, qui prend en compte 

l’intensité lumineuse de la ‘’queue’’, l’intensité lumineuse de la ‘‘tête’’ et la longueur de la 

‘‘queue’’. Lorsque les cellules MCF-7 contrôles (mock) sont traitées à la bléomycine, on 

constate une forte augmentation du tail moment due à l’induction de cassures de l’ADN 

(Figure 43.B). Ce tail moment diminue progressivement jusqu’à revenir à un niveau 

comparable aux cellules non traitées, 2h après l’arrêt du traitement. Dans le cas des cellules 

MCF-7 surexprimant stablement H19 (H19), le tail moment augmente fortement après le 

traitement à la bléomycine, mais on constate que ce tail moment diminue jusqu’à atteindre 

un niveau comparable à celui des cellules non traitées beaucoup plus rapidement (environ 10 

min post-traitement) que pour les cellules contrôles. De façon complémentaire, nous avons 

réalisé des marquages par immunofluorescence des protéines 53BP1 et XRCC1, qui sont des 

marqueurs de cassures double et simple brin de l’ADN respectivement (Figures 43.C et D). 

Dans les deux cas, le traitement à la bléomycine augmente le nombre de foci par cellule dans 

toutes les conditions, mais dans les MCF-7 surexprimant stablement H19, le nombre de foci 

est toujours significativement plus faible. 

 Ainsi, l’ensemble de ces résultats suggère que l’expression de H19 a un effet protecteur 
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contre les cassures de l’ADN, de façon directe en empêchant l’apparition de cassures ou de 

façon indirecte en favorisant leur réparation. 

E- H19 augmente l’activité des systèmes de réparation des cassures de l’ADN 

 Dans le but de caractériser l’action de H19 sur les cassures de l’ADN, nous nous 

sommes intéressés aux mécanismes de réparation de l’ADN. La réparation des cassures de 

l’ADN est essentielle pour la survie de la cellule. Deux mécanismes principaux sont mis en 

place pour prendre en charge et réparer une cassure : la réparation par jonction des 

extrémités non homologues (NHEJ) et la réparation par recombinaison homologue (HR) (voir 

paragraphe II-G-3)). Il est admis que l’efficacité de réparation de ces deux mécanismes diffère, 

puisque la réparation par HR génère un produit de réparation fidèle au brin matrice, alors que 

la réparation par NHEJ génère un produit de réparation moins fidèle pouvant générer des 

mutations (Ceccaldi et al., 2016). Nous avons ainsi vérifié l’implication potentielle de H19 dans 

ces mécanismes. Pour cela, nous avons transfecté deux systèmes rapporteurs pDRGFP et 

pimEJ5GFP dans des cellules MCF-7 de façon à générer des clones surexprimant stablement 

ces vecteurs (Figure 44). 

 Ces systèmes rapporteurs sont basés sur un gène de la GFP comportant plusieurs sites 

de coupure à l’enzyme de restriction I-SceI (Figure 44.A). En générant des coupures double 

brin de l’ADN, cette enzyme va permettre une réparation par HR ou par NHEJ selon le système 

rapporteur utilisé. De cette façon, l’émission de fluorescence GFP observée sera le témoin 

d’une cassure de l’ADN réparée. Dans notre modèle, une expression transitoire de H19 par 

transfection d’un plasmide pcDNA3.1-H19 a permis de déterminer l’efficacité de réparation 

par HR ou NHEJ. 
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Figure 44. H19 favorise la réparation des cassures de l’ADN par HR et NHEJ. 
A. Systèmes rapporteurs pimEJ5GFP et pDRGFP permettant la détection de la réparation de l’ADN par 
jonction des extrémités non homologues (NHEJ) et recombinaison homologue (HR) respectivement 
(adapté de Seluanov et al., 2010). B. Mesure de l’émission de fluorescence par cytométrie de flux de 
cellules MCF-7 surexprimant stablement le vecteur pDRGFP en présence ou non de H19 (expérience 
représentative). Les pourcentages de cellules GFP-positives sont indiqués et quantifiés selon les 
conditions. C. Mesure de l’émission de fluorescence par cytométrie de flux de cellules MCF-7 
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surexprimant stablement le vecteur pimEJ5GFP en présence ou non de H19 (expérience représentative). 
Les pourcentages de cellules GFP-positives sont indiqués et quantifiés selon les conditions. Les résultats 
présentés dans les graphiques sont la moyenne de trois expériences indépendantes, ainsi que les écarts-
types associés 
NT : non transfectées ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001. 
 

 L’activité de réparation par HR a été mesurée grâce au système rapporteur 

précédemment décrit, en présence ou non de H19. Cette activité a été mesurée dans des 

cellules MCF-7 par cytométrie de flux (Figure 44.B). Les résultats obtenus montrent qu’après 

transfection du vecteur pCBASceI (qui code l’enzyme I-SceI), les pourcentages de cellules GFP-

positives sont plus importants en présence de H19. De façon similaire, l’activité de réparation 

par NHEJ a été mesurée grâce au système rapporteur précédemment décrit, en présence ou 

non de H19. Cette activité a été mesurée dans des cellules MCF-7 par cytométrie de flux 

(Figure 44.C). Les résultats obtenus montrent qu’après transfection du vecteur pCBASceI, les 

pourcentages de cellules GFP-positives sont également plus importants en présence de H19. 

Ainsi, ces résultats montrent que l’expression de H19 favorise les mécanismes de réparation 

de l’ADN par HR et par NHEJ, ce qui pourrait expliquer la proportion moindre de cassures ainsi 

que la diminution du nombre de foci de γH2AX en présence de H19. 

F- H19 favorise une réparation précoce des cassures de l’ADN 

 Les résultats obtenus grâce aux essais comètes et aux systèmes rapporteurs de la 

réparation semblent donc suggérer que l’expression de H19 permet une réparation plus 

rapide des cassures de l’ADN dans les cellules cancéreuses mammaires. Pour décrire de façon 

plus précise cette différence d’activité, nous avons réalisé un test de cinétique de réparation 

sur des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 après irradiation. Un marquage 

de ces cellules par immunofluorescence a été réalisé, pour mettre en évidence les foci de 

γH2AX et donc la présence de cassures de l’ADN ainsi que leur réparation progressive (Figure 

45). 
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Figure 45. H19 permet l’activation des mécanismes de réparation de l’ADN de façon plus précoce. 
Des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 sont irradiées (2 Gy). A 30min, 1h, 2h, 3h et 
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4h après irradiation, les cellules sont marquées par immunofluorescence pour révéler les foci de γH2AX. 
La quantification représente le nombre de foci de γH2AX par cellule. Les graphiques représentent la 
combinaison de 3 expériences indépendantes. 
NT : non traitées ; *** : p < 0,001. 

 

 Pour évaluer la cinétique de réparation des cellules, nous avons choisi d’utiliser 

l’irradiation plutôt que le traitement à la bléomycine, de façon à éviter les biais causés par la 

durée du traitement. Les cellules ont été marquées par immunofluorescence 30 min, 1h, 2h, 

3h et 4h après irradiation. Globalement, on constate que l’irradiation augmente fortement le 

nombre de foci de γH2AX par cellule dans les deux conditions. De façon intéressante, on peut 

noter que cette augmentation est significativement réduite dans les cellules MCF-7 

surexprimant stablement H19 30 min après l’irradiation. En revanche, de 1h à 4h après 

l’irradiation, la différence entre les conditions n’est pas significative, même si on observe une 

tendance à la diminution du nombre de foci dans les cellules surexprimant stablement H19. 

Ceci suggère que l’expression de H19 permet la mise en place plus précoce des mécanismes 

de réparation des cassures de l’ADN. 

 De façon à confirmer cette hypothèse, nous avons ensuite étudié l’activation de 

différents senseurs et effecteurs de la voie de réponse aux dommages de l’ADN (DDR, DNA 

damage response) (Figure 46). 

 

Figure 46. L’expression de H19 active la voie de réponse aux dommages de l’ADN. 
A. Analyse de l’expression de la protéine Rad50 et du niveau de phosphorylation de Nbs1 par western 
blot dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 après traitement à la bléomycine 
(30 µg/µL, 2h). L’actine est utilisée comme témoin de charge. B. Analyse du niveau de phosphorylation 
de ATM et ATR par western blot dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 après 
traitement à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). La protéine Hsc70 est utilisée comme témoin de charge. C. 
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Analyse du niveau de phosphorylation de Chk2 par western blot dans des cellules MCF-7 surexprimant 
stablement ou non H19 après traitement à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). L’actine est utilisée comme 
témoin de charge. D. Analyse du niveau de phosphorylation de Chk1 par western blot dans des cellules 
MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 après traitement à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). La 
protéine Hsc70 est utilisée comme témoin de charge. Les intensités relatives des signaux ont été 
quantifiées par ImageJ et indiquées au-dessus de la bande correspondante. Toutes les expériences ont 
été réalisées au moins 3 fois.  

 

 Lors de l’apparition d’une cassure de l’ADN, le complexe MRN est immédiatement 

recruté. Ce complexe est composé des protéines Rad50, Mre11 et Nbs1, qui est la sous-unité 

catalytique du complexe (He et al., 2012). Nous constatons ici que dans les cellules MCF-7 

surexprimant stablement H19, la protéine Rad50 est plus exprimée et la protéine Nbs1 est 

plus activée (Figure 46.A). Dans la voie de signalisation de réponse aux dommages de l’ADN, 

le complexe MRN active par phosphorylation les protéines ATM et ATR. Nous avons donc 

vérifié l’activation de ces protéines dans notre modèle (Figure 46.B). Après traitement à la 

bléomycine, dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement H19, on observe une 

augmentation plus importante de la phosphorylation d’ATM par rapport aux cellules 

contrôles, accompagnée d’une légère augmentation de la phosphorylation d’ATR. Enfin, nous 

avons également étudié l’activation d’effecteurs plus en aval que sont les protéines Chk2 et 

Chk1 (Figures 46.C et D). Après traitement à la bléomycine, les niveaux de phosphorylation de 

Chk2 et Chk1 augmentent tous deux, mais cette augmentation est plus importante dans les 

cellules MCF-7 surexprimant stablement H19. 

 Ces résultats indiquent donc que l’expression de H19 favorise l’activation des 

effecteurs de la voie de réponse aux dommages de l’ADN. En complément des résultats 

précédents, ceci suggère que dans les cellules cancéreuses mammaires, H19 agit pour activer 

plus rapidement la réparation des dommages de l’ADN. 

G- H19 interagit avec EZH2 pour réprimer l’expression de rif1 

 Nous avons réalisé au laboratoire une étude transcriptomique par séquençage des 

ARNs (RNA-seq, RNA sequencing) afin de mesurer les changements d’expression génique dans 

nos lignées surexprimant stablement ou non H19. Cette étude permettra ainsi de mettre en 

évidence les gènes dont l’expression est régulée par H19. En couplant les résultats de cette 

étude avec une liste de gènes impliqués dans la réponse cellulaire à l’induction de dommages 

de l’ADN (http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology/GO:0006974), nous avons 

http://www.informatics.jax.org/vocab/gene_ontology/GO:0006974
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pu établir une liste de gènes cibles putatifs de H19 (Tableau 14). 

 Parmi les données publiques disponibles, 2338 gènes sont annotés comme ayant un 

rôle dans la cellule en réponse aux dommages de l’ADN. Nous avons comparé ces gènes à nos 

données de RNA-seq : de ce croisement de données résulte une liste de 18 gènes 

différentiellement exprimés dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19. 

Globalement, nous pouvons constater que parmi ces gènes, la plupart de ceux favorisant la 

réparation de l’ADN sont régulés positivement par H19, ce qui confirme nos précédents 

résultats. Parmi ce panel, nous avons donc sélectionné les gènes impliqués dans la réparation 

de l’ADN pour mener des analyses plus approfondies. 

Symbole Nom Annotations 
Régulation 

par H19 

ACKR3 
Atypical chemokine 

receptor 3 

Répression de la signalisation pro-apoptotique 

intrinsèque en réponse aux dommages de l’ADN 

Sous-

exprimé 

BACH1 

BTB and CNC homology 

1, basic leucine zipper 

transcription factor 1 

Réparation de l’ADN Sur-exprimé 

BATF 

Basic leucine zipper 

transcription factor, 

ATF-like 

Réponse aux dommages de l’ADN, transduction du 

signal induit par p53 
Sur-exprimé 

CD44 CD44 antigen 

• Répression de la réponse aux dommages de 

l’ADN, transduction du signal induit par p53 

• Répression de la signalisation pro-apoptotique 

intrinsèque en réponse aux dommages de l’ADN 

induite par p53 

Sur-exprimé 

CDKN1A 

Cyclin-dependent 

kinase inhibitor 1A 

(P21) 

• Réponse aux dommages de l’ADN, transduction 

du signal induit par p53 menant à un arrêt du cycle 

cellulaire 

• Médiation de la signalisation pro-apoptotique 

intrinsèque en réponse aux dommages de l’ADN 

induite par p53 

Sous-

exprimé 

DDX11 

DEAD/H (Asp-Glu-Ala-

Asp/His) box helicase 

11 

Activation de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN 
Sur-exprimé 

EPHA2 Eph receptor A2 
Médiation de la signalisation pro-apoptotique 

intrinsèque en réponse aux dommages de l’ADN 

Sous-

exprimé 
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EYA2 

EYA transcriptional 

coactivator and 

phosphatase 2 

Activation de la réparation de l’ADN Sur-exprimé 

FIGNL1 Fidgetin-like 1 
Régulation de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN par HR 
Sur-exprimé 

NIPBL 
NIPBL cohesion loading 

factor 

Régulation de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN lors de la réplication par échange 

entre chromatides sœurs 

Sous-

exprimé 

PAK1 
P21 (RAC1) activated 

kinase 1 
Réponse cellulaire aux dommages de l’ADN Sur-exprimé 

PIF1 
PIF1 5’-to-3’ DNA 

helicase 
Activation de la réparation de l’ADN Sur-exprimé 

RBM24 
RNA binding motif 

protein 24 
Réponse cellulaire aux dommages de l’ADN 

Sous-

exprimé 

RECQL  RecQ protein-like 
Réparation des cassures double brin de l’ADN par 

HR 
Sur-exprimé 

RIF1 
Replication timing 

regulatory factor 

• Répression de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN par HR 

• Activation de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN par NHEJ 

• Maintenance des télomères en réponse aux 

dommages de l’ADN 

Sous-

exprimé 

SFN Stratifin 
Médiation de la signalisation pro-apoptotique 

intrinsèque en réponse aux dommages de l’ADN 
Sur-exprimé 

UVRAG 
UV radiation resistance 

associated gene 

Réparation des cassures double brin de l’ADN par 

NHEJ 

Sous-

exprimé 

WDR70 WD repeat domain 70 
Régulation de la réparation des cassures double 

brin de l’ADN 

Sous-

exprimé 

 
Tableau 14. Liste des gènes cibles putatifs de H19 impliqués lors de la réponse aux dommages de 
l’ADN dans les cellules MCF-7.  
Des résultats de RNA-seq sur des cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 ont été croisés 
avec des données publiques de transcriptomique concernant des gènes impliqués lors de la réponse aux 
dommages de l’ADN. 
 

 Dans un premier temps, nous avons vérifié les résultats obtenus in silico dans nos 

modèles in vitro. Dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement H19, les gènes ddx11 et 

fignl1 sont sur-exprimés, et le gène rif1 est réprimé (Figure 47.A). Concernant son mode 
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d’action transcriptionnel, il est bien établi dans la littérature que H19 est capable d’interagir 

avec EZH2, la sous-unité du complexe PRC2, dans le contrôle de l’expression génique. Pour 

nos analyses suivantes, nous avons donc mis au point un modèle de surexpression stable de 

la protéine EZH2. Pour cela, nous avons transfecté des cellules MCF-7 avec un vecteur codant 

pour une protéine de fusion EZH2-EGFP. En parallèle, des cellules MCF-7 transfectées avec un 

vecteur codant pour l’EGFP sont utilisées comme contrôles. Les clones surexprimant ces 

protéines ont ensuite été sélectionnés puis triés sur la base de la fluorescence EGFP, de façon 

à obtenir des lignées MCF-7 surexprimant stablement la protéine de fusion EZH2-EGFP. 

L’expression de cette protéine est validée par microscopie (Figure 47.B), où on peut voir que 

les noyaux des cellules MCF-7 surexprimant stablement EZH2-EGFP apparaissent verts, alors 

que dans les MCF-7 contrôles c’est la cellule entière qui fluoresce en vert. Ces résultats sont 

confirmés en western blot, puisque dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement EZH2, 

en plus de la bande correspondant à la protéine EZH2 endogène, nous observons une bande 

de plus haut poids moléculaire correspondant à la protéine de fusion EZH2-EGFP (Figure 47.C). 

 Dans ce modèle, nous avons ensuite analysé l’expression des gènes dont l’expression 

semble régulée par H19 (ddx11, fignl1 et rif1). Nous constatons que l’expression des gènes 

ddx11 et rif1 est réprimée dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement EZH2 (Figure 

47.D). Pour des analyses complémentaires, nous avons choisi de nous focaliser sur 

l’expression du gène rif1. En effet, de nombreuses études ont montré l’implication de ce gène 

dans des phénomènes comme la réparation de l’ADN, la maintenance des télomères ainsi que 

la stabilité du génome des cellules (Chapman et al., 2013; Mattarocci et al., 2017; Mukherjee 

et al., 2019). De façon à déterminer le mode de régulation de l’expression de rif1, nous avons 

transfecté dans des cellules MCF-7 surexprimant stablement EZH2 un siRNA ciblant 

spécifiquement H19 (Figure 47.E). Nous pouvons constater que l’inhibition de l’expression de 

H19 entraîne une ré-expression de rif1 dans les MCF-7 surexprimant stablement EZH2, alors 

que cette ré-expression n’est pas retrouvée dans les cellules contrôles. Ceci suggère que la 

régulation de l’expression de rif1 fait intervenir coopérativement H19 et EZH2. Pour confirmer 

ces résultats, nous avons réalisé une immunoprécipitation des ARNs de façon à mettre en 

évidence la potentielle interaction entre H19 et EZH2. Nous avons constaté qu’en 

immunoprécipitant EZH2, nous récupérons de plus grandes quantités d’ARN H19 (Figure 

47.F) : ceci suggère une interaction entre H19 et EZH2, et confirme les résultats précédents. 
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Figure 47. H19 réprime l’expression de rif1 par l’intermédiaire de la protéine EZH2. 
A. Expression relative de ddx11, fignl1, nipbl, pif1, recql et rif1 dans des MCF-7 contrôles (mock) ou 
surexprimant stablement H19 (H19) déterminée par qRT-PCR. B. Des cellules MCF-7 ont été 
transfectées avec un vecteur contrôle codant pour l’EGFP (EGFP) ou un vecteur codant pour une 
protéine de fusion EZH2-EGFP (EZH2). Les clones surexprimant stablement l’une ou l’autre de ces deux 
protéines ont été sélectionnés puis triés sur la base de la fluorescence EGFP. C. Validation de 
l’expression de la protéine de fusion EZH2-EGFP par western blot. L’actine est utilisée comme témoin 
de charge. D. Expression relative de H19, ezh2, ddx11, fignl1, recql et rif1 dans des MCF-7 contrôles 
(EGFP) ou surexprimant stablement EZH2 (EZH2) déterminée par qRT-PCR. E. Des cellules MCF-7 
contrôles (EGFP) ou surexprimant stablement EZH2 (EZH2) ont été transfectées avec un siRNA ciblant 
spécifiquement H19 (siH19). L’expression relative de H19, ezh2 et rif1 est déterminée par qRT-PCR après 
transfection du siH19. F. La proportion d’ARN H19 associée aux protéines EZH2 est déterminée par qRT-
PCR après immunoprécipitation de EZH2 dans des MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant stablement 
H19 (H19). La condition IgG est indexée à 1 et utilisée comme contrôle. Toutes les expériences ont été 
réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, les données représentent la moyenne de 3 expériences 
indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 

 



190 
 

 Collectivement, ces résultats montrent que H19 interagit avec EZH2 pour réprimer 

l’expression du gène rif1, et ainsi moduler la réparation de l’ADN et la stabilité du génome des 

cellules cancéreuses mammaires. 

 

 L’ensemble de ces résultats met donc en évidence un mode d’action inédit du lncRNA 

H19 dans les cellules cancéreuses mammaires. En effet, nous montrons que H19 augmente 

la fréquence de mutation des cellules, ce qui peut être expliqué par une réparation plus 

rapide des dommages de l’ADN. H19 favorise l’activation notamment des mécanismes de 

réparation comme la recombinaison homologue ou la jonction des extrémités non-

homologues, ainsi que les effecteurs impliqués dans la voie de réponse aux dommages de 

l’ADN. De plus, nous mettons en évidence une action de ce lncRNA à plusieurs niveaux 

puisque H19 coopère avec EZH2, la sous-unité catalytique du complexe PRC2, dans la 

répression de l’expression de gènes comme rif1, permettant ainsi de moduler la mise en 

place des mécanismes de réparation de l’ADN. La réparation plus rapide des dommages de 

l’ADN permettra probablement une meilleure survie des cellules cancéreuses mammaires, 

ce qui pourrait expliquer leur résistance aux thérapies anti-cancéreuses conventionnelles. 
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III – Contributions relatives du long ARN non codant H19 et 
de son miR-675 dans l’agressivité des cellules cancéreuses 
mammaires 
 

A- Introduction 

 Dans ce manuscrit, nous avons déjà jusqu’à présent largement décrit les modes 

d’action du lncRNA H19 contribuant à la progression tumorale des cellules cancéreuses 

mammaires. Dans une volonté de précision de ces mécanismes d’action, nous avons voulu 

étudier l’implication et la part relative de H19 et de son miR-675 dans le développement et la 

progression des cancers du sein, et en particulier dans la dissémination métastatique. En effet, 

nous savons que H19 favorise la migration, l’invasion et le développement de métastases dans 

le cancer du sein. De façon complémentaire, il a été montré que le miR-675 favorise la 

progression tumorale en ciblant l’expression de gènes suppresseurs de tumeur tels que Rb, 

Twist1 ou encore RUNX1 (Hernandez et al., 2013; Tsang et al., 2010; Zhuang et al., 2014). 

Notre équipe a également identifié les ubiquitine ligases Cbl-b et c-Cbl comme étant des cibles 

du miR-675 dans le cancer du sein : leur inhibition entraîne une augmentation de la 

prolifération et de la migration des cellules cancéreuses mammaires (Vennin et al., 2015).  

B- H19 et le miR-675 favorisent l’invasion des cellules cancéreuses mammaires 
in vivo 
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Figure 48. H19 et le miR-675 favorisent tous deux l’invasion des cellules cancéreuses mammaires in 
vivo. 
A. Capacités invasives de cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement H19 et leurs contrôles, 
marquées avec des traceurs lipophiles, dans des poissons zèbres transgéniques. Les photos en 
fluorescence ont été réalisées grâce à un logiciel d’acquisition d’image automatique. B. Capacités 
invasives de cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement le miR-675 et leurs contrôles, marquées 
avec des traceurs lipophiles, dans des poissons zèbres transgéniques. Les photos en fluorescence ont 
été réalisées grâce à un logiciel d’acquisition d’image automatique. C. Quantification du nombre de 
cellules invasives par poisson zèbre. D. Fluorescence de la protéine mCherry dans des cellules 
SUM159PT transfectées ou non avec un plasmide pH19-mCherry. L’intensité de fluorescence est classée 
en sous-populations cellulaires mCherryneg et mCherryhigh. L’expression relative de H19 dans ces sous-
populations est représentée. E. Capacités invasives des sous-populations mCherryneg et mCherryhigh, 
marquées avec des traceurs lipophiles, dans des poissons zèbres transgéniques. Les photos en 
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fluorescence ont été réalisées grâce à un logiciel d’acquisition d’image automatique. F. Quantification 
du nombre de cellules invasives par poisson zèbre. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 
fois. Pour les graphiques, les données représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes et les 
écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
 

 Pour étudier les contributions relatives de H19 et de son miR-675 dans le processus 

métastatique in vivo, nous avons injecté des cellules cancéreuses mammaires, préalablement 

marquées avec des fluorophores liposolubles, dans le sac vitellin d’embryons de poissons 

zèbres transgéniques. L’invasion des cellules injectées a été analysée 3 jours après l’injection. 

Nous avons pu observer une augmentation de l’invasion de cellules MDA-MB-231 

surexprimant stablement H19 ou le miR-675 comparé aux cellules contrôles (Figures 48.A à 

48C). 

 De façon à mettre en évidence le rôle de H19 sans recourir à la surexpression 

ectopique, nous avons utilisé une lignée SUM159PT transfectée avec un vecteur permettant 

l’expression stable d’une protéine fluorescente rouge mCherry sous le contrôle du promoteur 

de H19. Ce système rapporteur permet ainsi de sélectionner les cellules surexprimant H19 au 

sein d’une population totale, sans modifier son niveau d’expression. Comme nous nous y 

attendions, la fraction mCherryhigh est caractérisée par un plus grand niveau d’expression de 

H19 comparé à la fraction mCherryneg (Figure 48.D), ce qui valide notre modèle cellulaire. Il 

est également à noter que le niveau d’expression de H19 dans les cellules mCherryhigh peut 

varier selon les expériences (de 2 à 14 fois plus que dans la population mCherryneg). Dans tous 

les cas, nous sommes capables d’isoler les cellules surexprimant H19 au sein d’une population 

totale hétérogène. Pour la suite des expériences, nous avons utilisé une population 

surexprimant H19 d’un facteur 2. 

 Comme précédemment, les cellules SUM159PT pH19-mCherryneg/high, marquées avec 

des fluorophores liposolubles, ont été co-injectées dans le sac vitellin d’embryons de poissons 

zèbres transgéniques. En comparaison avec les cellules mCherryneg, les cellules mCherryhigh ont 

des capacités invasives plus importantes, puisqu’elles sont localisées plus loin vers l’extrémité 

caudale du poisson zèbre, à travers l’aorte dorsale, l’artère caudale puis la veine caudale 

(Figure 48.E). D’après la quantification réalisée (Figure 48.F), les cellules mCherryhigh sont trois 

fois plus invasives que les cellules mCherryneg, confirmant ainsi que les cellules surexprimant 

H19 sont plus invasives. 

 Les capacités invasives des cellules cancéreuses mammaires surexprimant H19 ou le 
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miR-675 in vivo nous ont incités à déterminer si et comment H19 et le miR-675 peuvent 

influencer les cellules cancéreuses mammaires in vitro en termes de migration, d’invasion, 

d’EMT et de caractère souche, tous ces processus étant connus pour être impliqués dans 

l’invasion tumorale. 

C- H19 et le miR-675 favorisent la migration et l’invasion des cellules cancéreuses 
mammaires in vitro 

 

 Les capacités migratoires des cellules cancéreuses mammaires surexprimant 

stablement ou non H19 ou le miR-675 ont été déterminées par transwell. Dans un premier 

temps, nous avons observé que la migration de cellules MCF-7 ou MDA-MB-231 surexprimant 

stablement H19 est plus importante (Figure 49.A). A l’inverse, les cellules MDA-MB-231 et 

SUM159PT natives transfectées avec un siRNA ciblant spécifiquement H19 montrent des 

capacités de migration réduites (Figure 49.B). La migration de cellules MDA-MB-231 

surexprimant stablement le miR-675 est également augmentée (Figure 49.C). De façon 

similaire, les cellules SUM159PT natives transfectées avec un anti-miR ciblant le miR-675 

montrent des capacités de migration réduites (Figure 49.D). 

 Ensuite, la migration des deux populations cellulaires de notre modèle SUM159PT-

pH19-mCherry a été analysée. Nous avons constaté une augmentation de la migration des 

cellules mCherryhigh comparé aux cellules mCherryneg (Figure 49.E). Après transfection d’un 

inhibiteur du miR-675 dans ces cellules, on peut constater que les capacités de migration des 

cellules mCherryhigh diminuent d’environ 20% comparé aux cellules contrôles (Figure 49.F). 

Cependant, lorsqu’on compare la migration des cellules mCherryneg et mCherryhigh après 

inhibition du miR-675, nous observons une augmentation de la migration des cellules 

mCherryhigh (Figure 49.G), suggérant que l’expression de H19 à elle seule peut favoriser la 

migration cellulaire, indépendamment du miR-675.  
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Figure 49. H19 et le miR-675 favorisent tous deux la migration des cellules cancéreuses mammaires. 
A. Des cellules contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) sont cultivées dans des 
transwells pendant 24h. Les cellules ayant migré sont colorées avec du Hoechst 33258 1 mM et 
comptées. B. Capacités migratoires de cellules contrôles (siCtrl) ou invalidées pour H19 (siH19) 
déterminées par transwell. C. Des cellules MDA-MB-231 contrôles (mock) ou surexprimant stablement 
le miR-675 (miR-675) sont cultivées dans des transwells pendant 24h. Les cellules ayant migré sont 
colorées avec du Hoechst 33258 1 mM et comptées. D. Capacités migratoires de cellules transfectées 
avec le miR-675 (miR) ou invalidées pour le miR-675 (anti-miR) déterminées par transwell. Les résultats 
sont présentés en pourcentage du contrôle. E. Capacités migratoires relatives de cellules SUM159PT-
pH19-mCherryneg versus SUM159PT-pH19-mCherryhigh déterminées par transwell. F. Capacités 
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migratoires de cellules invalidées pour le miR-675 (anti-miR) déterminées par transwell. Les résultats 
sont présentés en pourcentage du contrôle. G. Capacités migratoires de cellules invalidées pour le miR-
675 (anti-miR) déterminées par transwell. Les résultats sont présentés en pourcentage de la condition 
mCherryneg. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, les données 
représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés. 
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 

 

 Dans la continuité de cette étude, nous avons ensuite voulu déterminer le rôle de H19 

et de son miR-675 dans le processus d’invasion cellulaire, en utilisant des transwells ‘‘coatés’’ 

avec du collagène. Les capacités invasives de cellules MCF-7 et MDA-MB-231 surexprimant 

stablement H19 sont augmentées par rapport aux cellules contrôles (Figure 50.A). De façon 

complémentaire, l’invalidation de l’expression de H19 par siRNA réduit l’invasion des cellules 

MCF-7, MDA-MB-231 et SUM159PT natives (Figure 50.B). L’expression du miR-675 permet 

également d’augmenter l’invasion, comme nous le constatons dans les cellules MDA-MB-231 

qui le surexpriment stablement (Figure 50.C) ou dans des cellules MCF-7 et SUM159PT 

transfectées avec un mimic miR-675 (Figure 50.D). L’invasion des cellules mCherryhigh est 

également plus importante, comparé aux cellules mCherryneg (Figure 50.E), et la transfection 

d’un anti-miR dirigé contre le miR-675 dans les cellules mCherryhigh diminue leurs capacités 

d’invasion, comparé aux cellules contrôles (Figure 50.F), mettant en évidence l’implication du 

miR-675 dans l’invasion induite par H19. Cependant, de la même manière que pour la 

migration cellulaire, l’invasion des mCherryhigh est plus importante lorsque le miR-675 est 

inhibé (Figure 50.G), indiquant que l’invasion induite par H19 ne requiert pas l’action du miR-

675. 

 L’ensemble de ces résultats permet donc de dire que H19 comme le miR-675 sont 

capables de favoriser la migration et l’invasion des cellules cancéreuses mammaires. 
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Figure 50. H19 et le miR-675 favorisent tous deux l’invasion des cellules cancéreuses mammaires. 
A. Des cellules contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19) sont cultivées dans des 
transwells pendant 24h. Les cellules invasives sont colorées avec du Hoechst 33258 1 mM et comptées. 
B. Capacités invasives de cellules contrôles (siCtrl) ou invalidées pour H19 (siH19) déterminées par 
transwell. C. Des cellules MDA-MB-231 contrôles (mock) ou surexprimant stablement le miR-675 (miR-
675) sont cultivées dans des transwells pendant 24h. Les cellules invasives sont colorées avec du 
Hoechst 33258 1 mM et comptées. D. Capacités invasives de cellules transfectées avec le miR-675 (miR) 
ou invalidées pour le miR-675 (anti-miR) déterminées par transwell. Les résultats sont présentés en 
pourcentage du contrôle. E. Capacités invasives relatives de cellules SUM159PT-pH19-mCherryneg 
versus SUM159PT-pH19-mCherryhigh déterminées par transwell. F. Capacités invasives de cellules 
invalidées pour le miR-675 (anti-miR) déterminées par transwell. Les résultats sont présentés en 
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pourcentage du contrôle. G. Capacités invasives de cellules invalidées pour le miR-675 (anti-miR) 
déterminées par transwell. Les résultats sont présentés en pourcentage de la condition mCherryneg. 
Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, les données représentent 
la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
 

D- H19 et le miR-675 régulent différemment l’expression des marqueurs 
épithéliaux et mésenchymateux 
 

 La motilité accrue et les capacités invasives sont des caractéristiques des cellules 

cancéreuses requises pour envahir les tissus environnants, et ainsi promouvoir le 

développement métastatique. Ces caractéristiques font partie des modifications 

phénotypiques entraînées par la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). L’EMT est un 

processus pendant lequel les cellules perdent leurs propriétés épithéliales pour acquérir de 

nouvelles caractéristiques mésenchymateuses. Pendant l’EMT, les cellules subissent des 

modifications moléculaires importantes, avec notamment la répression de l’expression des 

protéines de jonctions adhérentes et de jonctions serrées, et la surexpression de protéines 

spécifiques des cellules mésenchymateuses. L’expression de ces marqueurs est régulée par de 

nombreux facteurs de transcription. Dans une approche préliminaire de l’EMT, nous avons 

analysé par western blot l’expression des marqueurs moléculaires associés aux phénotypes 

épithélial ou mésenchymateux (Figure 51). 

 ZO-1 est une protéine impliquée dans la formation des jonctions serrées. Elle permet 

de lier les protéines transmembranaires au cytosquelette d’actine. L’E-cadhérine participe aux 

jonctions intramembranaires pour modifier la morphologie cellulaire en modulant la 

conformation du cytosquelette. TCF8/ZEB1 est un facteur de transcription qui régule 

négativement la formation des jonctions adhérentes en réprimant l’expression de l’E-

cadhérine. Snail, un autre facteur de transcription, réprime quant à lui l’expression de ZO-1. 

La vimentine est une protéine mésenchymateuse qui module la structure et l’organisation des 

filaments intermédiaires.  
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Figure 51. Effets de H19 et du miR-675 sur l’expression des marqueurs de l’EMT. 
A. Expression des marqueurs de l’EMT dans des cellules MCF-7 contrôles (mock) ou surexprimant 
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stablement H19 (H19), déterminée par western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. Les 
intensités relatives des bandes ont été quantifiées par ImageJ. B. Expression des marqueurs de l’EMT 
dans des cellules SUM159PT-pH19-mCherryneg (mCherryneg) ou SUM159PT-pH19-mCherryhigh 
(mCherryhigh), déterminée par western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. Les intensités 
relatives des bandes ont été quantifiées par ImageJ. C. Expression des marqueurs de l’EMT dans des 
cellules MDA-MB-231 contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19), déterminée par 
western blot. L’actine est utilisée comme témoin de charge. Les intensités relatives des bandes ont été 
quantifiées par ImageJ. D. Expression des marqueurs de l’EMT dans des cellules MDA-MB-231 contrôles 
(mock) ou surexprimant stablement le miR-675 (miR-675), déterminée par western blot. L’actine est 
utilisée comme témoin de charge. Les intensités relatives des bandes ont été quantifiées par ImageJ. 
Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les graphiques, les données représentent 
la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
 

 Dans les cellules MCF-7, qui expriment un phénotype épithélial, l’expression des 

marqueurs mésenchymateux n’est pas détectée, quel que soit le niveau d’expression de H19. 

En revanche, les protéines ZO-1 et E-cadhérine, qui sont des protéines épithéliales, sont moins 

exprimées dans les cellules MCF-7 surexprimant stablement H19 par rapport aux cellules 

contrôles (Figure 51.A). Concernant les cellules SUM159PT, qui présentent un phénotype 

moins épithélial que celui des MCF-7, on constate une diminution de l’expression de ZO-1 

accompagnée d’une augmentation de l’expression de la N-cadhérine, de la vimentine et de 

Snail dans les cellules mCherryhigh comparé aux cellules mCherryneg (Figure 51.B). De plus, 

l’expression des marqueurs mésenchymateux (TCF8/ZEB1, N-cadhérine, vimentine, Snail) est 

encore plus augmentée dans les cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement H19 (Figure 

51.C). L’ensemble de ces résultats montre donc que quel que soit le phénotype cellulaire 

initial, l’expression de H19 agit en faveur de l’EMT en réprimant l’expression des marqueurs 

épithéliaux et/ou en surexprimant les marqueurs mésenchymateux. 

 Les profils d’expression des marqueurs de l’EMT dans les cellules MDA-MB-231 

surexprimant stablement le miR-675 sont quant à eux assez inattendus, puisqu’on observe 

une augmentation de l’expression du marqueur épithélial ZO-1, mais aussi des marqueurs 

mésenchymateux TCF8/ZEB1 et N-cadhérine (Figure 51.D). L’expression de la vimentine n’est 

pas significativement modifiée, mais l’expression de Snail est réprimée. Ces modifications 

suggèrent la mise en place d’un phénotype ‘‘hybride’’ épithélio-mésenchymateux induit par 

l’expression du miR-675. 
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E- H19 et le miR-675 favorisent la clonogénicité des cellules cancéreuses 
mammaires 
 

 
 

Figure 52. H19 et le miR-675 favorisent la formation de clones cancéreux mammaires. 
A. Clonogénicité de cellules contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 (H19). B. Clonogénicité 
relative de cellules SUM159PT-pH19-mCherryhigh versus SUM159PT-pH19-mCherryneg. C. Clonogénicité 
de cellules contrôles (siCtrl) ou invalidées pour H19 (siH19). D. Clonogénicité de cellules MDA-MB-231 
contrôles (mock) ou surexprimant stablement le miR-675 (miR-675). E. Clonogénicité de cellules 
transfectées avec le miR-675 (miR) ou avec un inhibiteur du miR-675 (anti-miR). Les résultats sont 
présentés en pourcentage du contrôle. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Pour les 
graphiques, les données représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes et les écarts-types 
associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 

 

 Le test de clonogénicité consiste en une analyse in vitro de la survie cellulaire basée 

sur la capacité d’une cellule unique à survivre, croître et se multiplier : le clone ainsi formé est 

le reflet du niveau d’agressivité de la cellule cancéreuse. Nous avons réalisé ces tests de 
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clonogénicité en utilisant nos modèles cellulaires exprimant différents niveaux de H19 et du 

miR-675 (Figure 52). De cette façon, nous avons pu constater que les cellules MCF-7 et MDA-

MB-231 surexprimant stablement H19 forment plus de clones en comparaison à leurs 

contrôles respectifs (Figure 52.A). Des résultats similaires ont été obtenus avec les cellules 

SUM159PT-pH19-mCherryhigh en comparaison aux cellules mCherryneg (Figure 52.B). De plus, 

l’invalidation de H19 par siRNA induit une diminution de la clonogénicité des cellules natives 

MCF-7 et SUM159PT (Figure 52.C). Ces résultats indiquent que H19 permet l’augmentation de 

la clonogénicité des cellules cancéreuses mammaires. 

 Les effets du miR-675 sur la clonogénicité varient selon le modèle étudié : en effet, les 

cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement le miR-675 montrent une formation de clones 

similaire à la condition contrôle (Figure 52.D). En revanche, l’expression transitoire du miR-

675 augmente la clonogénicité des cellules MCF-7 et SUM159PT, et l’inhibition du miR-675 

diminue le nombre de clones formés dans les cellules SUM159PT seulement (Figure 52.E). 

F- H19 et le miR-675 sont tous deux impliqués dans l’acquisition d’un phénotype 
souche cancéreux 
 

 Pour aller plus loin dans l’étude de l’agressivité des cellules cancéreuses mammaires, 

nous nous sommes ensuite intéressés au phénotype cellulaire souche, qui est lié aux capacités 

cellulaires de migration et d’invasion. Une méta-analyse à partir de données de micro-array a 

été réalisée pour mettre en évidence l’expression du gène H19 dans plus de 5000 échantillons 

de tumeurs de sein, et comparer parmi ces échantillons ceux qui expriment ou non les gènes 

impliqués dans le phénotype souche. Deux signatures géniques ont été utilisées : la première 

basée sur l’expression de l’isoforme ALDH1A1, et la seconde basée sur la combinaison d’une 

surexpression de CD44 et d’une sous-expression de CD24 (CD44+/CD24-). Les échantillons 

tumoraux ont ainsi été classés en catégories appelées H19high et H19low selon le niveau plus ou 

moins important d’expression de H19 comparé à la médiane. Nous constatons ainsi une 

expression plus importante de H19 dans les échantillons tumoraux exprimant les signatures 

géniques caractéristiques du phénotype souche, suggérant que H19 pourrait avoir un rôle 

dans la biologie des cellules souches cancéreuses mammaires (Figure 53.A). 
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Figure 53. Action de H19 et du miR-675 sur le phénotype souche des cellules cancéreuses 
mammaires. 
A. Expression du gène H19 dans des tumeurs mammaires exprimant ou non les signatures géniques du 
phénotype souche. Le tableau représente l’expression de H19 selon la signature génique des tumeurs. 
Deux signatures géniques ont été utilisées : une basée sur l’expression de l’isoforme ALDH1A1 et l’autre 
basée sur la combinaison CD44+/CD24-. B. Expression relative des gènes H19, sox2, oct3/4, notch1, 
nanog, abcg2, aldh1a1 et aldh1a3 ainsi que du miR-675 dans des cellules MCF-7, MDA-MB-231 et 
SUM159PT. Les niveaux d’expression sont rapportés aux niveaux d’expression dans des cellules hTERT 
indexés à 1.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
 

 Nous avons ensuite analysé par qRT-PCR l’expression de différents marqueurs 

impliqués dans la biologie des cellules souches cancéreuses (Sox2, Oct3/4, Notch1, Abcg2, 

Aldh1a1 et Aldh1a3). Comme attendu, une corrélation a été mise en évidence entre H19 et le 

miR-675. Il est à noter que bien que l’expression de H19 et du miR-675 sont généralement 

corrélées avec celles des marqueurs de cellules souches cancéreuses, quelques différences 

existent selon la lignée cellulaire considérée. Par exemple, une diminution de l’expression de 

Notch1, Aldh1a1 et Aldh1a3 est observée dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231, 

contrairement aux cellules SUM159PT. De la même manière, l’expression de Nanog est 
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augmentée dans les cellules MDA-MB-231 et SUM159PT, mais pas dans les cellules MCF-7 

(Figure 53.B). 

 Dans la continuité de cette analyse, nous avons ensuite voulu étudier le rôle de H19 et 

du miR-675 dans la capacité des cellules à former des mammosphères (Figure 54). Nous 

constatons ainsi que les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 surexprimant stablement H19 

forment plus de sphères en comparaison à leurs contrôles respectifs (Figure 54.A). De la 

même façon, la capacité des cellules à former des sphères est également augmentée dans les 

cellules SUM159PT-pH19-mCherryhigh comparé aux cellules mCherryneg (Figure 54.B). Une 

diminution de cette capacité à former des sphères est observée dans les trois lignées MCF-7, 

MDA-MB-231 et SUM159PT natives lorsque l’expression de H19 est invalidée par siRNA 

(Figure 54.C). Ces résultats indiquent que H19 est impliqué dans la capacité des cellules 

cancéreuses mammaires à former des sphères. 
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Figure 54. H19 et le miR-675 favorisent tous deux l’acquisition du phénotype cellulaire souche 
cancéreux mammaire. 
A. Capacités de formation de sphères de cellules contrôles (mock) ou surexprimant stablement H19 
(H19). B. Capacité relative de formation de sphères de cellules SUM159PT-pH19-mCherryhigh versus 
SUM159PT-pH19-mCherryneg. C. Capacité de formation de sphères de cellules contrôles (siCtrl) ou 
invalidées pour H19 (siH19). D. Capacités de formation de sphères de cellules MDA-MB-231 contrôles 
(mock) ou surexprimant stablement le miR-675 (miR-675). E. Capacités de formation de sphères de 
cellules transfectées avec le miR-675 (miR) ou avec un inhibiteur du miR-675 (anti-miR). Les résultats 
sont présentés en pourcentage du contrôle. F. Capacités de formation de sphères de cellules MCF-7 
surexprimant stablement H19 transfectées avec le miR-675 (miR) ou avec un inhibiteur du miR-675 
(anti-miR). Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle. Des photos représentatives sont 
figurées pour chaque condition. G. Capacités de formation de sphères de cellules MDA-MB-231 
surexprimant stablement H19 transfectées avec le miR-675 (miR) ou avec un inhibiteur du miR-675 
(anti-miR). Les résultats sont présentés en pourcentage du contrôle. Des photos représentatives sont 
figurées pour chaque condition. H. Pourcentages de sous-populations cellulaires ALDEFLUOR-positives 
définis par test ALDEFLUOR dans des cellules invalidées pour H19 (siH19), transfectées avec le miR-675 
(miR) ou invalidées pour le miR-675 (anti-miR). Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. 
I. Niveaux d’expression de H19 et du miR-675 dans des lignées cellulaires cultivées en conditions de 
formation de sphère versus en conditions 2D. Pour les graphiques, les données représentent la moyenne 
de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés.  
* : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; *** : p < 0,001 ; ns : non significatif. 
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 En parallèle, nous avons étudié l’impact du miR-675 sur ce phénotype : les cellules 

MDA-MB-231 surexprimant stablement le miR-675 forment plus de mammosphères (Figure 

54.D). De la même façon, la transfection du miR-675 augmente la capacité des cellules MCF-7 

et SUM159PT à former des sphères, alors que la transfection d’un inhibiteur du miR-675 

réprime cette capacité (Figure 54.E). De façon intéressante, la transfection du miR-675 

n’augmente pas la capacité à former des sphères dans des cellules MCF-7 et MDA-MB-231 

surexprimant stablement H19. Cependant, lorsqu’on transfecte un inhibiteur du miR-675 dans 

ces cellules, on observe une diminution de la capacité à former des sphères de 70% pour les 

cellules MCF-7 (Figure 54.F) et de 60% pour les cellules MDA-MB-231 (Figure 54.G). De façon 

complémentaire, nous avons réalisé un test ALDEFLUOR pour mettre en évidence les cellules 

viables après transfection d’un siRNA dirigé contre H19, du miR-675 ou d’un inhibiteur du miR-

675. Nous avons constaté une diminution de la sous-population cellulaire ALDHhigh dans la 

condition siH19 comparé à la condition contrôle. Cependant, les différences observées dans 

les conditions miR et anti-miR par rapport aux conditions contrôles respectives ne sont pas 

significatives (Figure 54.H). 

 Enfin, l’augmentation de la capacité des cellules à former des sphères régulée par H19 

et le miR-675 nous a poussés à déterminer leur expression dans des cellules natives en 

conditions de culture favorisant la prolifération des cellules souches. En effet, lorsque les 

cellules souches sont cultivées dans des conditions définies, elles ont la capacité de croître 

sans ancrage de façon à former des sphères en suspension (Ishiguro et al., 2017). Nous avons 

observé une augmentation de l’expression de H19 dans les cellules MDA-MB-231 et 

SUM159PT et une augmentation de l’expression du miR-675 dans les cellules MCF-7 dans ces 

conditions, en comparaison aux mêmes lignées cultivées en monocouche (Figure 54.I). 

 L’ensemble de ces résultats met ainsi en évidence l’implication de H19 et du miR-675 

dans l’enrichissement des cellules souches cancéreuses mammaires. 

 

 

 Collectivement, ces résultats permettent ainsi de mettre en évidence l’implication et 

les contributions relatives du lncRNA H19 et de son miR-675 dans l’apparition et le 

développement des métastases mammaires. Dans la plupart des cas, H19 et le miR-675 ont 

des effets similaires : en effet, nous montrons que H19 comme le miR-675 participent dans 
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la migration, l’invasion et l’acquisition du phénotype souche des cellules cancéreuses 

mammaires. Pour autant, le miR-675 n’a pas la même action que le lncRNA H19 pendant 

l’EMT : leurs actions respectives semblent être séquentielles au cours du développement 

métastatique. Ces résultats inédits montrent ainsi la coopération entre un lncRNA et un 

miRNA dans la mise en place de l’EMT, qui devrait être prise en compte dans le diagnostic, 

le pronostic et la prise en charge thérapeutique des cancers du sein. 
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Conclusion 

 Les résultats obtenus au cours de ma thèse ont permis de caractériser de nouveaux 

mécanismes d’action du lncRNA H19 et de son miR-675 dans les cancers du sein. Dans un 

premier temps, j’ai mis en évidence une interaction de H19 avec les protéines p53 et MDM2 

dans la formation d’un complexe tripartite : ceci entraînera alors la dégradation de p53. La 

régulation négative exercée par H19 sur p53 entraîne la répression des phénotypes associés à 

cette protéine, tels que l’arrêt du cycle cellulaire, l’induction de l’apoptose et la sénescence 

cellulaire. De plus, j’ai mis en évidence que cette répression de p53 par H19 favorise 

l’instabilité du génome des cellules, contribuant ainsi au rôle oncogénique de H19 dans les 

cellules cancéreuses mammaires. Ensuite, j’ai poursuivi ces travaux et montré que l’expression 

de H19 favorise la réparation de l’ADN des cellules cancéreuses après traitement. En effet, 

après traitement, H19 permet une réparation plus rapide des fragments d’ADN endommagés, 

en favorisant notamment l’activation des voies de signalisation moléculaires en réponse aux 

dommages de l’ADN, entraînant l’augmentation de l’activité des systèmes de réparation par 

recombinaison homologue ou par jonction des extrémités non homologues. Ce phénomène 

pourrait ainsi expliquer l’association mise en évidence entre l’expression de H19 et la 

chimio/radiorésistance des cellules aux traitements anti-cancéreux conventionnels, suggérant 

ainsi un rôle primordial pour H19 dans la rechute des patientes atteintes de cancer du sein. 

Enfin, je me suis intéressé aux contributions relatives de H19 et de son miR-675 dans la 

progression tumorale mammaire. Mes travaux ont contribué à mettre en évidence que H19 

et le miR-675 sont tous deux impliqués dans l’apparition et le développement de cancer du 

sein métastatique, notamment en favorisant la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses, ainsi que dans la régulation du pool de cellules souches cancéreuses mammaires. 

Pour autant, les résultats obtenus semblent indiquer que leur action dans le développement 

de métastases est séquentielle, constituant un phénomène jusqu’alors inédit. 

 L’ensemble de ces résultats permet donc une meilleure compréhension des 

mécanismes oncogéniques induits par le lncRNA H19. Cependant, ces données soulèvent 

également de nouvelles questions : en effet, la plupart des mécanismes mis en évidence par 

mes travaux de thèse étaient jusqu’à présent inconnus pour H19, ce qui amène à discuter de 

leur importance dans le cadre de la progression tumorale mammaire et de la résistance aux 

thérapies anti-cancéreuses conventionnelles. De plus, l’introduction de ces mécanismes de 
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régulation suggère une complexité grandissante quant aux rôles cellulaires de H19, de ses 

partenaires d’interaction et de ses intermédiaires. Notamment, l’implication de H19 dans une 

signalisation aussi complexe que la voie de réponse aux dommages de l’ADN laisse supposer 

une action diversifiée et à de multiples niveaux. Mes travaux de thèse l’ont montré puisque 

nous avons pu constater une action de H19 aux niveaux transcriptionnel et post-

transcriptionnel. Cette idée est renforcée par les différents modes d’action possibles de H19 : 

quel est alors le degré d’implication de ce lncRNA dans la régulation des phénotypes cellulaires 

cancéreux ? H19 interagit-il avec d’autres partenaires protéiques ? Son action est-elle 

complémentaire de l’action du miR-675 comme nous l’avons montré pour la dissémination 

métastatique ? L’établissement de pistes de réponse à ces questions par la poursuite des 

travaux menés au laboratoire permettra d’ouvrir de nombreuses perspectives de thérapies 

ciblées dans le cadre des cancers mammaires. 
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Discussion & perspectives 

I – L’expression de H19 réprime la protéine p53 et perturbe 

les phénotypes associés 
 

 Etant donné l’importance de p53 dans de nombreux processus cellulaires, l’expression 

de cette protéine est contrôlée de façon stricte par plusieurs systèmes de régulation 

complexes. Parmi ceux-ci, la protéine MDM2 est le principal régulateur de l’expression p53 : 

elle est connue pour induire l’ubiquitinylation et la dégradation de p53 par la voie du 

protéasome. Cependant, d’autres mécanismes peuvent participer au contrôle de l’expression 

de p53 : par exemple, dans les cellules cancéreuses gastriques, il a été montré que le lncRNA 

H19 interagit avec p53, bien que les conséquences fonctionnelles de cette interaction n’aient 

pas été décrites (Yang et al., 2012). De façon complémentaire, il a également été démontré 

que le miR-675, dérivé de H19, réprime l’expression de p53, favorisant ainsi la prolifération 

des cellules cancéreuses vésicales et pulmonaires (Liu et al., 2016a; Zheng et al., 2019). Mes 

travaux de thèse ont permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme d’action de H19 : 

pour la première fois, nous avons montré une association de H19 avec p53 mais aussi avec 

MDM2 dans les cellules cancéreuses mammaires. Cette interaction favorise la dégradation de 

p53, et empêche l’activation de p53 après induction de dommages de l’ADN. De plus, nous 

avons montré que les gènes cibles de p53 comme cdkn1a ou bax sont également réprimés, 

entraînant une progression dans le cycle cellulaire, une diminution de l’induction de 

l’apoptose, et très probablement l’accumulation de cellules présentant des mutations 

génétiques. De cette façon, H19 pourrait contribuer à la progression tumorale en augmentant 

la proportion d’altérations génétiques et en maintenant les systèmes de prolifération des 

cellules cancéreuses, malgré les mutations de leur ADN. Ainsi, l’interaction entre H19 et p53 

pourrait favoriser l’instabilité génomique chez des patients qui ne sont pas exposés aux 

drogues génotoxiques : des investigations plus poussées pourraient être menées de façon à 

déterminer si cette interaction existe également dans les cellules non cancéreuses. 

 Avant ces résultats, notre équipe avait déjà mis en évidence que la surexpression de 

H19 permet de faciliter la transition G1/S du cycle cellulaire (Berteaux et al., 2005). Dans les 

cellules cancéreuses mammaires, l’expression du gène H19 est activée par la fixation du 

facteur de transcription E2F1 (au niveau de deux sites consensus situés sur le promoteur de 
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H19) et réprimée par le suppresseur de tumeur RB. De façon intéressante, H19 est capable de 

réprimer l’expression de RB par l’intermédiaire de son miR-675 dans les cancers hépatique et 

colorectal (Hernandez et al., 2013; Tsang et al., 2010), bien que ce phénomène n’ait pas été 

retrouvé dans notre modèle (Vennin et al., 2015). En complément, il a également été montré 

que l’expression de H19 est activée par l’oncogène c-Myc, ce qui entraîne une prolifération 

accrue des cellules cancéreuses pulmonaires et mammaires (Barsyte-Lovejoy et al., 2006). En 

lien avec ces données, j’ai montré pendant ma thèse que H19 est capable de réprimer p53 et 

donc d’entraîner malgré tout la progression dans le cycle cellulaire. Bien que la régulation de 

p53 par H19 en lien avec la prolifération cellulaire avait été préalablement montrée dans le 

cancer gastrique (Yang et al., 2012), notre équipe est la première à mettre en évidence ce 

phénomène dans le cancer du sein. Nous avions également montré que la protéine p53 

réprime l’expression de H19 dans les cancers du sein (Dugimont et al., 1998) : bien que l’étape 

à laquelle intervient cette régulation n’est pas connue, nous savons que les mutations du gène 

TP53 sont considérées comme un évènement précoce de la cancérisation (Milićević et al., 

2014). Ceci suggère que la mutation perte de fonction de p53 dans une cellule puisse à la fois 

initier la tumorigenèse, mais aussi favoriser l’expression du gène H19 de façon à amplifier le 

processus. A l’inverse, la surexpression du gène H19 dans une cellule possédant une version 

non altérée de p53 pourrait favoriser l’instabilité génomique et donc le processus de 

cancérisation. 

 Le suppresseur de tumeur p53 joue un rôle capital dans la préservation de l’ADN contre 

de multiples agressions, à travers la régulation des checkpoints du cycle cellulaire, la 

réparation de l’ADN, la sénescence et l’apoptose. Des défauts au niveau du gène TP53 ont 

déjà été associés à des dérégulations du contrôle du cycle cellulaire menant à l’instabilité 

génomique (amplification génique, perte d’allèle, caryotypes anormaux) dans des lignées 

cellulaires murines et humaines, tout comme dans des carcinomes primaires mammaires 

humains (Eyfjörd et al., 1995). De plus, le gène TP53 est altéré dans plus de la moitié des 

cancers humains (Chao, 2015) : cette altération résulte de l’apparition de mutations 

ponctuelles, ou de la perte de l’hétérozygotie. En parallèle, nous savons que H19 est 

surexprimé dans les carcinomes mammaires, indépendamment du sous-type moléculaire 

(Adriaenssens et al., 1998). Les résultats obtenus pendant ma thèse, montrant que H19 inhibe 

l’activité de p53 dans les cellules cancéreuses mammaires et que les expressions de H19 et 
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MDM2 semblent mutuellement exclusives dans les cancers du sein, suggèrent que la perte de 

l’activité de p53 serait un meilleur facteur pronostic que sa mutation seule. 

 En comparaison aux autres suppresseurs de tumeur, une des caractéristiques peu 

communes du gène TP53 est son mode d’inactivation dans le cancer. En effet, contrairement 

à la plupart des gènes suppresseurs de tumeur qui sont inactivés par des mutations de type 

indel (insertion/délétion) ou non-sens (changement d’un nucléotide induisant un changement 

de codant, pour un codant qui sera un codon STOP), plus de 80% des mutations somatiques 

et germinales de TP53 dans les cancers sont des mutations faux sens (changement d’un 

nucléotide induisant un changement de codant, pour un codant qui ne sera pas un codon 

STOP) conduisant à la production d’une protéine mutante stable qui s’accumule dans le noyau 

des cellules cancéreuses (Soussi et Wiman, 2015). 

 

Figure 55. Spectre de mutation de gènes fréquemment mutés dans les cancers humains. 
En vert : mutations faux-sens ; en gris : insertions et délétions ; en rouge : insertions et délétions 
entraînant un décalage du cadre de lecture ; en bleu : mutations non-sens. (Adapté de Soussi et Wiman, 
2015). 
 

 De façon générale, il est possible de prédire la fonction oncogène ou suppresseur de 

tumeur d’un gène, puisqu’on estime que les gènes ayant un fort taux de mutations faux-sens 

dans les cancers sont des oncogènes (Figure 55). Pour autant, le gène TP53 présente un profil 

de mutation plus proche des oncogènes que des gènes suppresseurs de tumeur. De 

nombreuses études ont démontré une sélection importante des mutations faux-sens de TP53, 

permettant l’expression d’une version mutée de la protéine p53 dans les tumeurs et donc un 

rôle majeur de cette protéine dans la transformation oncogénique (Milićević et al., 2014; 
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Soussi et Wiman, 2015; Walerych et al., 2012). En effet, de nombreux mutants de p53 vont 

non seulement perdre leur fonction de suppresseur de tumeur, mais aussi gagner de nouvelles 

fonctions oncogéniques. Ces mutants ‘‘gain de fonction’’ (GOF, gain of function) sont ainsi 

considérés comme des oncogènes majeurs. Dans les cancers du sein, ces mutants ‘‘gain de 

fonction’’ de p53 permettent par exemple la résistance des cellules cancéreuses à l’apoptose 

lorsqu’elles sont privées de sérum (Hui et al., 2006). De cette façon, il existe de nombreux 

variants mutants de p53 du fait de nombreuses mutations possibles du gène TP53, pouvant 

acquérir de nouvelles fonctions oncogéniques. Notamment, ces mutants de p53 sont capables 

de reconnaître et d’interagir avec de nouveaux éléments de réponse sur l’ADN, bien 

qu’aucune séquence consensus ne soit précisément décrite (Bellazzo et al., 2018). D’autres 

mutants peuvent interagir avec des facteurs de transcription comme E2F1 ou E2F4 pour 

activer l’expression d’oncogènes ou à l’inverse réprimer d’autres gènes impliqués dans la 

réparation de l’ADN, tout ceci dans le but de favoriser la tumorigenèse. Enfin, des mutants de 

p53 peuvent s’associer avec d’autres membres de la même famille protéique, comme p63 et 

p73, de façon à inhiber leur fonction suppresseur de tumeur (Bellazzo et al., 2018). 

 Bien qu’il ait récemment été montré que le statut mutationnel de p53 influence la 

survie des patientes atteintes de cancer du sein (Ungerleider et al., 2018), ce statut n’est 

actuellement pas utilisé par les cliniciens pour la prise en charge de cette pathologie. Les 

altérations génétiques de TP53 sont communes dans le cancer du sein et sont associées avec 

les sous-types moléculaires tumoraux : 26% des tumeurs luminales, 50% des tumeurs HER2+, 

et 88% des carcinomes in situ présentent des mutations de TP53 (Bertheau et al., 2013). 

L’intérêt pronostique et thérapeutique des altérations génétiques de TP53 a fait l’objet de 

plusieurs études, dont les résultats semblent parfois contradictoires (Bykov et Wiman, 2014; 

Khoo et al., 2014). Pour mettre en évidence ces altérations, deux méthodes sont 

majoritairement utilisées : le séquençage de l’ADN et l’immunohistochimie (IHC). Les 

mutations du gène TP53 sont la plupart du temps associées à une protéine p53 non 

fonctionnelle possédant une demi-vie accrue (comparé à la protéine sauvage qui est 

rapidement dégradée dans les cellules normales) et qui s’accumule dans le noyau. Avec 

l’utilisation de l’IHC, un échantillon qui réagit positivement à un anticorps anti-p53 sera donc 

considéré comme possédant une version mutée de p53. L’IHC, méthode peu coûteuse et 

rapide, est ainsi fréquemment utilisée pour évaluer le statut mutationnel de p53 dans les 

échantillons tumoraux, mais des inconvénients de cette technique sont néanmoins à souligner 
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(Milićević et al., 2014). Parmi ces inconvénients, nous pouvons citer la variabilité des résultats 

de marquage de p53 : selon les études, 20% à 60% des échantillons sont testés positifs pour 

p53. Ceci peut s’expliquer par l’utilisation d’anticorps différents, mais aussi par l’origine du 

matériel biologique analysé, ou encore par la méthode de classification des échantillons. Un 

autre inconvénient de l’IHC est que dans les cancers mammaires, la corrélation entre 

l’accumulation de p53 mesurée par IHC et les altérations génétiques de TP53 mesurées par 

séquençage est inférieure à 75%. Une explication plausible de ce résultat est que toutes les 

mutations du gène TP53 ne conduisent pas à la production d’une protéine stable. De plus, 

certaines mutations produisent des protéines p53 tronquées, qui peuvent ne pas être 

reconnues par IHC selon la spécificité de l’anticorps utilisé. Les résultats que j’ai obtenus 

pendant ma thèse rajoutent un niveau de complexité à ces phénomènes : en effet, nous 

montrons que dans un modèle cellulaire comportant une version non mutée (sauvage) du 

gène TP53 (la lignée cellulaire MCF-7), la surexpression de H19 réprime l’expression protéique 

de p53 et inhibe son activité. De cette façon, deux échantillons classés comme négatifs pour 

p53 par IHC (donc considérés comme possédant un gène TP53 non muté et une protéine p53 

fonctionnelle) pourraient ainsi refléter une activité protéique de p53 différente selon le niveau 

d’expression du gène H19. Par conséquent, les échantillons classés négatifs pour p53 par IHC 

mais où l’expression de H19 est détectée seraient donc issues de tumeurs où la protéine p53 

ne peut plus remplir son rôle de suppresseur de tumeur.  

 Les oncogènes sont souvent considérés comme des cibles d’intérêt pour le 

développement de stratégies thérapeutiques, puisqu’il s’agit la plupart du temps de variants 

(protéiques ou non) très actifs au niveau cellulaire. En revanche, peu d’approches visant à 

rétablir l’expression d’un gène suppresseur de tumeur sont envisagées. C’est pourtant le cas 

pour la protéine p53, car certaines thérapies ont été mises au point dans le but de rétablir 

l’expression ou l’activité de cette protéine dans les tumeurs où elle n’est pas ou plus 

fonctionnelle. Dans cette optique, plusieurs études cliniques ont évalué l’utilisation 

d’inhibiteurs spécifiques de MDM2 (peptides, anticorps, oligonucléotides antisens) pour cibler 

les tumeurs exprimant des versions fonctionnelles de p53 (Vassilev, 2007). Ces inhibiteurs ont 

toutefois de forts taux de toxicité pour les tissus environnants. Même si des études 

complémentaires sont nécessaires, les résultats obtenus pendant ma thèse suggèrent que des 

stratégies thérapeutiques alternatives ciblant H19 peuvent être envisagées pour favoriser la 

fonction suppresseur de tumeur de p53, dans les tumeurs exprimant une version fonctionnelle 
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de cette protéine. De façon complémentaire, nous savons que la régulation de p53 n’est pas 

le seul mode d’action oncogénique de H19 dans les cellules cancéreuses. Le gène H19 étant 

surexprimé dans de nombreux cancers (Lecerf et al., 2019), cibler ce gène pourrait être une 

piste de stratégie thérapeutique intéressante. De plus, H19 n’est exprimé chez l’adulte que 

dans certains tissus et ne participe pas à des processus vitaux, contrairement à d’autres cibles 

thérapeutiques envisagées à ce jour. Les risques d’effets secondaires indésirables chez les 

patients seraient donc potentiellement limités. Ces données ont ainsi permis d’initier le 

développement d’une stratégie thérapeutique ciblant spécifiquement les cellules 

surexprimant H19 dans un modèle de cancer vésical : un plasmide (H19-DTA ou BC-819) 

comprenant la séquence du gène codant la toxine diphtérique placée sous le contrôle du 

promoteur de H19 a été développé. De cette façon, les cellules cancéreuses qui surexpriment 

H19 seront éliminées (Ohana et al., 2002). L’utilisation de cette stratégie plasmidique fait 

l’objet d’un essai clinique en phase 1/2a dans le cancer de l’ovaire, et de phase 2b dans le 

cancer de la vessie (Gofrit et al., 2014; Lavie et al., 2017). Cependant, la cohorte de patients 

étant trop faible, ces études doivent être approfondies. De plus, à l’heure actuelle, le plasmide 

H19-DTA n’a jamais été utilisé dans le cadre du traitement des cancers du sein. 

 Toujours dans l’objectif de bloquer l’action de H19, nous avons montré in vitro qu’il est 

assez simple d’utiliser une approche par ARN interférent (siRNA) de façon à réduire 

l’expression de H19 et donc réduire ses effets. Néanmoins, cette même utilisation de siRNAs 

in vivo s’avère beaucoup plus complexe (Hu et al., 2019). En effet, la demi-vie d’un siRNA quel 

qu’il soit dans la circulation sanguine n’excède pas 5 minutes : ceci est dû à la fois la présence 

de nombreuses nucléases dans le plasma, mais aussi à la clairance rénale. De plus, le passage 

du siRNA à travers la membrane plasmique des cellules pour ensuite être pris en charge par 

le complexe RISC constitue une difficulté supplémentaire. De cette façon, le développement 

de siRNAs modifiés pour augmenter leur stabilité, ainsi que la mise au point de systèmes de 

vectorisation sont devenus des enjeux majeurs pour l’établissement de nouvelles stratégies 

thérapeutiques et leur test en essai clinique. Parmi la trentaine de siRNAs testés depuis le 

début des années 2000, un seul a été retenu et approuvé par la FDA (Food and Drug 

Administration) et la commission européenne en 2018 : il s’agit du candidat médicament 

Patisiran (ONPATTROTM), première thérapie à base d’ARN interférent, qui permet le 

traitement de l’amylose et de la transthyrétine, qui sont toutes deux des maladies 

héréditaires. Le Patisiran fait actuellement l’objet d’un essai clinique de phase 3 (González-
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Duarte et al., 2020; Obici et al., 2020; Rizk et Tüzmen, 2019). La poursuite du développement 

de siRNAs à visée thérapeutique pourrait ainsi dans les années futures permettre de cibler des 

oncogènes comme H19 dans les cancers, de façon à réactiver la protéine p53 et ce faisant 

ralentir voire stopper la progression tumorale. De plus, le ciblage de H19 pourrait être utilisé 

en tant que traitement préliminaire de façon à sensibiliser les cellules cancéreuses à d’autres 

thérapies complémentaires : en effet, il a été démontré que l’expression de H19 augmente la 

chimiorésistance des cellules cancéreuses mammaires (Si et al., 2016). 
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II – Réparation des cassures de l’ADN par H19 et survie des 
cellules cancéreuses mammaires 
 

 La répression de p53 par H19, et plus largement l’implication de ce lncRNA dans 

l’instabilité génomique des cellules cancéreuses mammaires, nous ont incités à poursuivre les 

analyses sur ce phénomène. Notamment, l’utilisation du cisplatine, agent alkylant de l’ADN 

inhibant la réplication et entraînant par conséquent des cassures de l’ADN, nous a donné une 

piste de réflexion pour la poursuite de mes travaux de thèse. 

 Parmi les différentes lésions possibles de l’ADN, la détection et la réparation correcte 

des cassures de l’ADN est essentielle pour garantir l’intégrité du génome. Cette réparation est 

cruciale puisqu’une seule cassure non/mal réparée est suffisante pour être délétère pour la 

cellule (Bennett et al., 1996; Huang et al., 1996). Dans les cellules normales, la signalisation 

des dommages de l’ADN entraîne un arrêt de la prolifération, l’induction de la sénescence, ou 

l’apoptose si les dommages sont trop importants ou ne sont pas réparables. Pour pouvoir se 

maintenir et croître, les cellules cancéreuses, caractérisées par de nombreuses altérations 

génétiques ou épigénétiques, doivent s’adapter pour outrepasser l’effet anti-prolifératif des 

cassures de l’ADN, et poursuivre leur réplication en présence de ces dommages. Dans ce 

contexte, il a été montré que l’activation des oncogènes dans les tissus pré-cancéreux 

augmente le nombre de cassures double brin de l’ADN ainsi que l’instabilité du génome des 

cellules (Halazonetis et al., 2008). Ces phénomènes seraient dus à une forte augmentation de 

la réplication de l’ADN, liée au haut potentiel prolifératif des cellules cancéreuses (Bartkova et 

al., 2006; Di Micco et al., 2006). En complément, des mutations de gènes impliqués dans la 

voie de réponse aux dommages de l’ADN et dans la réparation des cassures ont été mises en 

évidence. Ces mutations permettent d’augmenter davantage la proportion de cassures ou leur 

réparation peu fidèle, entraînant l’apparition de nouvelles mutations, une progression 

aberrante dans le cycle cellulaire, et favorisant l’accumulation d’altérations au fur et à mesure 

des divisions cellulaires et l’instabilité génomique : ceci constitue ainsi une des 

caractéristiques des cellules cancéreuses (Harper et Elledge, 2007). De cette façon, beaucoup 

de stratégies thérapeutiques anti-cancéreuses auront pour but de cibler les mécanismes intra-

cellulaires associés à la signalisation et/ou à la réparation des cassures de l’ADN, d’augmenter 

le stress réplicatif (et donc la fréquence de cassures), ou encore d’inhiber les checkpoints du 

cycle cellulaire qui facilitent la réparation des cassures. Parmi ces thérapies, on retrouve la 
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plupart du temps l’utilisation des rayons ionisants et des chimiothérapies, mais aussi, grâce à 

leur développement récent, d’agents moléculaires spécifiques ciblant des acteurs clés des 

différentes voies cellulaires de réponse aux dommages de l’ADN. Cependant, il n’y a à l’heure 

actuelle pas ou peu de biomarqueurs prédictifs de la réponse et/ou de la résistance des 

cellules cancéreuses à ces différents traitements. 

 Les résultats obtenus grâce à mes travaux de thèse mettent en évidence l’implication 

du lncRNA H19 dans la réponse des cellules cancéreuses aux dommages de l’ADN, contribuant 

à l’instabilité génomique des cellules cancéreuses mammaires, et ce bien en amont de l’action 

sur la protéine p53. En effet, de façon intéressante, nous avons montré que le taux de 

mutation est plus élevé dans les cellules exprimant H19, et ce même sans traitement 

génotoxique. De plus, nous mettons pour la première fois en évidence une action de H19 sur 

la réparation des cassures de l’ADN : les cellules surexprimant stablement H19 sont 

caractérisées par une signalisation moléculaire de réponse aux dommages de l’ADN plus 

active, associée à une activité plus importante des mécanismes de réparation de l’ADN 

principaux que sont la réparation par HR et la réparation par NHEJ. Dans ces cellules, les 

marqueurs moléculaires des cassures de l’ADN sont moins nombreux, puisque le nombre de 

cassures est réduit. Ces effets trouvent également une cause au niveau transcriptomique, 

puisque mes résultats mettent en évidence une coopération entre H19 et EZH2, la sous-unité 

catalytique du complexe de remodelage de la chromatine PRC2, dans la répression génique 

de rif1. Le gène rif1 est connu pour son implication dans la réparation de l’ADN, la réplication 

des cellules mais aussi la maintenance des télomères. Un défaut d’expression de rif1 pourrait 

ainsi contribuer à accentuer l’accumulation d’altérations de l’ADN et donc l’instabilité du 

génome des cellules cancéreuses mammaires. 

 Le rôle des ARNs non codants dans le maintien de la stabilité du génome a déjà été 

démontré (Brown et al., 2012; van Wolfswinkel et Ketting, 2010). Notamment, plusieurs 

études ont montré une action de certains ncRNAs dans la réparation des cassures de l’ADN. 

Par exemple, plusieurs protéines impliquées dans les voies de signalisation en réponse aux 

dommages de l’ADN (comme 53BP1, BRCA1 ou Ku70-Ku80) peuvent interagir physiquement 

avec des ncRNAs (Ganesan et al., 2002; Pryde et al., 2005; Yoo et Dynan, 1998). D’autres 

données indiquent une implication directe des ncRNAs au niveau du site de cassure, de façon 

à faciliter le recrutement des acteurs protéiques et activer les voies de signalisation en aval, 

voire même de favoriser l’activité des mécanismes de réparation (Storici et al., 2007; Verdel 
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et al., 2004). Ici, nous montrons que H19 est capable d’induire ces phénomènes : dans les 

cellules surexprimant stablement H19, une phosphorylation plus importante des effecteurs 

ATM et ATR est observée en réponse à l’endommagement de l’ADN, associée à une activité 

plus importante des mécanismes de réparation de l’ADN. Etant donné l’action oncogénique 

bien établie de H19, nous pouvons supposer que son action sur la réparation des cassures de 

l’ADN permettra aux cellules cancéreuses mammaires de survivre malgré la mise en place de 

traitements, leur conférant un avantage sélectif parmi les populations cellulaires hétérogènes 

de la tumeur traitée. Ceci pourrait expliquer l’existence de rechute des patientes atteintes de 

cancer du sein, voire même l’apparition de métastases, puisque malgré le traitement les 

cellules surexprimant H19 seraient capables de survivre et de proliférer de façon à générer 

une (des) nouvelle(s) tumeur(s). Nous pouvons ainsi faire le lien avec la discussion du 

paragraphe précédent : l’utilisation de H19 comme biomarqueur pour le diagnostic du cancer 

du sein et la mise en place de thérapies ciblant spécifiquement ce lncRNA permettrait ainsi de 

réduire drastiquement la résistance aux traitements des tumeurs mammaires, ainsi que le 

taux de rechute à plus ou moins long terme des patientes. 

 En plus des résultats présentés dans ce manuscrit, d’autres expériences ont été 

réalisées sur des protéines impliquées dans la réparation de l’ADN que sont Rad51 et Ku70, 

qui sont des marqueurs de la réparation par HR et par NHEJ respectivement. De façon 

surprenante, et contrairement à l’augmentation de ces activités de réparation présentées 

dans ce manuscrit, nous avons observé dans les cellules surexprimant stablement H19 une 

diminution du nombre de foci de Rad51 comme de Ku70, suggérant une moindre réparation 

par HR et par NHEJ dans ces cellules. Une hypothèse pouvant expliquer ces résultats est liée 

au traitement des cellules : en effet, le traitement à la bléomycine réalisé dure 2 heures. Or, 

nous avons montré grâce aux résultats de cinétique post-irradiation et d’essais comètes, que 

la réparation est plus rapide lorsque H19 est surexprimé. Ainsi, il est possible que la réparation 

des cassures des cellules surexprimant H19 intervienne précocement, voire même alors que 

le traitement à la bléomycine est en cours, ou alors qu’après les 2 heures de traitement la 

majeure partie des cassures soient réparées. Cette hypothèse pourrait expliquer que les 

mécanismes de réparation soient moins actifs, ce qui est en lien avec le nombre moindre de 

foci de γH2AX dans ces mêmes cellules. Ces résultats sont présentés en Annexe 2. 

 Concernant l’action transcriptionnelle de H19, nous confirmons des résultats déjà 

connus selon lesquels H19 peut interagir avec PRC2 pour contrôler l’expression de gènes 
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cibles. En effet, il a déjà été montré que H19 peut recruter des complexes de remodelage de 

la chromatine : par exemple, H19 interagit avec la protéine MBD1 qui se lie à l’ADN méthylé 

et recrute des histones lysine méthyltransférases comme SETDB1 ou SUV39H1. H19 permet 

ainsi la répression de l’expression génique par remodelage de la chromatine (Monnier et al., 

2013). De plus, l’interaction entre H19 et EZH2 a déjà été mise en évidence dans le cancer de 

la vessie dans le cadre de la répression de l’E-cadhérine, ainsi que dans le cancer du sein pour 

le contrôle de l’expression de BIK, favorisant la progression tumorale et la résistance aux 

traitements (Luo et al., 2013; Si et al., 2016). Grâce aux résultats de mes travaux de thèse, 

nous pouvons compléter le champ d’action de l’interaction H19-EZH2 puisque nous montrons 

qu’elle permet la répression du gène rif1. Pour confirmer ces résultats, mais aussi les étendre 

et déterminer de nouvelles cibles de cette interaction, d’autres outils de biologie moléculaire 

peuvent être envisagés : dans nos modèles de surexpression stable de H19, nous pourrions 

réaliser une analyse globale en ChIRP-seq (chromatin isolation by RNA purification) pour 

mettre en évidence les modifications épigénétiques présentes dans les cellules (Figure 56). 

 

Figure 56. Principe du séquençage par ChIRP (ChIRP-seq). 
Les complexes ARN-protéine-ADN sont fixés et solubilisés par sonication. Des oligonucléotides 
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biotinylés sont ensuite hybridés au lncRNA ciblé en conditions stringentes. Les ARN couplés aux 
oligonucléotides ainsi que les complexes associés sont précipités grâce à des billes magnétiques 
couplées à la streptavidine : les fractions enrichies en ARNs, protéines et ADN peuvent ensuite être 
isolées et purifiées pour être analysées. (Adapté de Chu et al., 2015). 
 

 Le ChIRP consiste en une hybridation d’oligonucléotides couplés à la biotine et ciblant 

l’ARN d’intérêt (ici H19). Les ARNs, qui sont complexés à la chromatine, sont ensuite précipités 

à l’aide de billes couplées à la streptavidine. La chromatine associée à l’ARN, mais aussi les 

protéines complexées sont ainsi récupérées : de cette façon, le lien direct entre ARN non 

codant, modifications épigénétiques et expression génique peut être établi. 

 Pour étudier l’action transcriptionnelle de H19, j’ai mis au point pendant ma thèse un 

modèle de surexpression stable d’une protéine de fusion EZH2-EGFP. Des données ont montré 

une répression de l’expression d’EZH2 par H19 dans certains modèles cancéreux (Li et al., 

2016b) : il était donc nécessaire de pouvoir assurer une expression suffisante d’EZH2 pour 

pouvoir réaliser notre étude. Ceci justifie la mise au point du vecteur de surexpression stable 

pEZH2-EGFP ainsi que son utilisation dans nos lignées cellulaires cancéreuses mammaires. 

Cependant, d’autres modèles expérimentaux peuvent être envisagés. En effet, il a été décrit 

dans la littérature une mutation de la protéine EZH2 au niveau de la tyrosine en position 641 

(Y641F) retrouvée dans les lymphomes et qui agit de façon dominante (Yap et al., 2011). Cette 

mutation entraîne une augmentation de l’activité histone méthyltransférase d’EZH2 : il 

pourrait donc être intéressant d’utiliser cette version mutante d’EZH2 afin de pallier la 

répression d’EZH2 par H19 et de pouvoir étudier les effets de la coopération entre ces deux 

acteurs moléculaires. J’ai ainsi mis au point un plasmide DP-EZH2 en réalisant tout d’abord 

une mutagenèse dirigée pour obtenir la mutation Y641F dans la séquence d’EZH2, et de la 

même façon que pour le vecteur pEZH2-EGFP j’ai cloné cette séquence mutante en aval de la 

séquence de l’EGFP, pour générer une protéine de fusion. L’utilisation de ce plasmide devrait 

permettre de poursuivre les travaux initiés pendant ma thèse et ainsi mettre en évidence 

d’autres gènes cibles de l’interaction entre H19 et EZH2. 
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Figure 57. Marquage par immunofluorescence de la phosphorylation de l’histone H2AX dans les 
cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement ou non H19. 
Marquage par immunofluorescence des foci de γH2AX dans des cellules MDA-MB-231 surexprimant 
stablement ou non H19 et traitées ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). La quantification des 
marquages est représentée selon le nombre de foci de γH2AX par cellule et selon le nombre relatif de 
foci de γH2AX par cellule selon les conditions. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. 
Les graphiques représentent la combinaison de 3 expériences indépendantes. 
NT : non traitées ; ** : p < 0,01 ; ns : non significatif. 
 

 Enfin, dans le cadre de l’analyse des effets de H19 sur la réparation des cassures de 

l’ADN, l’essentiel des résultats présentés dans ce manuscrit ont été obtenus à partir de cellules 

MCF-7. En effet, ce modèle a été utilisé puisque c’est dans cette lignée que nous avons prouvé 

la répression de p53 par H19, le but étant ici de caractériser les mécanismes par lesquels H19 

favorise l’instabilité génomique. Les résultats présentés correspondent donc à un modèle 

d’étude où la protéine p53 n’est pas mutée, et est inactivée par H19. Pour autant, ceci 

n’interfère pas avec les interprétations et les conclusions des expériences, puisque les 

phénomènes observés ont lieu bien en amont de l’activation de p53. De façon à avoir une 

vision la plus objective possible, j’ai également réalisé les mêmes analyses dans la lignée 
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cancéreuse mammaire MDA-MB-231, dans laquelle le gène TP53 présente une mutation 

‘‘perte de fonction’’ et code donc pour une protéine inactive. Bien que les analyses nécessitent 

d’être complétées, les résultats préliminaires que j’ai obtenus dans cette lignée confirment 

l’effet de H19 observé dans les cellules MCF-7 (Figure 57). Ces résultats sont encourageants 

puisqu’on retrouve la même tendance que dans la lignée MCF-7 : dans les cellules 

surexprimant stablement H19, on retrouve moins de foci de γH2AX par rapport aux cellules 

contrôles. D’autres analyses sur la voie de signalisation en réponse aux dommages de l’ADN 

ainsi que sur les mécanismes de réparation sont en cours dans cette lignée, mais les résultats 

préliminaires confirment l’action de H19 sur la réparation des cassures de l’ADN. Ainsi, les 

hypothèses que nous avons émises concernant la résistance des cellules cancéreuses 

mammaires aux thérapies conventionnelles pourraient être généralisées quel que soit le sous-

type moléculaire de la tumeur considérée. Le choix de H19 comme biomarqueur diagnostic 

mais aussi comme cible thérapeutique pour les patientes atteintes de cancer du sein devient 

donc encore plus pertinent. 
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III – H19 et son miR-675 agissent de façon séquentielle dans 
la dissémination métastatique des cellules cancéreuses 
mammaires 
 

 Nous savons que le lncRNA H19 intervient à de multiples étapes de la tumorigenèse et 

de la progression tumorale, pour favoriser notamment la prolifération, la migration, l’invasion 

et l’EMT des cellules cancéreuses mammaires, ainsi que leur dissémination métastatique 

(Lecerf et al., 2019). Cependant, plusieurs études ont montré que le miR-675, issu de H19, 

peut également être impliqué dans ces phénomènes oncogéniques (Tsang et al., 2010; Vennin 

et al., 2015; Zhuang et al., 2014). De cette façon, je me suis intéressé pendant ma thèse aux 

rôles de H19 et de son miR-675 dans la mise en place des phénotypes liés au développement 

métastatique comme la migration, l’invasion, l’EMT, la clonogénicité ou encore les propriétés 

souches. Nous avons dans un premier temps testé les capacités invasives des cellules 

cancéreuses mammaires par injection dans des embryons de poissons zèbres. Ce modèle est 

pertinent puisque les lignées cellulaires issues de cancers humains variés comme les cancers 

pancréatique, ovarien, mammaire, colorectal, le mélanome ou encore le gliome sont capables 

d’y proliférer, d’envahir les tissus environnants et de former des masses tumorales après 

injection ou transplantation (Grolez et al., 2019; Raby et al., 2020). La lignée de poisson zèbre 

transgénique Tg(fli1:GFP) utilisée dans notre étude nous permet de visualiser les vaisseaux 

sanguins dans le poisson vivant, et facilite ainsi l’analyse des capacités invasives des cellules 

cancéreuses après leur intravasation dans la circulation sanguine. Grâce à l’utilisation de ce 

modèle, nous avons pu montrer que l’expression de H19 comme l’expression du miR-675 

permettent une invasion plus importante dans les tissus du poisson zèbre. 

 En complément, mes résultats de thèse montrent que H19 et son miR-675, 

indépendamment ou non, favorisent tous deux la migration et l’invasion cellulaire in vitro. De 

façon assez surprenante, des résultats d’invasion différents ont été obtenus entre les lignées 

cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231. L’inhibiteur du miR-675 n’a pas les mêmes effets selon le 

type cellulaire, reflétant probablement le niveau basal de H19 exprimé par la lignée cellulaire 

considérée ou encore le sous-type moléculaire de cette lignée. En effet, la lignée MCF-7 est 

de type luminal-like, alors que la lignée MDA-MB-231 fait partie des lignées triple négatives. 

Pour renforcer cette hypothèse, il a été montré que l’expression de H19 est corrélée à un 

mauvais pronostic pour les patientes atteintes de cancer du sein triple négatif (Shima et al., 
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2018). 

 Les résultats obtenus grâce à mes travaux de thèse démontrent également que H19 

comme le miR-675 peuvent moduler l’expression des marqueurs de l’EMT, même si leur 

implication semble être différente selon le type cellulaire. Dans la lignée cellulaire MCF-7, les 

cellules surexprimant stablement H19 montrent une diminution de l’expression des 

marqueurs épithéliaux. En revanche, dans les cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement 

H19 tout comme dans les cellules SUM159PT-pH19-mCherryhigh, de hauts niveaux 

d’expression de H19 sont associés avec une augmentation de l’expression des marqueurs 

mésenchymateux, et en complément les cellules SUM159PT-pH19-mCherryhigh montrent 

également une diminution de l’expression du marqueur épithélial ZO-1. Ces résultats sont en 

accord avec les travaux réalisés dans le cancer pulmonaire, où il a été montré que l’expression 

de H19 favorise la prolifération et l’invasion cellulaire via la surexpression de marqueurs 

mésenchymateux comme la N-cadhérine et la vimentine, et la sous-expression de marqueurs 

épithéliaux comme l’E-cadhérine (Liao et al., 2019). 

 Dans la lignée MDA-MB-231, le miR-675 favorise l’expression de ZO-1 mais aussi celle 

de la N-cadhérine, et diminue l’expression de Snail. Ce résultat met en évidence un contraste 

intéressant entre l’action de H19 et l’action du miR-675. Il suggère que dans la même lignée 

cellulaire, H19 active l’expression des marqueurs de l’EMT, alors que l’action du miR-675 

semble favoriser à la fois l’EMT et la MET (mesenchymal-to-epithelial transition), qui est la 

transition inverse de l’EMT. En effet, le miR-675 seul n’induit pas l’expression des mêmes 

marqueurs moléculaires que H19 : ceci révèle que H19 et son miR-675 participent tous deux 

à la migration et à l’invasion, mais n’exercent pas le même rôle pendant les évènements 

moléculaires de l’EMT. La MET est une transition secondaire à l’EMT, qui est essentielle pour 

la colonisation et la prolifération des cellules au niveau des sites de métastases (Matouk et al., 

2016). Ainsi, H19 et son miR-675 pourraient avoir un mode d’action séquentiel pendant la 

dissémination métastatique : H19 favoriserait la migration des cellules à partir du site tumoral 

primaire en activant l’EMT, tandis que le miR-675 permettrait la colonisation métastatique et 

le développement de tumeurs secondaires en induisant la MET (Figure 58). Pour confirmer 

cette hypothèse, en plus de la balance EMT/MET comme moteur de l’apparition de 

métastases, il a été caractérisé dans de nombreuses lignées cancéreuses un état hybride 

épithélial/mésenchymateux qui apparaît de façon intermédiaire suite à l’EMT (He et al., 2018). 

Ce phénotype intermédiaire contribuerait à la migration des cellules cancéreuses, et in fine au 
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développement de métastases (Mayor et Etienne-Manneville, 2016). De plus, une transition 

épithélio-mésenchymateuse partielle est associée au phénotype souche (Jolly et al., 2015). De 

cette façon, nos résultats indiquent que l’expression du miR-675 permettrait l’acquisition de 

ce phénotype hybride dans le but de favoriser la métastase selon une voie différente de celle 

activée par H19. 

 

Figure 58. Contributions relatives du lncRNA H19 et de son miR-675 dans la progression tumorale 
mammaire. 
 

 La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus cellulaire majeur qui fait 

appel à de nombreuses voies de signalisation moléculaires (Lamouille et al., 2014). L’EMT joue 

un rôle capital pour le développement normal de l’embryon, mais elle est également 

fortement impliquée dans la progression tumorale et dans la dissémination métastatique (Liu 

et al., 2016c). Au cours de ce processus, le rôle du miR-675 n’est pas bien décrit, et le rôle de 

H19 semble quant à lui contradictoire. Beaucoup d’études démontrent l’induction de l’EMT 

par l’expression de H19 dans de nombreux tissus dont la glande mammaire (Chen et al., 2019; 

Liang et al., 2019; Liu et al., 2019; Xiong et al., 2020), mais d’autres analyses mettent en 

évidence une suppression du processus métastatique induite par H19 dans le carcinome 
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hépatocellulaire (Zhang et al., 2013a). Les résultats de mes travaux de thèse permettent 

d’apporter un nouveau niveau de complexité à l’intervention de H19 et de son miR-675 durant 

le processus métastatique, et pourraient expliquer ces résultats opposés. 

 Comme nous l’avons exposé à de nombreuses reprises par les données de la littérature 

et par les résultats obtenus, H19 est capable d’agir à de multiples niveaux de régulation, plus 

particulièrement en tant qu’éponge à miRNAs. Par exemple, il a été montré que la 

surexpression de H19 favorise la migration et l’invasion des cellules cancéreuses vésicales par 

séquestration du miR-29b-3p. Cependant, l’invalidation de l’expression de H19 par knock-

down permet au miR-29b-3p de favoriser la MET (Lv et al., 2017). Il a également été mis en 

évidence que les miRNAs de la famille miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 et 

miR-429) sont impliqués dans la mise en place de l’EMT via la voie ZEB1/E-cadhérine (O’Brien 

et al., 2018; Title et al., 2018). En effet, ces miRNAs régulent les protéines ZEB1 et ZEB2 grâce 

au contrôle de l’expression de l’E-cadhérine. ZEB1 et ZEB2 sont des facteurs de transcription 

impliqués dans l’EMT et la métastase : lorsque les miRNAs de la famille miR-200 sont inhibés, 

l’EMT est induite, et inversement lorsque ces miRNAs sont exprimés c’est la MET qui est 

favorisée (Gregory et al., 2008). De façon complémentaire, beaucoup de données de la 

littérature montrent que H19 réprime l’activité des miRNAs de la famille miR-200 (Li et al., 

2016a). En effet, H19 est notamment capable de séquestrer les miR-200a ou miR-200b/c de 

façon à induire le processus métastatique via la surexpression de ZEB1 et ZEB2 (Zhao et al., 

2019; Zhou et al., 2017). 

 Pour compléter ces résultats, nous avons également analysé le rôle de H19 et du miR-

675 dans la résistance à l’anoïkis. L’anoïkis est une mort cellulaire induite par le détachement 

d’une cellule de sa matrice extracellulaire. La capacité d’une cellule à rester viable et croître 

sans attache est impliquée dans le développement de métastases : en effet, pendant 

l’invasion, les cellules vont devoir rompre leurs adhésions de façon à atteindre le site de 

tumeur secondaire. Pour évaluer le rôle de H19 et du miR-675 dans ce phénomène, nous 

avons étudié la résistance à l’anoïkis de cellules cancéreuses mammaires surexprimant 

stablement H19 ou le miR-675. La résistance des cellules MCF-7 surexprimant stablement H19 

ne montre pas de différence significative à long terme par rapport aux cellules contrôles. De 

la même façon, les cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement H19 ou le miR-675 ne 
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montrent pas de différence significative par rapport à leurs contrôles respectifs. Ces résultats 

sont présentés en Annexe 3. 

 Dans la suite logique des phénotypes cellulaires liés à l’EMT, j’ai également travaillé 

pendant ma thèse sur le rôle de H19 dans la régulation des cellules souches cancéreuses 

mammaires. En effet, de nombreuses données préliminaires ont prouvé l’implication de H19 

dans le phénotype souche cancéreux mammaire (Peng et al., 2017; Shima et al., 2018; Wang 

et al., 2019), notamment en favorisant la division symétrique des cellules. Les résultats 

obtenus pendant ma thèse mettent en évidence une corrélation entre l’expression du gène 

H19 et la présence de marqueurs de cellules souches dans une cohorte de plus de 5000 

échantillons tumoraux mammaires. De plus, ces résultats indiquent également que la 

surexpression de H19 et du miR-675 retrouvée dans les cellules cancéreuses mammaires est 

globalement associée avec une surexpression de plusieurs gènes du phénotype souche 

comme Sox2, Oct3/4 et Abcg2. Nous avons également pu observer une augmentation de 

l’expression de Nanog dans les cellules triple négatives MDA-MB-231 et SUM159PT, et une 

augmentation de Notch1, Aldh1a1 et Aldh1a3 dans la lignée SUM159PT uniquement. Dans 

cette lignée en particulier, l’activité de l’enzyme ALDH est diminuée en présence d’un siRNA 

ciblant H19 ou d’un inhibiteur du miR-675, et augmentée par l’expression transitoire du miR-

675. A notre connaissance, c’est la première fois qu’un rôle du miR-675 dans la biologie des 

cellules souches cancéreuses est décrit. 

 Nanog, Sox2 et Oct3/4 sont des facteurs de transcription très largement décrits dans 

la littérature pour leur implication dans la maintenance, l’auto-renouvellement et la 

pluripotence des cellules souches embryonnaires (Kim et al., 2008) comme des cellules 

souches cancéreuses (Hadjimichael et al., 2015). Abcg2 code pour une pompe d’efflux 

associée avec la chimiorésistance des cellules souches cancéreuses (Hadjimichael et al., 2015). 

En complément, il existe un réseau de régulation transcriptionnelle faisant intervenir Sox2, 

Oct3/4 et c-Myc pour assurer la pluripotence des cellules souches (Kim et al., 2008). De façon 

intéressante, il a également été démontré qu’en plus de Sox2 et Oct3/4, c-Myc peut se lier de 

façon allèle-spécifique en amont du promoteur du gène H19 pour favoriser sa transcription 

(Abi Habib et al., 2014; Barsyte-Lovejoy et al., 2006). Cette interaction empêche la méthylation 

du promoteur au niveau de l’allèle maternel, contribuant ainsi à l’expression du gène. La 

régulation du gène H19 par Sox2, Oct3/4 et c-Myc suggère ainsi que H19 ait un rôle dans la 
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régulation des cellules souches. De plus, les résultats de mes travaux de thèse montrent que 

les lignées MDA-MB-231 et SUM159PT, qui ont déjà subi les modifications de l’EMT, 

expriment de plus hauts niveaux de H19 lorsqu’elles forment des mammosphères, comparé 

aux cellules cultivées en 2D. A l’inverse, les cellules de type épithélial comme les MCF-7 

expriment de plus hauts niveaux de miR-675 en mammosphères comparé aux cellules 

cultivées en 2D. Ces résultats pourraient ainsi confirmer notre hypothèse sur l’action 

séquentielle de H19 et du miR-675 dans la progression tumorale. 

 Dans la littérature, il est souvent décrit que les miRNAs ont un rôle similaire au gène 

hôte dont ils sont issus. Par exemple, dans le cancer du sein, le miR-301 issu du gène SKA2, 

qui est un oncogène, réprime l’expression de suppresseurs de tumeur comme PTEN (Shi et al., 

2011). Pourtant, dans certains cas, les miRNAs ont des actions opposées à celle de leur 

précurseur (Gao et al., 2012). C’est notamment le cas du miR-483-5p, issu du gène IGF2, qui 

inhibe la néo-angiogenèse à l’inverse de son gène hôte (Qiao et al., 2011). Mes résultats ont 

permis de mettre en évidence un rôle bivalent pour le miR-675 selon le phénotype étudié : en 

effet, H19 et son miR-675 ont des actions similaires concernant la migration et l’invasion 

cellulaire, et semblent réguler le phénotype souche de la même manière, mais leurs rôles 

paraissent opposés pendant l’EMT et la formation de clones.  

 Pour autant, l’ensemble des modèles d’étude disponibles au laboratoire 

(surexpression ectopique stable de H19, surexpression ectopique stable du miR-675, siRNAs 

ciblant spécifiquement H19, inhibiteurs du miR-675) ne permettent pas de différencier de 

façon complète l’implication de H19 et/ou du miR-675. En effet, nous pouvons supposer que 

la modulation de l’expression de H19 aura également un effet sur le niveau d’expression du 

miR-675, et même s’il est possible d’étudier l’effet de la surexpression stable du miR-675 sur 

le long terme, il est difficile de mesurer l’impact de l’inhibition permanente du miR-675 sans 

influencer l’expression de H19. Pour pallier ce problème, il serait envisageable de réaliser une 

mutagenèse dirigée sur notre plasmide pcDNA3.1-H19, de façon à invalider le site de synthèse 

du miR-675 ou sa seed sequence. Ce type d’approche nous permettrait d’étudier l’effet de la 

surexpression stable de H19 sans modulation de l’expression du miR-675. Cependant, cette 

approche resterait une surexpression ectopique, et dans la même optique que pour le 

plasmide pH19-mCherry il serait intéressant de pouvoir moduler l’expression du miR-675 sans 

moduler l’expression endogène de H19. Une stratégie a ainsi été développée au laboratoire 
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dont l’objectif est de travailler à partir de lignées cellulaires comportant des allèles du gène 

H19 déficients en miR-675 grâce à l’édition du génome basée sur la technologie TALEN : ceci 

nous permettrait alors d’étudier les effets de la perte d’expression du miR-675 dans les 

cellules cancéreuses mammaires, sans pour autant moduler l’expression du gène H19 et ainsi 

discriminer les effets induits par H19 des effets induits par le miR-675 (Figure 59). 

 

Figure 59. Génération d’un allèle H19 déficient en miR-675. 
A. Représentation schématique du locus H19 et de la séquence ciblée. La localisation du site de 
reconnaissance du TALEN au niveau du miR-675 dans l’exon 1 est indiquée en jaune. La cassette de 
ciblage, ne contenant pas de promoteur et flanquée de séquences d’homologie avec le gène H19 et de 
sites loxP (en vert), contient un site ‘‘internal ribosome entry site’’ (IRES), un gène de résistance à un 
antibiotique (néomycine ou puromycine) et une séquence de polyadénylation (pA). B. La coupure par le 
TALEN puis la recombinaison homologue avec la cassette de ciblage entraîne l’insertion du gène de 
résistance à l’antibiotique au sein de l’allèle H19, conduisant à un arrêt prématuré dans sa 
transcription. L’élimination du knock-out induit par expression transitoire de la Cre recombinase 
permettra de générer un allèle H19 déficient en miR-675. 
 

 Ce type de technologie a déjà été utilisé avec succès au laboratoire, et présente 

l’avantage par rapport à la technologie CRISPR/Cas9 de ne pas générer de mutation non 

désirée (off-target mutation). Dans cette approche, une cassette sans promoteur composée 

du site ‘‘internal ribosome entry site’’ (IRES) de l’EMCV, un gène de résistance aux 

antibiotiques (néomycine ou puromycine) et la séquence de polyadénylation SV40 flanquée 

de sites loxP et de bras d’homologie avec le gène H19 seront ciblés sur la séquence du miR-
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675 préalablement coupée par TALENs au sein du gène H19 (Figure 59.A). La réparation par 

homologie du gène H19 ciblé par les TALENs sera responsable de la délétion de la séquence 

du miR-675 et de l’insertion de la cassette sélectionnable permettant l’identification des 

clones résistants modifiés (Figure 59.B). Ces clones contiendront un knock-out (KO) d’un des 

deux allèles H19. L’utilisation simultanée d’une cassette codant la néomycine et d’une 

cassette codant la puromycine permettra de cibler les deux allèles H19. Ensuite, l’élimination 

de la cassette sélectionnable par l’expression transitoire du vecteur exprimant la Cre 

recombinase génèrera un allèle H19 déficient en miR-675 (Figure 59.B). 

 La mise en place de ce modèle sera réalisée en utilisant les lignées cellulaires 

cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et T-47D, qui possèdent deux allèles pour le locus H19. 

Après obtention de ce nouveau modèle cellulaire, nous pourrons réaliser une étude 

transcriptomique qui nous permettra de mettre en évidence les expressions géniques ainsi 

que les phénotypes régulés par H19, indépendamment de son miR-675. Cette analyse 

s’intègre dans un projet plus vaste qui vise à discriminer de façon précise les contributions 

relatives de H19 et du miR-675 dans la tumorigenèse et la progression tumorale mammaire. 

Ces expériences seront réalisées par Evodie Peperstraete, actuellement en thèse au sein du 

laboratoire CANTHER sous la direction du Pr Eric Adriaenssens. 

 

 Pour conclure, mes travaux de thèse ont contribué à la mise en évidence de 

mécanismes d’action inédits pour le long ARN non codant H19 et son miR-675 dans les 

cancers du sein. Les différents processus cellulaires dans lesquels H19 est impliqué ainsi que 

ses partenaires d’interaction soulignent la grande complexité de l’étude de cet ARN, ainsi 

que le large panel d’effets qu’il engendre au niveau cellulaire, allant de l’expression du 

génome jusqu’aux phénotypes des cellules cancéreuses mammaires. Même si des études 

complémentaires sont nécessaires, la mise en évidence de ces nouveaux modes d’action de 

H19 par mes travaux de thèse s’inscrit dans un but d’amélioration des stratégies déjà 

utilisées en thérapie, mais aussi dans la mise au point de nouveaux traitements qui 

permettraient une meilleure spécificité ainsi qu’une diminution des rechutes des patientes 

atteintes de cancer du sein. 
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Abstract 

 Cancer cells exhibit hallmarks in terms of proliferation, resistance to cell death, 

angiogenesis, invasion, metastasis, and genomic instability. Despite the progress in cancer 

research and the comprehension of tumorigenesis mechanisms, cancer remains a major issue 

in public health. A better understanding of the molecular factors associated with the 

appearance or progression of cancer may allow the development of therapeutic alternatives. 

Increasing data highlight the role of long non-coding RNAs in many diseases, including cancer. 

The long non-coding RNA H19 was the first discovered riboregulator, and it has been shown 

to be involved at multiple steps of tumorigenesis. Indeed, this lncRNA exert its action at 

various molecular scales. Understanding the role of H19 in cancer progression may allow to 

set up therapeutic strategies to prevent tumor expansion and metastatic dissemination. In 

this review, we will summarize the overexpression of the long non-coding RNA H19 in several 

types of cancer, and the multiple implications of the long non-coding RNA H19 in the different 

hallmarks that define human cancer. 
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Since its very beginning, the comprehension of molecular and cellular mechanisms that 

underpin the apparition and evolution of cancer has considerably evolved, and keeps moving. 

The study of these physiopathological events has been marked in the 1970s by the discovery 

of the first ‘‘cancer-triggering’’ genes, called oncogenes, and then by their opposites named 

tumor suppressor genes. The conceptual framework of tumorigenesis thus involves a random 

intervention of genes that manage essential biological processes such as proliferation, cell 

death, senescence, motility and invasion. During cancer development, cells will acquire 

specific genetic features, increase their proliferative potential, evade cell death control and 

immune system vigilance, but also adapt their own metabolism. In 2000, Hanahan and 

Weinberg enumerated six cancer cell features that would be considered as hallmarks : 

sustained proliferative signalling, evasion of growth suppressors, replicative immortality, 

activation of invasion and metastasis, induction of angiogenesis and resistance to cell death 

[1]. With recent progress in the field of cancer research came the proposal that tumors are 

more than masses of proliferating cancer cells, and are a lot more like hierarchical structures 

composed of multiple cell types that interact with each other. Accordingly, Hanahan and 

Weinberg added 4 more hallmarks in 2011: avoiding of immune destruction, tumor-promoting 

inflammation, genome instability and mutation, and the deregulation of cell energetics [2]. All 

these hallmarks are considered as distinctive and complementary capabilities that enable 

tumor growth and metastatic dissemination. 

The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) consortium exposed that nearly 80% of the 

human genome is transcribed into functional RNAs, but only 2% of the genome codes for 

proteins [3–5]. From this analysis have been highlighted RNAs that are not translated called 

non-coding RNAs (ncRNAs). These ncRNAs are classified according to their length in small 

ncRNAs (less than 200 nt) and long ncRNAs (more than 200 nt). Small ncRNAs regroup 

microRNAs (miRNAs), small interfering RNAs (siRNAs), PIWI-interacting RNAs (piRNAs) that are 

involved in gene expression regulation, and small nucleolar RNAs (snoRNAs) that act as guides 

to induce chemical modification of other RNAs [6]. Among long ncRNAs, approximatively 

20.000 have been identified as potentially functional and subject to transcriptional regulation 

by transcription factors and epigenetic modifications [7]. They exhibit classical features of 

mRNAs such as transcription by RNA polymerase II, 5’ capping, 3’ polyadenylation, and splicing 

[8,9]. Long ncRNAs are increasingly described to be involved not only in normal development 

but also in the development of several pathologies, like neurological disorders [10,11], 
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diabetes [12] and cancers [13]. 

Interestingly, embryonic cells and cancer cells share similar features including active 

proliferation, plasticity, invasive behaviours and gene expression profiles, all being 

coordinated by common molecular pathways and epigenetic regulation [14]. One of the 

common regulators during embryonic development and tumorigenesis is the long non-coding 

RNA H19, encoded by the H19 gene, which is subject to genome imprinting and is maternally 

expressed [15]. The H19 gene is localized near the telomeric region of chromosome 11p15, 

within a unique locus shared with the IGF2 gene. Alterations of gene expression at the 

H19/IGF2 locus are associated to malignancies and developmental disorders [16]. The long 

non-coding RNA H19 of 2,3 kb is transcribed by the RNA polymerase II, polyadenylated, capped 

and spliced with conserved secondary RNA structure, and was proposed for the first time by 

Brannan et al. to act as a riboregulator [17].  

The aim of this review is to give an overview of the long non-coding RNA H19 expression in 

cancer, and to highlight its impact on the hallmarks of cancer. 

I – Overexpression of the long non-coding RNA H19 in cancer 

H19 is expressed during embryonic development and repressed after birth, excepted for some 

tissues like mammary gland and uterus [18]. However, it is expressed de novo in cancers of 

different tissue origins including breast, liver, lung and esophageal cancers [19–26]. A meta-

analysis using 10 studies of various solid cancers showed that patients with high expression of 

H19 have a poor prognosis [27]. More recently, H19 overexpression was reported to be 

correlated with lower complete remission rate and shorter overall survival of acute myeloid 

leukemia patients [28]. H19 overexpression and its known biological effects in cancer cells are 

summarized in Table 1. 

H19 expression in cancer cells is modulated by different stimuli including hypoxia, 

inflammation, cytokines/growth factors and therapeutic agents (Table 1). H19 exerts its 

diverse actions by interacting with proteins or with miRNAs as a sponge (Table 2) [77]. H19 is 

also a precursor of miR-675 [78], that is increasingly found to be involved in physiological 

processes and cancer development. However, the targets of miR-675 differ according to 

cancer type, and are listed in Table 3. 
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II – Implication of the long non-coding RNA H19 in the hallmarks of cancer 

1. Sustaining proliferative signalling 

Proliferation is considered as the most fundamental trait of cancer cells. In normal cells, the 

regulation of proliferation is stringent, fully controlled and involved at multiple levels. 

Production and signalling of growth-promoting factors that modulate entry into and 

progression through cell division cycles have to be strictly controlled to ensure tissue 

homeostasis (cell number, tissue architecture and function). In cancer cells, this control 

system is altered. H19 is found to sustain cell proliferation in different types of cancers (Table 

1). For example, H19 expression is correlated with an increased proliferation of gastric cancer 

cells, through its association with p53 protein [47]. Moreover, Liu et al. reported that curcumin 

reduces gastric cancer cells proliferation through inhibiting H19 expression ; accordingly, 

ectopic overexpression of H19, or c-Myc-induced H19 expression impedes the growth 

inhibitory effect of curcumin [88]. Still in gastric cancer, miR-141 binds to H19 and suppresses 

its expression, leading to a reduced cell proliferation [80].  

It has been shown that H19 can sustain cancer cell growth through several mechanisms (Fig. 

1). H19 can promote cell cycle progression through G1/S transition. Knockdown of H19 in 

esophageal squamous cell carcinoma results in the inhibition of cell growth in vitro and in vivo 

by the induction of a G0/G1 arrest [32]. Our team showed that H19, activated by the 

transcription factor E2F1, promotes cell proliferation by facilitating G1/S transition in breast 

cancer cells [40] (Fig. 1A). Knockdown of H19 induces cell accumulation in G0/G1 in pancreatic 

ductal adenocarcinoma, resulting in a slower tumor growth in mice. Interestingly, in this 

model, H19 knockdown downregulates E2F1 levels, and E2F1 knockdown reduces H19 

expression, indicating an activation loop of cell cycle progression [62]. H19 can also stimulate 

cell cycle progression through the sequestration of eIF4A3, which controls pre-mRNA splicing, 

in colorectal cancer cells (Fig. 1A). This leads to a reduced expression of cell cycle regulatory 

genes, including CCND1, CCNE1, and CDK4 [67]. 

H19 can also promote cancer cell proliferation by sponging miRNAs. In colorectal cancer, miR-

200a decreases cell proliferation by inhibiting β-catenin expression. H19 is able to sponge miR-

200a (Fig. 1B), and thereby enhance β-catenin expression and activity to promote cell 

proliferation [68]. DNMTs are critical for de novo DNA methylation, that ensure a main 

epigenetic code controlling the transcription profile. Notably, DNMTs allow the expression of 
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growth-promoting genes. DNMT1 is downregulated by miR-152 in breast cancer cells. H19 

sponges miR-152 (Fig. 1B), allowing DNMT1 expression and function to enhance cell 

proliferation [29]. Similarly, DNMT3B is transcriptionally repressed by miR-29b-3p in bladder 

cancer cells. H19 can sponge miR-29b-3p, leading to the re-expression of DNMT3B and the 

stimulation of cell proliferation [64].  

2. Evading growth suppressors 

In addition to the presence of positive regulators, cancer cells have to override mechanisms 

that curb cell proliferation. Many of these control systems are based on molecular actors such 

as tumor suppressors (like p53 and RB), or other elements with an antiproliferative effect. In 

this context, H19 can physically interact with p53 protein to suppress its activation (Fig. 2A), 

thus increasing proliferation of gastric cancer cells [47]. On the other hand, PHB1, a 

mitochondrial chaperone with diverse functions including cell proliferation, apoptosis, and 

mitochondrial homeostasis has been reported as a negative regulator of hepatocellular 

carcinoma [53]. It was found that the expression level of H19 negatively correlates with that 

of PHB1 in human hepatocellular carcinoma [53]. H19 silencing induces PHB1 expression and 

prevents PHB1 knockdown-mediated growth, whereas H19 overexpression induces the 

reverse effect, indicating the ability of H19 to override the tumor suppressing activity of PHB1 

(Fig. 2B). In human glioma cell lines, H19 is able to sponge miR-152 (which is known as a tumor 

suppressor by targeting proliferation and invasion factors such as DNMT1 or PIK3R3 [29,89]) 

to downregulate its activity and promote glioma cells proliferation (Fig. 2C) [79]. 

H19 can also favour the evasion from growth suppressors via its product miR-675 (Fig. 2D), 

which downregulates RB protein expression in colorectal cancer cells and hepatocellular 

carcinoma cells [69,85]. Moreover, miR-675 is able to negatively regulate RUNX1 expression 

in gastric cancer cells, leading to the activation of AKT/mTOR pathway and the progression of 

gastric cancer [48]. 

3. Resisting cell death 

Programmed cell death by apoptosis is a natural multistep process that plays an important 

role in the development and life of multicellular organisms, by eliminating damaged cells 

through a fine-tuned regulatory mechanism. Cancer cells exhibit enhanced tolerance to both 

environmental and genomic stresses, resulting in resistance to apoptosis and tumor 
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progression. 

It has been shown that H19 knockdown upregulates expression of pro-apoptotic genes (DDIT3, 

CASP3) [90], and leads to cholangiocarcinoma cells apoptosis [60]. Furthermore, H19 

decreases caspase 3 cleavage in pancreatic ductal carcinoma cell lines (Fig. 3A), thus avoiding 

apoptosis [62]. SIRT1, the histone deacetylase that mediates heterochromatin formation and 

reduces tumor suppressors expression, is targeted by miR-138-5p in cervical cancer cells to 

enhance apoptosis (Fig. 3B). H19 will serve as an endogenous sponge to downregulate miR-

138-5p and attenuate its suppressive effect [70]. The expression levels of H19 and miR-675 

are negatively correlated with FADD expression level in gastric cancer. miR-675 targets FADD 

(Fig. 3D) and inhibits caspases 8 and 3 [49]. 

There are evidences that H19 is involved in drug resistance. Overexpression of H19 in lung 

adenocarcinoma is associated with acquired resistance to cisplatin and correlated with the 

patients’ clinical response to cisplatin-based chemotherapy [36]. Knockdown of H19 in 

glioblastoma leads to increased apoptosis due to temolozomide treatment, suggesting the 

role of H19 in the anti-apoptotic process of glioblastoma cells [91]. In Bcr-Abl-positive 

leukemic cells, c-Myc-induced expression of H19 enhances cell survival. Silencing of H19 

results in the imatinib-induced apoptosis of leukemic cells and the inhibition of tumor growth 

induced by Bcr-Abl [73]. H19 silencing in ovarian cancer cell lines induces cell apoptosis 

characterized by an enhanced expression of the pro-apoptotic protein Bax and a decreased 

expression of the anti-apoptotic protein Bcl2, as well as the activation of caspases 9 and 3 [71]. 

In ERα+ breast cancer cells, H19 expression is linked to paclitaxel resistance (Fig. 3C). H19 is 

involved in the epigenetic silencing of BIK, and contributes to attenuate the apoptosis 

response [43]. The expression of H19 is suppressed in breast cancer cells by Huaier extract 

(aqueous extract of Trametes robiniophila murr, used in China for cancer complementary 

therapy) to promote anti-tumor effects. Interestingly, Huaier extract enhances Cbl expression, 

that our team previously demonstrated as a miR-675-5p direct target (Fig. 3D) [82].  

4. Enabling replicative immortality 

Linked to their proliferative potential, cancer cells require to replicate endlessly in order to 

generate macroscopic tumors. This goes against normal cells standards, which divide a limited 

number of times before undergo senescence and/or cell death.  

It is now known that the protection of chromosomes’ ends by telomeres plays a major role in 
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the unlimited replicative potential [92]. Telomeres are constituted by the repetition of 

multiple tandem hexamers and have an outward 3’ strand that presents a loop structure to 

protect them from nucleases. In normal (non-immortalized) cells, telomeres are shortened 

through cycles of replication. The number of cell generations is thereby dictated by the length 

of telomeric DNA. Telomeres erosion triggers entrance into replicative senescence and 

potentially cell death. Telomerase is a RNA-dependent DNA polymerase specific of telomeres. 

This enzyme adds telomere repeats segments to the ends of telomeric DNA. It is absent from 

non-immortalized cells but found at significant levels in immortalized cells, including cancer 

cells. The extension of telomeres length by telomerase is thus a ‘‘counter-attack’’ of cancer 

cells to avoid induction of senescence and/or apoptosis. Telomerase is composed of 2 major 

subunits: TERT (telomerase reverse transcriptase) that carries the DNA polymerase activity, 

and TERC (telomerase RNA component) that serves as a matrix for telomeric sequences. 

Recent studies highlighted the role of H19 in the regulation of telomerase activity, but 

opposite models have been proposed. In liver cancer, the non-coding RNA CUDR (Cancer Up-

regulated Drug Resistant) associates with cyclin D1 and PTEN in an inactive trimeric complex. 

The decrease of PTEN leads to increase the binding capacity of CUDR to cyclin D1, thus forming 

an active dimer. CUDR and cyclin D1 accelerate the proliferation of liver cancer stem cells by 

demethylating H19 promoter. H19 expression allows the enhancement of telomerase activity 

by promoting TERT/TERC complex formation and inhibiting TERT/TERRA (Telomeric repeat-

containing RNA, a telomeric long non-coding RNA) complex formation [54]. El Hajj et al. 

studied for their part the effects of All-trans retinoic acid (ATRA) treatment in acute 

promyelocytic leukemic cell lines resistant to retinoids. ATRA is associated with TERT 

repression, and induces H19 expression. H19 thus induces the inhibition of telomerase activity 

by disassembling the telomerase complex TERT/TERC. According to El Hajj et al., H19 would 

function as a molecular chaperone able to promote either the association or the dissociation 

of TERT to TERC, and thereby telomerase activity, depending on the cellular context [74]. 

5. Inducing angiogenesis 

As long as tumor size remains small, cancer growth does not depend on blood supply, as cells 

can be sufficiently supplied with oxygen and nutrients via diffusion. However, when tumor 

grows beyond a few millimeters, it triggers an angiogenic switch to form blood vessels within 

the tumor, allowing for supplies of nutrients and oxygen, as well as an evacuating arrangement 
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for metabolic wastes. Tumor angiogenesis is driven by numerous cytokines, chemokines and 

growth factors such as VASH 2 (vasohibin 2).  

Stable overexpression of H19 promotes tumor formation of glioblastoma cells in mice [31]. 

CD90+ liver cancer cells are cancer stem cells-like and show a mesenchymal phenotype. 

Conigliaro et al. have shown that CD90+ cells express H19 and release it via active production 

of exosomes. H19 will stimulate angiogenesis and promote cell adhesion to endothelial cell 

monolayer [55]. H19 can also enhance tumor angiogenesis by sponging miRNAs. H19 sponges 

miR-29a, resulting in an overexpression of VASH2 in glioma microvessels and glioma-

associated endothelial cells, to favour tumor-induced endothelial cell proliferation and tube 

formation in vitro [30].  

Halofuginone, a quinazolinone alkaloid isolated from the plant dicroa febrifuga, can be used 

in bladder carcinoma cells to suppress extracellular matrix deposition and cell proliferation. 

This negative effect is accompanied by a marked decrease in blood vessel density and in H19 

gene expression, suggesting a role for H19 in bladder carcinoma angiogenesis [65]. 

6. Activating invasion and metastasis  

Metastasis is a multi-step process including i) invasion of tissues surrounding the primary 

tumor, ii) escape of the tumor site via the lymphatic circulation of blood vessels, iii) 

extravasation from the blood vessels to colonize distant organs and iv) formation of secondary 

tumors. During this process, cancer cells modify their microenvironment in order to make it 

permissive and conducive to their growth. In return, tumor microenvironment contributes to 

cancer cells migration and invasion. Our team previously showed that in response to HGF/SF, 

H19 is able to modify cell morphology and enhance their migratory potential [93]. H19 

expression correlates with metastatic potential of breast cancer cells and is found in common 

metastatic sites according to primary tumor localization [39]. We also demonstrated that the 

lncRNA 91H, the H19 antisense RNA, is able to increase oncogenic properties of breast cancer 

cells by enhancing migration and invasion in vitro and metastasis in xenografted mouse model 

[44].  

During the first steps of metastasis, carcinoma cells are induced to suppress their epithelial 

features and upregulate mesenchymal gene expression programs to acquire a new 

fibroblastic-like phenotype. This phenotypic plasticity, named epithelial-to-mesenchymal 

transition (EMT), enables cancer cells to invade and disseminate. Several well-known EMT 



298 
 

inducers like TGF-β, hypoxia, HGF/SF, or muti-drug resistance were reported to increase H19 

gene expression [39,45,93]. Xu et al. showed that inhibition of H19 in cholangiocarcinoma 

reverses EMT and represses cell migration and invasion in vitro [60]. H19 can promote EMT by 

modulating factors like cell adhesion molecules. In bladder cancer, H19 associates with EZH2, 

the catalytic subunit of PRC2 complex, to induce chromatin condensation at the promoter of 

CDH1, and a decrease of E-cadherin expression (Fig. 4A). This leads to the promotion of 

bladder cancer cell metastasis [66]. Zhang et al. showed that H19 promotes tumor growth and 

metastasis of tongue squamous cell carcinoma through its association with EZH2. 

Downregulation of H19 impedes β-catenin/GSK-3β activation, and modulates the expression 

of mesenchymal/epithelial markers to reverse EMT [33]. H19 also represses E-cadherin 

expression in human esophageal cancer cell lines, and enhances vimentin and fibronectin 

expression [34] (Fig. 4C). Knockdown of H19 in this model suppresses cell migration and 

invasion [32]. H19 acts as a ceRNA in osteosarcoma cells to suppress miR-200 family and 

increase the expression of ZEB1 and ZEB2 (Fig. 4B), thereby promoting cell migration and 

invasion [75]. H19 can also regulate expression of DNMT3B and EMT-associated proteins by 

sponging miR-29b-3p. This repression enhances migration and invasion of bladder cancer cells 

[64]. miR-29b-3p is also targeted by H19 in clear cell renal cell carcinoma to upregulate E2F1 

(Fig. 4B), thus promoting migration and invasion [63].  

The expression of miR-675 in ovarian carcinoma cells downregulates the slug transcription 

factor expression (Fig. 4D), creating a H19-slug positive loop involved in the suppression of E-

cadherin expression [39]. Similarly, H19/miR-675 upregulation promotes gastric cancer cell 

migration and invasion in vitro [50]. H19 is also able to cooperate with PEG10 (paternally 

expressed gene 10) to promote gastric cancer cells transformation, invasion and anchorage-

independent growth [51]. c-Cbl and Cbl-b are involved in the degradation of tyrosine kinase 

receptors after their activation by growth factors. Our team showed that in breast cancer cells, 

miR-675 targets c-Cbl and Cbl-b expression to induce the activation of AKT and ERK pathways 

(Fig. 4E), which in turn increase metastatic potential of breast cancer cells [45]. 

Interestingly, Wang et al. showed that miR-675 expression could have opposite effects. The 

miR-675-5p targets miR-200 expression through an increased expression of ZEB1 and 

ubiquitin-like UBQLN1 protein. This leads to the inhibition of cell migration and invasion in 

pancreatic ductal adenocarcinoma [94]. According to the authors, contrary findings about H19 

and miR-675 mechanisms of action in pancreatic cancer may be due to different cell lines used 
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and the respective levels of H19 expression. However, these results contribute to the 

complexity and plasticity of H19 mechanisms of action in cancer. 

7. Genomic instability and mutation 

Genomic instability and mutation of cancer cells constitute the first of cancer “emerging 

hallmarks” defined by Hanahan and Weinberg [2]. It is considered as the triggering element 

of all previous hallmarks: the induction of genome mutations would confer selective 

advantage to cancer cells and their progeny, allowing them to multiply and take over normal 

cells in a local tissue environment. These modulations can be characterized by the inactivation 

of tumor suppressor genes, or perturbation of epigenetic mechanisms such as DNA 

methylation. Genomic instability can also concern chromosomal organization. In somatic cells, 

chromosomal stability and the number of chromosomes pairs are essential features during 

cell cycle to prevent DNA damages or flawed replication.  

In this context, Wolanin et al. showed that the use of curcumin downregulates survivin 

expression, leading to polyploid formation and defects in chromosome segregation in Bcr-Abl 

expressing cells. Curcumin disrupts cell cycle regulation and blocks cells in G2/M phase, 

resulting in the accumulation of abnormalities of mitosis and cytokinesis, and then in 

apoptosis. [95]. Moreover, curcumin was proved by Kujundžić et al. to downregulate the 

transcription of both H19 and DNA topoisomerase II alpha (TOPO2A) in several tumor cell lines 

[96]. Ravid et al showed that adipose-derived mesenchymal stem cells stably retain their 

diploid state under various culture conditions. This ability is associated with a reduced H19 

expression and a higher basal activity of p53 protein [97]. Shoshani et al studied for their part 

polyploid mesenchymal stem cells, illustrating that polyploid condition maintains a non-

tumorigenic state. They revealed that H19 expression differs between diploid and polyploid 

cultured mesenchymal stem cells, and that H19 suppression is associated with a 

tetraploidization of diploid cells and a reduced tumorigenic potential.  

Benzo[α]pyrene (BαP) is a carcinogen molecule that enhances the interaction between H19 

and SAHH (S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase, the methyl cycle enzyme). Fu et al. studied 

the effects of BαP treatment in human lung-derived cells in vitro, and showed that the 

H19/SAHH interaction following the treatment inhibits the methyltransferase activity of 

SAHH. This leads to the demethylation of Long Interspersed Element-1 (LINE-1), which has a 

retrotranscription activity. Hypomethylation of LINE-1 leads to chromosomal instability and in 
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several genomic alterations such as deletion, amplification, and translocation, and has been 

reported as a marker of poor prognosis in lung cancer [98]. Thus, H19 is able to disrupt the 

genome stability and induce mutations in cancer cells [37]. 

In an interesting way, DNA demethylation of rhabdomyosarcoma (RMS) cells due to 5-

azacytidine treatment upregulates miR-675 expression. This overexpression has been shown 

to inhibit cell growth through loss of imprinting at the H19-IGF2 locus : H19 is re-expressed 

and IGF2 is downregulated. Tarnowski et al. show that miR-675 overexpression in RMS cells 

impairs insulin signalling in repressing IGF1R and insulin receptor expression [99]. However, 

the authors highlight the putative role of several other genes demethylation that could 

contribute to this phenomenon. 

8. Tumor-promoting inflammation 

The promotion of inflammation would seem paradoxal for a phenomenon like tumorigenesis, 

but immune cells have been shown to have functionally important effects on tumor 

progression [100]. Indeed, an immunosuppressive microenvironment will be generated by the 

tumor, thereby preventing its infiltration by immune effector cells. However, cancer cells 

promote the recruitment of macrophages and regulatory T cells that inhibit antitumoral 

immune response. These cells will release mutagenic factors (such as ROS) or other 

inflammatory factors (like TNF-α) that enhance the malignancy evolution of surrounding cells 

[101]. 

There is few data available about the link between H19 and cancer inflammation. H19 has 

been shown to influence inflammation-associated pathways initiated by oxidative stress in 

cholangiocarcinoma cells. Indeed, H19 sponges let-7a/let-7b miRNAs to upregulate IL-6 

expression and enhance chronic inflammation response to the tumor micro-environment [61]. 

However, the existence of inflammation processes involving H19 in other models (pathological 

or not) can bring us to think that it could exist similar mechanisms in cancer. 

9.  Deregulating cellular energetics 

In normal cells, the oxygen availability conditions the process of glucose: under aerobic 

context, glucose is processed via glycolysis in pyruvate and then in carbon dioxide through 

Krebs cycle, and is dispatched to the respiratory chain in mitochondria. Under anaerobic 

context, pyruvate is processed in lactate, that characterizes fermentation. Cancer cells energy 
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metabolism does not follow that logic: even in presence of oxygen, cancer cells can reprogram 

their glucose metabolism, and thus their energy production, by favoring glycolysis, in a state 

called “aerobic glycolysis”. This allows the redirection of glycolysis intermediates into various 

biosynthetic pathways and facilitate the generation of new cells. 

Knockdown of H19 modulates the expression of several genes involved in lipid, carbohydrate 

and polyamine metabolisms (such as PLA2G4A, MPI, PYGB) [90]. We previously saw that H19 

expression dowregulates PHB1, the chaperone that maintains the functional integrity of the 

mitochondria [53]. In addition, it has been shown that H19 overexpression in high-grade 

serous ovarian cancer promotes glutathione metabolism, that induces cisplatin resistance 

[72]. Moreover, H19 enhances pyruvate dehydrogenase kinase 1 (PDK1) expression and thus 

promotes glycolysis in breast cancer stem cells [102].  

H19 can also act on miRNAs expression to disrupt cell energetics. H19 sponges miR-106a-5p 

to upregulate E2F3 expression and promote glucose metabolism and growth of melanoma 

cells [76]. H19 also modulates lipid metabolic by sponging miR-130b in ox-LDL treated 

macrophages from atherosclerotic patients [59].  

10.  Avoiding immune destruction 

Immune surveillance is a mechanism in which cells and tissues are checked at any time by an 

immune system always on alert. It recognizes and eliminates foreign bodies, putative dangers 

or abnormalities. To keep walking through the multiple steps of tumorigenesis, cancer cells 

will have to develop strategies that will dissimulate them from the immune system. In that 

way, solid tumors that could make it through this surveillance have handled to avoid detection 

or limit immunological elimination, therefore prevent cancer destruction. The immunological 

defecting managed by tumors is observed in some cases of cancer development in 

immunodeficient individuals [103]. These are generally virus-induced cancers, meaning that 

this class of cancers can expand depending on the reduction of viral burden in infected 

individuals, through eliminating virus-infected cells. Cancer cells can also escape to immune 

surveillance in impeding its mobilization against the tumor. As we previously said in the tumor-

promoting inflammation context, tumors will generate an immunosuppressive 

microenvironment, that prevents its infiltration by immune effector cells. However, 

macrophages and regulatory T cells recruited by cancer cells inhibit antitumoral immune 

response: those bypassing strategies will thus allow tumor growth. 
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Few are known about the implication of long non-coding RNAs in the invalidation of the 

immune system. An emerging theory would involve lncRNAs in cases of virus-caused 

immunodefiencies [104]. In other pathologies such as laryngeal squamous cell carcinoma, 

some immunity-associated molecules like FOXP3 or CD274, that are expressed at the surface 

of lymphocytes and macrophages respectively, are enhanced. However, other factors that 

reduce immune response such as IL-10 are upregulated and negatively associated with 

patient’s survival, meaning that a program leading to the immune response avoidance is set 

up. Sun et al. showed that a ceRNA network, including several lncRNAs like H19, is involved in 

the regulation of those molecules, thus developing an immune escape mechanism for LSCC 

cells [35]. 

CONCLUSIONS 

In this review, we highlight the upregulation of the long non-coding RNA H19 and its strong 

implication in cancer progression. H19 acts through various mechanisms such as interaction 

with proteins and/or miRNAs or the action of H19-derived miR-675 to sustain the hallmarks 

of cancer (Fig. 5). The presence of H19 in exosomes, involved in tumor progression, reinforces 

its importance in this pathology. Although further studies are needed to deepen our 

knowledge on the function of H19 in a more integrative manner, H19 has already attracted 

strong interest in terms of clinical application. Thus, plasma levels of H19 have been proposed 

as a predictive marker for breast, stomach and lung cancers and as a tool to monitor the 

evolution of cancer [38,46,52]. Moreover, by using a plasmid approach that allows the 

expression of diphteria toxin A-chain gene under the control of H19 promoter (DTA-H19/BC-

819) to selectively kill H19-expressing cells, Sorin et al. showed a significant reduction of liver 

metastasis growth in treated animals [105]. This strategy is currently in phase 2b clinical trial 

for bladder cancer and in phase 1/2a trial for ovarian and pancreatic cancers [106,107]. 

Clearly, a better understanding of the mechanisms of action of H19 and the molecular 

pathways altered by H19 or miR-675 could provide new therapeutic targets and strategies in 

the development of personized management of cancer. 
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Legends 

 

Fig. 1. The long non-coding RNA H19 promotes cancer cell proliferation.  

A. H19 promotes the G1/S transition in breast and colorectal cancer cells, in esophageal 

squamous cell carcinoma and in pancreatic ductal adenocarcinoma [40,67,32,62]. B. H19 

sponges several miRNAs to allow β-catenin and DNMTs expression in colorectal, breast and 

bladder cancer respectively [68,29,64].  

Fig. 2. H19 downregulates growth suppressors.  

A. In gastric cancer, H19 interacts physically with p53 to inhibit its anti-proliferative activity 

[47]. B. H19 induces the transcriptional inhibition of PHB1 in liver cancer cells [53]. C. H19 is 

able to sponge miR-152 and so enhance glioma cells proliferation [79]. D. H19-derived miR-

675 inhibits the expression of well known growth suppressors such as RB and RUNX1 in 

colorectal and hepatocellular cancers, and in gastric cancer respectively [69,85,48]. 

Fig. 3. H19 impedes cancer cell death.  

A. In pancreatic cancer cells, H19 prevents caspase 3 cleavage [62]. B. H19 sponges miR-138-

5p in cervical cancer to allow the transcription of SIRT1 [70]. C. H19 is able to physically interact 

with PRC2 complex in order to catalyze the trimethylation of H3K27, that will lead to 

chromatin condensation and repression of pro-apoptotic factor BIK in breast cancer cells [43]. 

D. miR-675 is able to inhibit the expression of pro-apoptotic factors such as Cbl and FADD in 

breast and gastric cancers respectively [82,49]. 

Fig. 4. H19 promotes the migration, invasion and metastasis of cancer cells.  

A. In bladder cancer, H19 is able to interact with PRC2 complex to induce chromatin 

condensation at the CDH1 promoter, leading to the repression of E-cadherin [66]. B. H19 

sponges miR-29b-3p and miR-200 in renal cell carcinoma and osteosarcoma respectively to 

activate the transcription of E2F1, ZEB1 and ZEB2 [63,75]. C. H19 acts as a transcriptional 

activator in esophageal cancer to enhance the expression of vimentin and fibronectin [34]. D. 

miR-675 represses the expression of SNAI2 in ovarian cancer to create an activation loop of 

the H19 expression and repress E-cadherin expression [39]. E. miR-675 inhibits Cbl-b and c-

Cbl expression to induce the activation of AKT and ERK pathways in breast cancer cells [45]. 
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Fig. 5. Implication of the long non-coding RNA H19 in the hallmarks of cancer.  

For each hallmark is figured a representative example of H19 mechanism of action. 
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Type of cancer 
Known inducers of H19 

overexpression 
Biological consequences and/or clinical values Ref. 

Glioma / 

• Increase of cell proliferation. 

• Enhancement of pro-angiogenic factors. 

• Inverse correlation with patient’s survival rate. 

[29] 

[30] 
[31] 

Oral squamous cell 

carcinoma 
/ 

• Increase of cell proliferation. 

• Promotion of migration and invasion through epithelial-to-mesenchymal (EMT)-

associated proteins expression regulation. 

• Immune escape through modulation of pro- and anti-immune factors expression. 

[32] 

[33,34] 

 

[35] 

 

Lung adenocarcinoma 

• Cisplatin treatment 

• Benzo[α]pyrene treatment 

• HGF/SF 

• Acquisition of chemoresistance. 

• Disruption of genomic stability by increased mutation frequency. 

• Association with patients’ clinical resistance to cisplatin-based chemotherapy. 

• Serological marker for patients’ auxiliary diagnosis 

• Activation of migration and invasion. 

[36] 

[37] 

[38] 

[39] 

Breast cancer 

• E2F1 

• ERα/17β-estradiol 

• 91H 

• HGF 

• TGF- β 

• Hypoxia 

• Increase of cell proliferation 

• Paclitaxel resistance through epigenetic silencing of pro-apoptotic genes. 

• Enhancing of cell migratory potential. 

• Potential biomarker for early screening and prognosis monitor. 

• Induction of epithelial-to-mesenchymal transition. 

[29,40–42]  

[43]  

[44] [45] 

[46] 

[39] 

Gastric cancer 
• c-Myc 

• PEG10 

• Inhibition of growth suppressors activity. 

• Inhibition of pro-apoptotic genes expression. 

• Promotion of cell migration, invasion and metastasis. 

• Correlation with poor prognosis and clinical stage. 

• Potential biomarker for diagnosis and early tumor screening. 

[47,48] 

[49] 

[50] 

[51] 

[52] 

Liver cancer 

• Cyclin D/CUDR 

• EGR1/PKM2 

• Bcl2 

• TNF-α 

• TGF-β 

• Inhibition of growth suppressors expression. 

• Modulation of telomerase activity. 

• Activation of pro-angiogenic factors expression. 

• Regulation of immunological response. 

• Association with bile acid homeostasis deregulation. 

• Enhancement of obstructive cholestatic liver fibrosis development. 

• Induction of epithelial-to-mesenchymal transition. 

[53] 

[54] 

[55,56] 

[57] 

[58] 

[59] 

[39] 

Cholangiocarcinoma • Oxidative stress 

• Activation of invasion and metastasis through regulation of EMT-associated proteins 

expression. 

• Enhancement of chronic inflammation response to the tumor micro-environment. 

• Correlation with tumor size, TNM stage, postoperative recurrence and poor 

prognosis. 

[60] 

[60] 

[61] 

Pancreatic cancer / • Inhibition of apoptosis through inhibition of caspase 3 cleavage. [62] 

Renal cell carcinoma / • Promotion of migration and invasion. [63] 

Bladder cancer • TGF-β 

• Increase of cell proliferation. 

• Increase of blood vessel density. 

• Activation of invasion and metastasis through epigenetic silencing of EMT-associated 

proteins. 

• Induction of epithelial-to-mesenchymal transition. 

[64] 

[65] 

[66] 

[39] 

Colorectal cancer / 

• Increase of cell proliferation through enhanced cell cycle progression. 

• Inhibition of growth suppressors expression. 

• Enhancing of tumor migration and invasion. 

[67] 

[68] 

[69] 

Cervical cancer / • Inhibition of apoptosis. [70] 

Ovarian cancer • Cisplatin resistance 

• Inhibition of pro-apoptotic factors. 

• Activation of invasion and metastasis through regulation of EMT-associated proteins 

expression. 

• Induction of cisplatin resistance through regulation of cell metabolism. 

[71] 

[39] 

[72] 

Leukemia 

• Bcr-Abl kinase 

• c-Myc 

• ATRA treatment 

• Enhancement of drug resistance. 

• Modulation of telomerase activity. 

[73] 

[74] 

Osteosarcoma / • Promotion of cell migration and invasion. [75] 

Melanoma / • Promotion of glucose metabolism and cell growth. [76] 

 

Table 1. Overexpression of the long non-coding RNA H19 in several cancer. 
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Type of cancer 
Mediators of H19 

action 
Impact on hallmarks of cancer Ref. 

Glioma 
• miR-152 

• miR-29a 

• Evading growth suppressors 

• Inducing angiogenesis 

[79] 

[30] 

Tongue squamous cell 

carcinoma 
• EZH2 • Activating invasion and metastasis [33] 

Lung adenocarcinoma • SAHH • Genomic instability and mutation [37] 

Breast cancer 

• E2F1 

• ERα 

• miR-152 

• Sustaining proliferative signalling 

[40] 

[41] 

[29] 

Gastric cancer 

• p53 

• miR-141 

• PEG10 

• Evading growth suppressors 

• Sustaining proliferative signalling 

• Activating invasion and metastasis 

[47] 

[80] 

[51] 

Liver cancer • Telomerase complex • Enabling replicative immortality [54] 

Cholangiocarcinoma • let-7 • Tumor-promoting inflammation [61] 

Pancreatic cancer • E2F1 
• Sustaining proliferative signalling 

• Resisting cell death 
[62] 

Renal cell carcinoma • miR-29b-3p • Activating invasion and metastasis [63] 

Bladder cancer 
• miR-29b-3p 

• EZH2 

• Sustaining proliferative signalling 

• Resisting cell death 

• Activating invasion and metastasis 

[64] 

[43] 

[66] 

Colorectal cancer 
• eIF4A3 

• miR-200a 
• Sustaining proliferative signalling 

[67] 

[68] 

Cervical cancer • miR-138-5p • Resisting cell death [70] 

Leukemia • Telomerase complex • Enabling replicative immortality [74] 

Osteosarcoma • miR-200 • Activating invasion and metastasis [75] 

Melanoma • miR-106a-5p • Deregulating cell energetics [76] 

 

Table 2. Mediators of lncRNA H19 action in cancer. 

 

Type of cancer Targets of miR-675 Target function Ref. 

Glioma • Cadherin 13 • Atypical cadherin lacking the cytoplasmic domain. [81] 

Breast cancer • Cbl-b, c-Cbl • Ubiquitin ligases E3. [45,82] 

Lung cancer • GPR55 • G protein-coupled receptor. [83] 

Esophageal squamous cell 

carcinoma 
• REPS2 • Repressor of cell proliferation and migration. [84] 

Gastric cancer 

• FADD 

• RUNX1 

• CALN1 

• Apoptotic adaptator that recruits caspases 8 or 10. 

• Transcription factor. 

• Calcium-binding protein. 

[49] 

[48] 

[50] 

Liver cancer 

• HP1 

• RB 

• TWIST1 

• Heterochromatin assembler and regulator. 

• Tumor suppressor. 

• Transcription factor involved in EMT. 

[56] 

[85] 

[85] 

Colorectal cancer 
• RB 

• DDB2 

• Tumor suppressor. 

• Transcriptional repressor. 

[69] 

[86] 

Ovarian cancer • Slug • Transcriptional factor involved in EMT. [39] 

Osteosarcoma • CALN1 • Calcium binding-protein. [87] 

 

Table 3. Validated targets of H19-derived miR-675 in cancer. 
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Annexe 2 

 

 

Annexe 2. Marquage par immunofluorescence des protéines Rad51 et Ku70. 
A. Marquage par immunofluorescence des foci de Rad51 dans des cellules MCF-7 surexprimant 
stablement ou non H19 et traitées ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). La quantification des 
marquages est représentée selon le nombre de foci de Rad51 par cellule et selon le nombre relatif de 
foci de Rad51 selon les conditions. B. Marquage par immunofluorescence des foci de Ku70 dans des 
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cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 et traitées ou non à la bléomycine (30 µg/µL, 2h). 
La quantification des marquages est représentée selon le nombre de foci de Ku70 par cellule et selon le 
nombre relatif de foci de Ku70 selon les conditions. Toutes les expériences ont été réalisées au moins 3 
fois. Sur les graphiques, les données représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes et les 
écarts-types associés. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; ns : non significatif. 
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Annexe 3 

 

 

Annexe 3. Résistance à l’anoïkis de lignées cellulaires cancéreuses mammaires surexprimant 
stablement ou non H19 ou le miR-675. 
A. Résistance à l’anoïkis de cellules MCF-7 surexprimant stablement ou non H19 déterminée par 
réduction de la résazurine. B. Résistance à l’anoïkis de cellules MDA-MB-231 surexprimant stablement 
ou non H19 déterminée par réduction de la résazurine. C. Résistance à l’anoïkis de cellules MDA-MB-
231 surexprimant stablement ou non le miR-675 déterminée par réduction de la résazurine. Toutes les 
expériences ont été réalisées au moins 3 fois. Sur les graphiques, les données représentent la moyenne 
de 3 expériences indépendantes et les écarts-types associés. * : p < 0,05.  
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