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RESUME 
 
 

Le cancer du sein représente à l’échelle mondiale le deuxième cancer le plus fréquent et la première des tumeurs 

malignes de la femme. Actuellement, seuls certains biomarqueurs (RO, RP, récepteur HER2, index Ki67) et la 

signature transcriptomique PAM50 sont pris en compte dans la classification morphologique et l’orientation 

thérapeutique. Les analyses transcriptomiques à haut débit ont révélé que plus de 80% du génome humain est 

transcrit en ARN. Parmi les ARNs non codants, les transcrits dont la longueur est supérieure à 200 nt sont 

arbitrairement qualifiés de longs ARNs non codants (lncRNAs). Les lncRNAs jouent un rôle crucial dans le 

maintien de l’homéostasie cellulaire et présentent des profils d’expression anormaux dans diverses pathologies, 

dont le cancer. L’objectif principal de mon projet de thèse a consisté à analyser l’expression des lncRNAs, leur 

fonctionnalité et leur rôle dans l’oncogénèse mammaire. La première partie s’est focalisée sur l’étude des gènes 

ANRIL (ainsi que 10 gènes de la même voie de signalisation) et MALAT1, deux lncRNAs dont les mécanismes 

d’action et la signification clinique au cours de la cancérogénèse mammaire sont encore controversés. ANRIL et 

MALAT1 sont respectivement surexprimés dans 20% et 14% des tumeurs de notre série, confirmant leurs rôles pro- 

oncogénique dans la cancérogénèse mammaire. La surexpression de MALAT1 se traduit en RNA-FISH par la 

présence de volumineux speckles intranucléaires. La complexité de leur dérégulation est liée à la présence 

d’isoformes et de réseaux d’interactions avec les mRNAs et les miRNAs. Concernant les sous-unités appartenant 

aux complexes Polycomb PRC2 et PRC1qui interagissent avec ANRIL, EZH2 (PRC2) est normalement ciblé par 3 

miRNAs onco-suppresseurs (miR-26A1, miR-125B et miR-214) qui sont sous-exprimés dans notre série de CCIs. 

Les 2 oncomiRs miR-181B1 and miR-181A2 qui ciblent et inactivent CBX7 (PRC1), apparaissent surexprimés 

dans notre série, en relation avec l’activation de l’oncogène HMGA1. Concernant MALAT1, le complexe de 

biogénèse des miRNAs Drosha-DGCR8-Microprocesseur régule l’expression d’un variant d’épissage ∆-MALAT1 

et ce dernier est impliqué dans l’activation de la voie PI3K/Akt. Des corrélations significatives sont observées 

entre MALAT1 et des gènes impliqués dans l’épissage alternatif, le cycle cellulaire, l’apoptose, la réparation de 

l’ADN et la migration cellulaire. Les profils transcriptomiques aberrants de ces 2 lncRNAs semblent 

caractéristiques des carcinomes mammaires. Ainsi, ANRIL (i) présente une association positive inattendue avec le 

cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF dans notre série, alors que cette association apparait négative dans 

les carcinomes de prostate et (ii) inactive épigénétiquement les miRNAs onco-suppresseurs miR-99a/miR-449a 

dans les carcinomes gastriques et non dans notre série de CCIs. D’un point de vue clinique, deux signatures 

pronostiques  indépendantes  ont  pu  être  identifiées,  l’une  intégrant  les  2  partenaires  protéiques  d’ANRIL 

appartenant aux complexes Polycomb (surexpression d’EZH2 / sous-expression de CBX7), et l’autre représentée 

par la sous-expression de Δ-MALAT1, observée dans 20% des tumeurs de notre série. La présence de variants 

d’épissage alternatifs, de réseaux d’interactions multiples et d’une spécificité d’organe devra être prise en compte 

lors de l’évaluation des thérapies épigénétiques ciblant ANRIL (inhibiteurs des bromodomaines et des oncoMIRs) 

ou MALAT1 (ASOs) dans les cancers du sein. La deuxième partie du projet de thèse a consisté en l’analyse du 

transcriptome non codant des carcinomes mammaires par une stratégie pangénomique, afin d’identifier de 

nouveaux types de lncRNAs, tels les nouveaux lncRNAs antisens, circulaires et associés à des séquences ultra- 

conservées ou induisant des résistances médicamenteuses. L’analyse préliminaire réalisée sur une petite cohorte de 

carcinomes mammaires (n=8) permettra la mise en place de l’étude principale (n=40) pour renforcer la robustesse 

des signatures identifiées sur la cohorte initiale. 
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ABSTRACT 
 

 
 
 
 

Breast cancer is the second most common cancer and the first malignancy of women. Currently, only few 

biomarkers (ER, PR, receptor HER2, index Ki67) and transcriptomic signature PAM50 are included in the 

morphological classification and therapeutic orientation. Transcriptome genome-wide analyses unexpectedly 

revealed that over 80% of the DNA is transcribed into RNA. Among these noncoding RNAs, transcripts longer 

than 200 nt are arbitrarily qualified as long noncoding RNAs (lncRNAs). LncRNAs play a crucial role in 

maintenance of cellular homeostasis and present abnormal expression patterns in various diseases, including 

cancer. The main objective of my project was to analyze expression of lncRNAs, their functionality and their roles 

in breast oncogenesis. The first part focused on the study of ANRIL and MALAT1 genes, two lncRNAs whose 

mechanisms of action and clinical significance in breast carcinogenesis are still controversial. ANRIL and MALAT1 

respectively overexpressed in 20% and 14% of tumors in our series, confirming their pro-oncogenic roles in 

mammary carcinogenesis. MALAT1 overexpression results in RNA-FISH by presence of huge intranuclear 

speckles.  Complexity of  their  deregulation is  associated  with  presence  of  various  isoforms  and  interaction 

networks with miRNAs, mRNAs and other lncRNAs. Concerning PRC2/PRC1 polycomb sub-units interacting 

with ANRIL, EZH2 (PRC2) is normally targeted by 3 onco-suppressor miRNAs (miR-26A1, miR-125B and miR- 

214) that are under-expressed in our series of CCIs. The 2 oncomiRs miR-181B1 and miR-181A2 that normally 

target and inactivate CBX7 (PRC1) appear overexpressed in our series of CCIs, resulting from activation of the 

oncogene HMGA1. Concerning MALAT1, the miRNAs biogenesis complex Drosha-DGCR8-Microprocessor 

regulates expression levels of the splicing variant Δ-MALAT1 and the latter is involved in activation of PI3K/Akt 

pathway. Significant correlations were observed between MALAT1 and genes involved in alternative splicing, cell 

cycle, apoptosis, DNA repair and migration. Aberrant transcriptomic profiles of these two lncRNAs seem 

characteristics of mammary carcinomas. Thus, ANRIL (i) presents an unexpected positive association with the p16- 

CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF cluster in our series of CCIs, whereas this association appears negative in 

prostate carcinomas and (ii) epigenetically inactivates onco-suppressor miRNAs miR99a/miR-449a in gastric 

carcinomas, but not in our series. From a clinic point of view, two independent prognostic signatures were 

identified, one incorporating two protein partners of ANRIL belonging to the polycomb complexes (EZH2 

overexpression / CBX7 under-expression) and the other represented by under-expression of the variant Δ-MALAT1 

observed in 20% of tumors in our series. The presence of alternative splice variants, multiple interactions with 

mRNAs and miRNAs and organ specificity should be considered when evaluating epigenetic antitumoral drugs 

designed to target ANRIL (bromodomains and oncoMIRs inhibitors) and MALAT1 (ASOs) in breast cancers. The 

second part of the project involved analysis of non-coding transcriptome of mammary carcinomas to identify new 

types of lncRNAs, including new antisens lncRNAs, circular lncRNAs, induced lncRNAs, noncoding 

ultraconserved  transcripts  and  lncRNAs  associated  with  resistance  to  systemic  treatments.  The  preliminary 

analysis performed on a small cohort of breast cancers (n=8) will allow the implementation of the main (n=40) 

which will enhance robustness of identified signatures. 
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1 GENERALITES SUR LES CANCERS DU SEIN 
 
 
 
 

1.1 Fréquence 
 

Le cancer du sein représente un problème majeur de santé publique. Il est en effet le deuxième 

cancer le plus fréquent à l’échelle mondiale (12 %) et la première des tumeurs malignes de la 

femme avec plus de 1.300.000 nouveaux cas et 450.000 décès chaque année dans le monde. 

La prévalence de ce cancer est très variable selon les régions géographiques et le taux 

d’incidence du cancer du sein aux Etats-Unis, au Canada et en Europe est très élevé par 

rapport à l’Asie et à l’Afrique (Fig. 1). Ces différences sont en grande partie dues à la pratique 

d’un dépistage dans les pays développés, mais suggèrent également des influences génétiques 

et/ou environnementales variables d’une région à l’autre. Cependant, l’évolution actuelle tend 

vers une stabilisation relative dans les pays occidentaux et une augmentation de l’incidence en 

Asie et dans de nombreux pays en voie de développement. 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 1 : Incidence du cancer du sein dans le monde en 2012 

Source: World Health Organization, IARC (International Agency for 

Research on Cancer), GLOBOCAN 2012 
 

En France, le cancer du sein constitue la tumeur maligne la plus fréquente chez la femme et 
 

représente 33.4 % de l’ensemble des cancers et 37.9 % des cancers solides chez la femme en 
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2012 (www.e-cancer.fr: La situation du cancer en France en 2012) (Fig. 2). On estime 

actuellement qu’une femme sur 8 sera atteinte d’un cancer du sein au cours de sa vie. Ce 

cancer peut aussi survenir très rarement chez les hommes (Ferlay et al., 2012). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Incidence des cancers solides chez la femme en France en 2012 

D’après les données de l’INCa, le cancer du sein constitue le premier cancer 

féminin en France (www.e-cancer.fr « la situation du cancer en 2012 »). 

http://www.e-cancer.fr/
http://www.e-cancer.fr/
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1.2 Facteurs de risque 
 

Plusieurs études épidémiologiques et expérimentales menées à travers le monde ont mis en 

évidence des facteurs génétiques et environnementaux pouvant augmenter le risque de 

survenue du cancer du sein. 

 
 
 
 

1.2.1 Facteurs hormonaux 
 

Ils  sont  essentiellement  liés  à  l’allongement  du  temps  d’exposition  aux  oestrogènes 
 

(Nkondjock and Ghadirian, 2005) et comprennent : 
 

 
 

 Les facteurs hormonaux endogènes : L’apparition du cycle menstruel à un jeune âge 

(avant 12 ans) et son arrêt tardif (ménopause) s’accompagnent d’un risque légèrement 

plus élevé de cancer du sein (Brinton et al., 1988). 

 
 

 Les  facteurs  hormonaux  exogènes  :  Le  traitement  hormonal  substitutif  de  la 

ménopause est un facteur de risque modéré de survenue d’un cancer du sein (Rossouw 

et al., 2002), de même que la prise d’une contraception orale œstroprogestative. 

Néanmoins, ce sur-risque potentiel lié aux contraceptifs disparaîtrait dès l’interruption 

du traitement de sorte qu’après l’arrêt de son utilisation, aucune augmentation de 

risque n’est observée (Collaborative group on hormonal factors in breast cancer, 

1996). 
 
 
 
 
 

1.2.2 Facteurs liés à la reproduction 
 
 
 

Le développement du cancer du sein étant lié à la vitesse de prolifération des cellules 

épithéliales mammaires et inversement corrélé au degré de différenciation, la nulliparité ou 

une première grossesse tardive sont des facteurs augmentant le risque de survenue du cancer 

du sein. 
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1.2.3  Facteurs génétiques 
 
 
 

 Histoire familiale de cancers du sein : Des antécédents familiaux au premier degré de 

cancer du sein doublent le risque. Ce risque est moindre s’il s’agit d’antécédents au 

deuxième degré. 

 
 

 Prédisposition  génétique  :  5  à  10%  des  cancers  du  sein  sont  la  conséquence 

d’anomalies génétiques. Les principales mutations germinales inactivatrices observées 

sont celles de BRCA1 et BRCA2, deux gènes codant pour des protéines de réparation 

des cassures double-brin de l’ADN. Ces mutations sont transmises selon un mode 

autosomal dominant avec une forte pénétrance. 

 

 

60 à 65 % des patientes porteuses de la mutation BRCA1 et 45 à 55 % de celles 

porteuses de la mutation BRCA2 sont susceptibles de développer un cancer du sein. 

Dans la population générale, les femmes porteuses des mutations BRCA1 et BRCA2 

sont rares (0.11% et 0.12%, respectivement). 6 % des femmes agées de moins de 50 

ans et présentant un cancer du sein sont porteuses d’une mutation germinale de l’un de 

ces deux gènes, alors que seulement 1 à 1.5% des femmes agées de plus de 50 ans en 

sont affectées. 

 
 

Les autres gènes dont les mutations sont transmises avec une forte pénétrance sont les 

gènes TP53 (syndrome de Li-Fraumeni) et PTEN (syndrome tumoral hamartomateux 

PTEN). 

 
 

D’autres gènes de susceptibilité plus rares et conférant aux porteuses de ces mutations 

un risque faible à modéré de survenue d’un cancer du sein sont CHEK2, ATM, PALB2, 

BRIP1, CDH1, RAD50, RAD51C et RAD51D, tous impliqués dans les mécanismes de 

réparation de l’ADN (Fig. 3). 
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Figure 3 : Principaux gènes de prédisposition au cancer du sein 
 

 
 
 
 
 

1.2.4  Autres facteurs de risque 
 
 
 

 Age : L’âge est le facteur de risque le plus important. La maladie est rare chez les 

femmes de moins de 30 ans et le risque augmente significativement entre 50 et 75 ans 

(près des deux tiers des cancers du sein). 

 
 

 La consommation d’alcool et le tabagisme : L’alcool est le seul facteur nutritionnel 

établi de risque de cancer du sein. Le tabagisme accroit légèrement le risque de 

survenue de carcinomes mammaires. 

 
 

 La densité mammographique et les lésions bénignes du sein : Le risque augmente 

avec le niveau de densité du tissu mammaire (risque multiplié par deux à six). Les 

lésions bénignes sont divisées en deux groupes, les lésions non proliférantes et les 

lésions prolifératives avec ou sans atypies. Les lésions non proliférantes ne sont 

généralement  pas  associées  à  un  risque  accru  de  cancer  du  sein.  Les  lésions 



28 
 

prolifératives  sans  atypies  multiplient  le  risque  par  deux,  alors  que  les  lésions 

prolifératives avec atypies augmentent ce risque par quatre (Key et al., 2001). 

 

 
 

 Les radiations ionisantes : Le sein est l’un des organes les plus sensibles aux effets 

des radiations (Key et al., 2001). Le risque est similaire pour une exposition unique ou 

pour des expositions multiples à intensité totale égale (Little et al., 1999). 

 

 
 
 
 
 

1.3 Anatomie, histologie et physiologie de la glande mammaire 
 

 
 
 

1.3.1 Anatomie 
 

Le sein est subdivisé en 10 à 20 lobes entourés et séparés par un tissu adipeux. Chaque lobe 

est constitué de lobules drainés par des canaux galactophoriques. Chaque lobule est organisé 

en  acini  regroupés  autour de  canalicules  intralobulaires.  Ces  derniers  se réunissent  pour 

former des canaux lobulaires, puis des canaux galactophoriques qui convergent et constituent 

des sinus lactiféres sous mamelonnaires (Fig. 4B). 

 
 
 
 

 
 

 
 

Figure 4 : Schémas anatomique (4A) et physiologique (4B) de la glande mammaire (D’après 
 

Russo et al., 2001). 
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1.3.2 Histologie 
 

La glande mammaire est constituée de deux composantes tissulaires, un compartiment 

épithélial/myoépithélial édifiant les canaux et les unités ductulo-alvéolaires terminales et un 

tissu  conjonctif  paucicellulaire,  le  stroma  palléal.  Les  cellules  luminales  sécrétrices  sont 

situées au contact des lumières et sont entourées d’une couche de cellules myoépithéliales, 

évacuant le lait en se contractant, et contribuant à l’homéostasie des structures épithéliales en 

élaborant une membrane basale (Fig 5 et 6). Le stroma palléal comprend une matrice 

extracellulaire et divers types de cellules mésenchymateuses, dont des fibroblastes, des 

myofibroblastes, des cellules endothéliales/péricytaires ainsi que de rares leucocytes. Ce 

stroma palléal assure le soutien et la nutrition de l’organe et régule les fonctions de 

l’épithélium mammaire en favorisant des interactions réciproques de nature physique, 

paracrine et endocrine (Polyak and Kalluri, 2010). Le tissu mammaire est en effet influencé 

par l’action des hormones, œstrogènes et progestérone, produites chez la femme en quantité 

variable tout au long de sa vie (puberté, grossesse, allaitement). 

 
 
 
 

 
 
 

Figure 5 : Schéma histologique de l’unité ductulo-alvéolaire mammaire (D’après Delouis, 1978) 
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Figure 6 : Histologie mammaire. 6A : Lobules et canaux galactophoriques (HES x 50), 6B : Polarisation 

architecturale des alvéoles et cannalicules (cellules épithéliales bleues, cellules myoépithéliales vertes, 

Immunofluorescence x 200)(anapath.org). 
 

 
 
 
 
 

1.3.3 Physiologie 
 

Le sein est une glande exocrine dont la fonction est de produire et d’excréter le lait (Fig. 4B). 

La glande mammaire est un organe unique car la majeure partie de sa croissance et de sa 

différenciation  surviennent  après  la  naissance  (Cowin  and  Wysolmerski,  2010).  À  la 

naissance, le coussinet adipeux mammaire contient une structure épithéliale canalaire simple 

localisée sous le mamelon qui demeure quiescente jusqu'à la survenue de la puberté (Fig. 4A). 

A la puberté, les hormones ovariennes et hypophysaires, dont l'oestrogène, la progestérone et 

l'hormone de croissance, stimulent la prolifération des cellules épithéliales mammaires, afin 

de générer des bourgeons situés à l’extrémité terminale de la stucture canalaire (terminal end 

buds, TEB) (Brisken and O'Malley, 2010). Les TEBs sont des entités dynamiques constituées 

de  cellules  épithéliales  prolifératives  et  apoptotiques,  nécessaires  à  l'allongement  des 

structures canalaires et à la formation des lumières. Ils favorisent l'extension et la bifurcation 

des canaux vers les extrémités du coussinet adipeux pour édifier une structure finale ramifiée 

et arborisée emplissant le coussinet. Chez l'adulte, les canaux épithéliaux sont constitués d'une 

couche interne de cellules épithéliales luminales et d’une couche externe de cellules 

myoépithéliales/basales   (Fig.   4B)   supposées   provenir   d'une   cellule   souche   bipotente 

commune présente lors du développement embryonnaire (van Keymeulen et al., 2011). Les 

cellules luminales peuvent être subdivisées en progéniteurs luminaux et en cellules luminales 

différenciées et matures pourvues de récepteurs hormonaux. La couche externe est constituée 

d’une  population  de  cellules  basales  souches/progénitrices  et  de  cellules  myoépithéliales 
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présentant à la fois des fonctions protectrices et oncosuppressives et des fonctions contractiles 

permettant l’expulsion du lait hors de l'alvéole vers le mamelon pendant l'allaitement. Les 

cellules progénitrices luminales et basales donnent naissance à des progéniteurs alvéolaires 

qui, pendant la grossesse, se différencient en cellules alvéolaires matures productrices de lait 

(van Amerongen et al., 2012). Au cours des grossesses, la glande mammaire adulte subit des 

cycles multiples caractérisés par l'expansion et la différenciation terminale des cellules 

alvéolaires nécessaires à la lactation, suivies de leur élimination par apoptose durant 

l’involution  (Anderson  et  al.,  2007).  En  début  de  grossesse,  les  cellules  épithéliales 

mammaires prolifèrent pour générer des structures ductulo-alvéolaires au sein du coussinet 

adipeux mammaire. A la fin de la grossesse, les taux de prolifération diminuent à mesure que 

les progéniteurs alvéolaires commencent à se différencier et à produire de faibles niveaux de 

protéines du lait. En post-partum, les progéniteurs alvéolaires subissent une différenciation 

secrétoire terminale permettant de produire et de sécréter un grand volume de lait nécessaire à 

l'allaitement. Lors de l'involution, la majorité des cellules alvéolaires différenciées subissent 

une apoptose, la glande mammaire recouvrant finalement une organisation structurale et 

fonctionnelle ayant existé avant la grossesse. Des progéniteurs alvéolaires persistent dans les 

lobules régressifs de la glande involutive et pourront intervenir lors des grossesses ultérieures. 

 
 
 
 
 
 

1.4 Classifications clinique, morphologique et phénotypique des 

cancers du sein 

 
 

1.4.1 Classification clinique 
 

 

La classification TNM est un système international de classement des cancers reposant sur 

leur extension anatomique. Ce système a été initialement proposé par le chirurgien français 

Pierre Denoix de l'Institut Gustave-Roussy. Plusieurs révisions de cette classification ont été 

publiées par l’UICC (Union internationale Contre le Cancer), la dernière étant la 7ème édition 

publiée en 2010. 

 

La très grande majorité des tumeurs malignes du sein peuvent être classées selon 3 critères 

principaux : 
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 La taille tumorale sur le site de la tumeur primitive (T) 
 

 L’extension tumorale ganglionnaire locorégionale (N) 
 

 L’extension métastatique à distance (M). 
 

 
 

Le stade TNM défini par l’UICC permet d’établir l’opérabilité de la tumeur et d’obtenir une 
 

première évaluation pronostique. 
 

 

Cependant, des types particuliers de carcinomes mammaires peuvent être classés selon leur 

mode de présentation clinique. Le carcinome inflammatoire du sein est un cancer rare et 

agressif de pronostic péjoratif défini cliniquement par un sein érythémateux, oedémateux et 

hyperthermique avec souvent un aspect caractéristique « en peau d’orange ». 

 

De plus, la survenue d’un cancer du sein au cours de la grossesse et en post-partum est 

considérée comme un facteur de pronostic défavorable. 

 
 
 
 

1.4.2 Classification morphologique 
 

 

Les critères morphologiques importants sur les plans pronostique et thérapeutique sont le type 

histopathologique, le stade pTNM, le grade SBR, le statut des récepteurs hormonaux et du 

récepteur HER2 et l’index Ki-67. 

 
 
 
 
1.4.2.1 Type histopathologique 

 

 

Les tumeurs malignes du sein sont des carcinomes dans 90% des cas. Les carcinomes 

mammaires sont de type canalaire (issus des canaux galactophoriques) dans 70% des cas et de 

type lobulaire (issus des acini) dans 10% des cas. Les carcinomes mammaires sont dans 15% 

des cas des carcinomes non infiltrants (carcinomes canalaires et lobulaires in situ) (Fig. 7) et 

dans 75% des cas des carcinomes infiltrants (carcinomes canalaires infiltrants et carcinomes 

lobulaires infiltrants) (Mallon et al., 2000). 

 

Dans 10% des cas, les carcinomes mammaires infiltrants sont d’un type morphologique 

particulier, incluant les carcinomes tubuleux, mucineux, cribriformes, papillaires, médullaires, 

micropapillaires  et  neuroendocrines  (Fig.  8).  Les  tumeurs  malignes  infiltrantes  du  sein 

peuvent être subdivisées en tumeurs d’excellent pronostic (carcinome tubuleux, carcinome 
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cribriforme, carcinome mucineux), de bon pronostic (carcinome canalaire bien différencié, 

carcinome lobulaire, carcinome papillaire), de pronostic moyen (carcinome canalaire 

moyennement différencié, carcinome HER2+) et de mauvais pronostic (carcinome canalaire 

peu différencié, carcinome triple-négatif, carcinome inflammatoire, carcinome métaplasique). 

 

 
 

 
Figure 7 : Etapes classiques de la cancérogénèse mammaire 

 

 
 
 
 

 
Figure 8 : Principaux types histopathologiques des carcinomes mammaires infiltrants. De haut en 

bas et de gauche à droite: carcinome cribriforme, carcinome tubuleux, carcinome papillaire, carcinome 

HER2+, carcinome lobulaire, carcinome bien différencié, carcinome triple-négatif, carcinome 

micropapillaire. 
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1.4.2.2 Classification pTNM 
 

 

Elle est établie en post-chirurgical par les pathologistes. 
 

 

 La taille tumorale 
 

La  taille  tumorale  mesurée  lors  de  l’examen  macroscopique  et  microscopique 

constitue un facteur pronostique important. Elle est corrélée à l’envahissement des 

ganglions axillaires. Ceux-ci sont envahis dans 20% des tumeurs de moins de 10mm, 

dans 30% des tumeurs de moins de 20mm et dans 70% des tumeurs de plus de 50mm. 

La survie globale à 5 ans est de 91% pour les tumeurs de moins de 10mm, de 80% 

pour les tumeurs de 20 à 50mm et de 63% pour les tumeurs de plus de 50mm. 

 
 

 L’envahissement des ganglions axillaires 
 

Il constitue actuellement le facteur pronostique le plus important pour prédire les 

rechutes métastatiques et la survie des patientes. Un nombre minimal de 10 ganglions 

doivent être examinés. La survenue d’un envahissement ganglionnaire par des cellules 

tumorales est un facteur pronostique défavorable (75 % de survie globale à 10 ans 

chez les patientes N- contre 50% chez les patientes N+). Le nombre de ganglions 

axillaires envahis est également un critère pronostique important (survie à 10 ans : 

75% chez les patientes N-, 58% chez les patientes présentant 1 à 3 ganglions envahis, 
 

29% chez les patientes présentant plus de 4 ganglions envahis). 
 
 
 
 
 
 

1.4.2.3 Grade et index histopronostiques 
 

 

L’examen morphologique microscopique, effectué à partir de prélèvements biopsiques ou de 

pièces opératoires, permet de classer les carcinomes mammaires selon le grade 

histopronostique de Scarff-Bloom-Richardson ou grade « SBR ». 

 

Trois paramètres sont pris en compte : l’architecture tumorale, l’anisocaryose et le nombre 

de mitoses par 10 champs au grossissement 400. A chacun de ces paramètres est attribué un 

score de 1 à 3, dont la somme permet de définir 3 grades : (i) Grade 1 : cancer de croissance 

lente et de risque évolutif faible, (ii) Grade 2 : cancer de croissance moyenne et de risque 

évolutif médian et (iii) Grade 3 : cancer de croissance rapide et de risque évolutif élevé. Les 
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tumeurs mammaires infiltrantes dont le grade est le plus élevé sont considérées comme les 

plus agressives et au pronostic le plus défavorable. 

 

L'index pronostique de Nottingham peut également être utilisé pour prédire l’évolution des 

carcinomes  mammaires  en  considérant  plusieurs  critères,  incluant  la  taille  tumorale,  le 

nombre de ganglions lymphatiques métastatiques et le grade histologique de la tumeur. 

 
 
 
 
1.4.2.4 Autres facteurs histopronostiques 

 

 

Les autres facteurs pronostiques qui doivent être pris en compte lors de l’analyse 

morphologique sont les emboles vasculaires péri-tumoraux, les engainements péri-nerveux, 

une composante intracanalaire associée, des territoires de nécrose tumorale, l’envahissement 

des marges d’éxérèse, les cellules tumorales isolées (pN0i+) et les micrométastases 

ganglionnaires (pN1mi). 

 
 
 
 

1.4.3 Classification immunophénotypique 
 

 

Quatre des plus importants biomarqueurs des cancers du sein sont le récepteur des 

œstrogènes (RE), le récepteur de la progestérone (RP), le récepteur humain de croissance 

épidermique de type 2 (HER2) et éventuellement l’index de prolifération cellulaire Ki-67. En 

pratique médicale courante, leurs niveaux d’expression sont mis en évidence par 

immunohistochimie. 

 

Les récepteurs nucléaires RE et RP : Le seuil de positivité des récepteurs RE et RP en 

immunohistochimie (IHC) varie selon les pays. En Europe et particulièrement en France, une 

intensité  d’expression  protéique  faible  identifiée  dans  les  noyaux  d’au  moins  10  %  des 

cellules tumorales (score IHC 1+) constitue le seuil de positivité habituellement retenu. 

 

Le récepteur membranaire à activité tyrosine kinase HER2 
 

 

 La surexpression du récepteur HER2 est définie par un score IHC et/ou FISH (Wolff 

et al., 2013). 

Score IHC 3+ : Marquage membranaire continu d’intensité forte de la quasi-totalité 

des cellules tumorales. 
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Score IHC 2+ : Marquage continu ou discontinu d’intensité modérée d’une majorité 

de cellules tumorales associé à une amplification du gène HER2 (HER2 > 6 copies ou 

HER2/CEN17 > 2.2) mise en évidence par la technique de FISH (Fluorescence In Situ 

Hybridization). 

 
 

 L’absence de surexpression du récepteur HER2 est définie par un score IHC/FISH : 
 

Score 0 : Absence de marquage. 
 

Score 1+ : Marquage discontinu d’intensité faible d’une minorité de cellules. 
 

Score 2+ et absence d’amplification du gène HER2 : HER2 < 4 copies ou 

HER2/CEN17 < 2.2) (recommandations conjointes de l’ASCO et du Collège des 

pathologistes américains ; Wolff et al., 2007). 

 
 
 

 Résultat ambigu 
 

4 < HER2 < 6 copies ou 1.8 < HER2/CEN17 < 2.2. 
 

 
 
 

L’index de prolifération cellulaire Ki-67 
 

L’index de prolifération Ki-67 présente une importante valeur diagnostique, pronostique et 

prédictive dans les carcinomes mammaires. Il est un marqueur de prolifération exprimé dans 

le noyau des cellules lors des phases G1, S, G2 et M du cycle cellulaire. Sur le plan 

dignostique, il permet de séparer les carcinomes de type luminal A (index Ki-67 < 20%) des 

carcinomes de type luminal B (index Ki-67 > 20%). Sur le plan pronostique, il est un facteur 

indépendant mais de moindre importance que le grade SBR ou l’index mitotique. Sur le plan 

prédictif,  l’index  Ki-67  évalué  sur  micro-biopsies  de  tumeurs  mammaires  avant 

chimiothérapie néoadjuvante apparait être un important facteur de réponse tumorale, les 

tumeurs présentant un index élevé régressant mieux que les tumeurs présentant un index bas. 

 
 
 
 
Test d’expression génique PAM50 

 

Dans le cadre de la “médecine personnalisée”, des tests innovants de biologie moléculaire 

permettent une approche concrète de la prise en charge théranostique des patients. Ces tests 

sont appelés tests “d’expression génique” ou de “signature génique” ou “GEP” (Gene 

Expression Profiling). Ils sont basés sur l’identification et la quantification de mRNAs ou de 

cDNAs de gènes impliqués essentiellement dans la prolifération tumorale. Le principal intérêt 
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de ces tests est de permettre pour chaque patiente, une analyse plus fine que les techniques 

immunohistochimiques de stratification du risque, et de fournir au clinicien une information 

supplémentaire quant à l’indication éventuelle d’une chimiothérapie ajoutée au traitement 

standard. Ces GEPs sont réalisés sur des prélèvements de tissu tumoral (biopsie ou pièce 

opératoire). Parmi les tests proposés, le test Prosigna® (PAM50) a été récemment intégré 

dans l’arbre décisionnel théranostique des cancers du sein à l’Institut Curie. Les critères 

d’inclusion pour ce test moléculaire associent: (i) des patientes post-ménopausées, avec un 

diagnostic de cancer du sein au stade précoce, ayant subi une mastectomie ou un traitement 

chirurgical conservateur du sein, avec atteintes ganglionnaires (N1 à N3) ou sans (N0), (ii) 

des tumeurs avec récepteurs hormonaux positifs (RH+), (iii) des tumeurs avec absence de 

surexpression (ou d’amplification) de HER2 (HER2-), (iv) des patientes éligibles à un 

traitement par chimiothérapie adjuvante. Le test PAM50 fournit une évaluation du risque 

rapide, fiable et individualisée avec en particulier la notion d’indicateur pronostique de survie 

sans récidive à 10 ans.  Il est nécessaire pour réaliser le test PAM50 de disposer de deux 

variables anatomo-cliniques : la taille de la tumeur (≤ à 2 cm ou > à 2cm) et l’atteinte 

ganglionnaire (0 à 3). L’infiltration tumorale est vérifiée par un médecin anatomopathologiste 

sur le bloc tumoral techniqué. Le dosage Prosigna® est effectué sur l’ARN isolé à partir 

d’échantillons tumoraux mammaires fixés au formol et inclus en paraffine. Le test PAM50 

mesure simultanément par RT-PCR les niveaux d’expression de 50 gènes utilisés par 

l’algorithme de classification des sous types intrinsèques. Le test est effectué sur le système 

d’analyse nCounter® DX de Nanostring. L’algorithme renvoie un score RDR (Risque De 

Récidive) qui est corrélé avec la probabilité de récidive à distance à 10 ans. Le test PAM50 a 

été validé au plan analytique par plusieurs études. Les résultats de nombreuses études, dont 

TransATAC clinical validation study et ABCSG-8 validation study, ont permis de valider le 

modèle qui lie le score RDR du test PAM50 à la probabilité de récidive à distance dans la 

population testée, avec un intervalle de confiance de 95 % (Gnant et al., 2014 ; Filipits et al., 

2015 ; Sestak et al., 2015). 
 
 
 
 
 

Les tumeurs de type « triple négatif » sont caractérisées par l’absence d’expression des 

récepteurs RE et RP et l’absence de surexpression du récepteur HER2. 

 

En pratique médicale quotidienne, ces biomarqueurs sont à la fois utilisés comme facteurs 

diagnostiques, pronostiques et prédictifs et comme des cibles thérapeutiques. Environ 80% 
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des tumeurs malignes du sein surexpriment RE (Fig. 9A) et 60% surexpriment RP (Fig. 9B). 

Le récepteur HER2 est surexprimé/amplifié dans environ 15% des carcinomes mammaires 

(Fig. 9C et 9D). 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
Figure 9 : Classification immunophénotypique habituelle des carcinomes mammaires infiltrants. 

9A : RE score 3+, 95% ; 9B : RP score 3+, 95%; 9C : HER2 score 3+; 9D: Amplification de HER2 (FISH). 
 

 
 
 
 
 
 
 

1.5 Classifications moléculaires des carcinomes du sein 
 
 

1.5.1 Biologie moléculaire du cancer du sein 
 
 

1.5.1.1 Concept général actuel de la cancérogénèse 
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Le cadre paradigmatique du cancer a récemment évolué et la cancérogénèse est actuellement 

considérée comme un processus complexe comportant de multiples étapes initiées par des 

altérations génétiques et épigénétiques des cellules épithéliales et des modifications du 

microenvironnement normal (Elshamy and Duhé, 2013 ; Hanahan and Coussens, 2012 ; Byun 

and   Gardner,   2013).   Les   interactions   réciproques   développées   entre   les   différentes 

populations épithéliales atypiques et stromales conduisent à une reprogrammation des cellules 

stromales,  au  remodelage de  la matrice extra-cellulaire (MEC)  et  à l’acquisition  par les 

cellules cancéreuses de multiples stratégies adaptatives et d’un phénotype plus agressif (Fig. 

10). 
 

 
 
 
 

 
 

 

 
 

 
Figure 10 : Progression tumorale des carcinomes mammaires. Infiltration locale (a), invasion 

vasculaire (b), métastase ganglionnaire (c) et métastase osseuse (d) (anapath.org). 

 
 
 

La transformation d’un tissu conjonctif normal en un microenvironnement tumoral est 

caractérisée par l’acquisition d’une hypoxie chronique, de propriétés oxydantes, d’une 

reprogrammation métabolique, d’une acidose, d’une néoangiogénèse, d’une inflammation et 

d’une immunosuppression.  Les différentes populations cellulaires tumorales sélectionnées 
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1.5.1.2 Caractéristiques des cellules cancéreuses 

dans ce microenvironnement modifié, présentent des phénotypes plus agressifs caractérisés à 

des   degrés   variables   par   l’acquisition   d’une   plasticité   épithélio-mésenchymateuse   et 

vasculaire  et  de  propriétés  de  cellules  souches,  une  reprogrammation  métabolique,  une 

réponse au stress du réticulum endoplasmique (RE), une autophagie, la secrétion d’exosomes 

et un échappement au système immunitaire. Ces nouvelles propriétés développées au sein de 

la tumeur primitive par les cellules cancéreuses permettent l’apparition d’une hétérogénéité 

intratumorale responsable en partie de l’acquisition d’une mobilité cellulaire et d’une 

résistance à l’anoïkis, à l’origine de l’invasion, de l’intravasation, de l’évolution métastatique 

et de la résistance aux thérapies systémiques (Fig. 11). 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figure 11 : Cadre paradigmatique actuel de la cancérogénèse. Altérations génétiques/épigénétiques des cellules 

cancéreuses et interactions réciproques entre les cellules cancéreuses et le microenvironnement (RE: réticulum 

endoplasmique, MEC : matrice extra-cellulaire). 
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1.5.1.2 Caractéristiques des cellules cancéreuses 
 

 

La transformation d'une cellule normale en une cellule cancéreuse se traduit par l’acquisition 

de nouvelles caractéristiques (Hanahan and Weinberg, 2000). Initialement, selon l’équipe de 

R. Weinberg, ces dernières étaient au nombre de 6 et comprenaient l’auto-suffisance en 

signaux de croissance, l’insensibilité vis-à-vis des suppresseurs de croissance, l’inhibition de 

l’apoptose, une replication illimitée, une néoangiogénèse continue et un potentiel infiltrant et 

métastatique. Plus récemment, des caractéristiques supplémentaires ont été ajoutées par 

l’équipe de R. Weinberg, incluant l’immunosuppression, l’inflammation chronique, la 

reprogrammation métabolique et épigénétique, et l’acquisition de mutations/épimutations et 

d’une instabilité génomique (Hanahan and Weinberg, 2011) (Fig. 12). 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

Figure 12 : Caractéristiques principales du cancer et leur ciblage thérapeutique 

(Hanahan and Weinberg, 2011) 
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1.5.1.3 Mécanismes moléculaires de la cancérogénèse mammaire 
 

 
 

1.5.1.3.1 Oncogènes et gènes suppresseurs de tumeur 
 

Au cours des décennies précédentes, les progrès réalisés dans la compréhension de la biologie 

des tumeurs malignes ont permis la découverte de l’implication des oncogènes et des gènes 

suppresseurs de cancer dans la cancérogénèse mammaire. 

 

Les oncogènes, découverts en 1976, sont des gènes qui acquièrent un pouvoir transformant 

suite à des modifications qualitatives ou quantitatives, pour devenir des oncogènes (Stehelin 

et al., 1976). Leurs mécanismes d’action sont dominants et conduisent à un gain de fonction 

puisqu’une seule altération sur l’un des deux allèles est suffisante pour assurer leur 

oncogénicité. Les oncogènes peuvent être activés par des mécanismes variés tels que 

l’intégration virale, la mutation ponctuelle, la microdélétion avec conservation du cadre de 

lecture, le réarrangement structural, l’amplification génique et la dérégulation de mRNAs 

codant pour des oncoprotéines. 

 

Les  gènes  suppresseurs  de  cancer  regroupent  deux  familles  principales  :  les  gènes  de 

contrôle du cycle cellulaire (Gatekeepers) et les gènes de réparation de l’ADN (Caretakers). 

Les gènes de contrôle du cycle cellulaire sont capables de réguler négativement ce dernier et 

induisent l’apoptose, inhibant ainsi la croissance cellulaire. Les gènes de réparation de l’ADN 

sont responsables du maintien de l’intégrité du génome suite à un endommagement de l’ADN. 

Il s’agit principalement du système de réparation des mésappariements MMR (Mismatch 

Repair), du système de réparation des nucléotides NER (Nucleotide Excision Repair) et du 

système de réparation des cassures double-brin HR (Homolog Recombinaison).  Ces gènes 

suppresseurs de tumeur peuvent être altérés et intervenir alors indirectement dans 

l’oncogénèse.  Les  mécanismes  qui  aboutissent  à la perte  de  fonction  de ces  gènes  sont 

récessifs car ils s’accompagnent de l’altération simultanée de leurs deux allèles. Les 

oncosuppresseurs peuvent être inactivés par des mécanismes variés tels les mutations 

ponctuelles (mutations non sens ou d’épissage, microdélétions ou microinsertions avec 

modification  du  cadre  de  lecture)  ainsi  que  par  des  délétions,   des  insertions,  des 

surexpressions de miRNAs et l’hyperméthylation des ilots CpG des promoteurs inhibant la 

transcription (Volgenstein and Kinzler, 2004). 
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1.5.1.3.2 Instabilité génomiques et anomalies génétiques/épigénétiques 
 

Au cours des cinq dernières années, les techniques de séquençage massif parallèle de l’ADN 

et de l’ARN effectuées à partir de milliers de génomes de tumeurs malignes, ont permis 

d’approfondir nos connaissances sur les altérations génétiques dans l’oncogénèse et leur 

fréquence dans différents types de cancers, dont les carcinomes mammaires. La majorité des 

caractéristiques des cellules cancéreuses mammaires résultent de leur instabilité génomique et 

de l'acquisition progressive d’anomalies génétiques/épigénétiques. 

 
 
 
1.5.1.3.2.1 Instabilité génomique 

 

Les mécanismes moléculaires responsables de l'instabilité génomique et de la sélection de 

génomes complexes dans les cancers du sein sont encore largement inconnus, mais résultent 

en partie d’altérations de la réparation de l'ADN et des checkpoints et du maintien de la 

longueur des télomères via la réactivation de la télomérase. Cette dernière peut résulter de 

divers mécanismes tels l’existence (i) de mutations du promoteur de hTERT (< 5% dans les 

cancers du sein) et des gènes ATRX et DAXX de la voie alternative, (ii) de la prolifération de 

cellules   souches   ou   progénitrices   télomérase+,   (iii)   de   dérégulations   épigénétiques 

(acétylation, hyperméthylation) et (iv) d’altérations de facteurs de régulation (surexpression 

de c-Myc, sous-expression de Mad-1 et WT1). En plus du maintien de la longueur des 

télomères, la réactivation de la télomérase est impliquée dans l’activation des voies NF-kB et 

Wnt/β-caténine, l’adhésion et la prolifération cellulaire, l’EMT et la migration. Cette 

réactivation permet surtout aux cellules cancéreuses de contourner les mécanismes 

physiologiques de la sénescence et de continuer à se diviser jusqu’à ce que l’apparition de 

multiples petits télomères ayant atteint une réduction critique de leur taille, déclenche la « 

crise télomérique ». Celle-ci est caractérisée par une période de sénescence replicative 

complête, des fusions inter-chromosomiques localisées à leurs extrémités et une apoptose 

extensive (Capper et al., 2007 ; Jafri et al., 2016). Ces courts télomères dysfonctionnels ont 

été détectés dans de nombreux types de tumeurs malignes, dont les cancers du sein (Chin et 

al., 2004 ; Roger et al., 2013). L’association apparemment paradoxale de courts télomères et 

d’une activité télomérasique accrue et non corrélée aux niveaux d’expression de hTERT, a été 

récemment observée dans les sous-types les plus agressifs des carcinomes mammaires. Ainsi, 

les CSTNs sont caractérisés par l’activité télomérasique la plus élevée, les plus courts 

télomères, une distribution nucléaire diffuse de hTERT, un statut muté de TP53 et une 

surexpression simultanée des métalloprotéinases MMP2 et MMP7 (Ceja-Rangel et al., 2016). 
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1.5.1.3.2.2 Anomalies génétiques et épigénétiques 
 
 

Ces altérations comprennent principalement les translocations chromosomiques, les 

amplifications et les délétions géniques, les mutations ponctuelles et les modifications 

épigénétiques. Trois études pangénomiques (Kandoth et al., 2013 ; Zack et al., 2013; Stransky 

et al., 2014) ont analysé les profils des translocations chromosomiques, les altérations du 

nombre de copies géniques et les mutations somatiques dans une douzaine de types tumoraux, 

incluant plus de 1000 tumeurs du sein (Fig. 13). 

 
 

 Translocations : L’analyse du transcriptome de 7000 tumeurs appartenant à 20 types 

différents a révélé que les transcrits de fusion impliquant les différentes kinases sont 

rares dans les cancers du sein (< 2%). Les principales translocations chromosomiques 

observées dans les cancers du sein concernent ALK, RET, PIK3CA, PDGFRA, NTRK3 

et FGFR1/2 (Stransky et al., 2014). 

 
 

 Altérations  du  nombre  de  copies  d’ADN  :  Les  trois  études  pangénomiques 

précédemment citées ont révélé pour l’ensemble des tumeurs étudiées que les 

amplifications/délétions somatiques ont tendance à se situer dans les mêmes régions 

chromosomiques. Seules un tiers des régions identifiées comportent des oncogènes et 

des oncosuppresseurs préalablement décrits. Les gènes les plus fréquemment amplifiés 

dans les carcinomes mammaires sont MYC, CCND1, EGFR, MDM2, CCNE1, ERBB2, 

ZNF703 et ZNF217. La délétion homozygote la plus fréquemment observée dans 

l’ensemble des cancers étudiés, dont le cancer du sein, est localisée en 9p21 et a pour 

cible le gène suppresseur de tumeur CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 

2A). Les autres gènes délétés dans les cancers du sein sont PTEN, INPP4B, PPP2R2A, 

MLL3 et MAP2K4. 

 
 

 Mutations ponctuelles somatiques : Les études pangénomiques récentes ont identifié 
 

127 gènes significativement mutés dans les différents types de cancers. Ces gènes 

appartiennent pour la plupart aux voies de signalisation bien connues dans 

l’oncogénèse, dont les voies MAPK, PI3K et Wnt/β-caténine, mais aussi à des voies 

émergeantes impliquant la modification des histones, le métabolisme et la protéolyse. 

Le gène suppresseur de tumeur le plus fréquemment muté dans les tumeurs humaines 

est le gène TP53 (42% pour l’ensemble des tumeurs et 33% pour les tumeurs du sein 
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avec une prédominance pour le sous-type triple-négatif). L’oncogène le plus 

fréquemment muté est PIK3CA (18 % pour l’ensemble des cancers et 34 % pour le 

cancer du sein). Ces études ont de plus révélé que le cancer du sein est l’un des 

cancers présentant le plus faible taux de mutations somatiques, après la leucémie 

myéloïde chronique (Kandoth et al., 2013) (Fig. 13). Ainsi, seuls 7 gènes sont mutés 

dans les cancers du sein dont la fréquence est supérieure à 5% : TP53 (37%), PIK3CA 

(36%), GATA3 (11%), MAP3K1 (8%), MLL3 (7%) et CDH1 (7%). 17 gènes 

supplémentaires sont mutés avec une fréquence variant de 1% à 5%. La fréquence des 

mutations est la plus élevée dans les carcinomes mammaires de type luminal B et la 

plus basse dans les carcinomes de type triple-négatif (Curtis et al., 2012). 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figure 13 : Fréquence des mutations dans 12 types différents de tumeurs malignes 

 
AML : acute myeloid leukaemia ; BRCA : breast carcinoma ; OV : ovarian serous 

carcinoma;  KIRC  :  kidney  renal  clear  cell  carcinoma;  UCEC  :  uterine  corpus 

endometrial carcinoma; GBM : glioblastoma multiforme; COAD, READ : colon and 

rectal carcinoma; HNSC : head and neck squamous cell carcinoma; BLCA : bladder 

urothelial carcinoma; LUAD : lung adenocarcinoma; LUSC : lung squamous cell 

carcinoma (D’après Kandoth, McLellan et al., 2013). 
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↓
 

1.5.1.3.2.3 Chromotripsis 
 

Le modèle classique de la progression tumorale multi-étapes postule que les mutations 

s’accumulent progressivement selon un processus de sélection darwinienne (Nowell, 1976). 

Toutefois, une minorité de tumeurs mammaires agressives sont caractérisées par l’apparition 

brutale de nombreux réarrangements chromosomiques réalisant une chromotripsis (Stephens 

et al., 2011 ; Goncalves et al., 2014). Ainsi, de nombreuses mutations peuvent survenir durant 

de très courtes périodes pendant lesquelles des centaines de réarrangements chromosomiques 

localisés se produisent lors d'une seule division cellulaire catastrophique (Cai et al., 2014). 

Ces cassures générent des remaniements majeurs du génome pouvant favoriser la 

transformation cancéreuse par le biais de nombreuses amplifications d’oncogènes et de 

délétions de gènes oncosuppresseurs survenant simultanément au voisinage des translocations 

(Fig. 14). La prévalence de la chromotripsis a été évaluée à 41% dans les cancers du sein à 

haut risque (Przybytkowski et al., 2014) et pourrait expliquer le développement rapide de 

certaines tumeurs pendant les intervalles séparant deux consultations de dépistage (Nik-Zainal 

et al., 2012). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  14  :  Chromotrypsis  (→):  Amplifications  d’oncogènes  et  délétions 

d’oncosuppresseurs présentes simultanément à proximité de multiples 

translocations (Goncalves et al., 2014). La flèche       indique la région de la 
chromotripsis sur le chromosome 2. 
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Ces techniques globales ont donc identifié un degré de complexité supplémentaire dans le 

génome des cancers du sein et ce niveau croissant de complexité est corrélé à un pronostic 

plus défavorable. Ces analyses ont de plus révélé que la progression multi-étapes avec 

acquisition progressive de mutations génétiques et épimutations peut se combiner avec des 

dysfonctionnements télomériques, des défauts de réparation de l’ADN et une chromotrypsis, 

pour produire des niveaux élevés d’hétérogénéité intra-tumorale et inter-tumorale. 

L’identification des altérations génétiques clés dans les cancers du sein a servi de support à la 

recherche et à la sélection de cibles pertinentes en oncologie à l’origine du développement de 

nouvelles thérapies moléculaires (Fig. 12). 

 
 
 
 
1.5.1.3.3 Anomalies des voies de signalisation 

 

 

Les analyses pangénomiques réalisées dans les différents types de cancers, ont permis 

d’identifier les principales voies de signalisations altérées. Il s’agit des voies 

p53/apoptose/cycle cellulaire, Wnt, Notch, récepteurs à activité tyrosine kinase et ses voies 

d’aval MAPK et PI3K/Akt/mTOR. Pour les carcinomes mammaires, ces études réalisées sur 

plus de 1000 tumeurs du sein (Kandoth et al., 2013; Zack et al., 2013; Stransky et al., 2014) 

ont identifié un panel de 127 gènes mutés appartenant aux voies régulant le cycle cellulaire 

(TP53, p27/CDKN1B, RB1), la voie EGF (PIK3CA, PTEN, PIK3R1, AKT1, NF1), la voie 

Stress-JNK (MAP3K1, MAP2K4), la transcription des récepteurs oestrogéniques (GATA3, 

NCOR1, RUNX1/CBFB, CTCF, FOXA1), l’épissage des pré-RNAs (SF3B1), la méthylation 

des histones (MLL3) et le développement de la glande mammaire (TBX3). 

 

Le TCGA (The Cancer Genome Atlas), publié en 2012, a permis d’analyser les carcinomes 

mammaires primitifs de 825 patientes en combinant plusieurs techniques innovantes à haut 

débit telles que SNP array, méthylation de l’ADN, séquençage des exomes, cDNA 

microarrays, séquençage des microRNAs et RPPA. 

 

  Ces  analyses  ont  identifié  les  récepteurs  à  activité  tyrosine  kinase  les  plus 

fréquemment altérés dans le cancer du sein, dont ERBB2/HER2 (21%), IGF1R (7%) 

et EGFR (10%). 

 

  Elles ont également révélé que la voie PI3K/Akt/mTOR est la voie la plus fréquement 

altérée dans le cancer du sein (Fig. 15) où elle apparait fortement activée dans tous les 

sous-types de carcinomes mammaires.  Les anomalies génétiques de la voie PI3K 
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comportent (i) des altérations des gènes PIK3CA (36%) et AKT1 (2%) avec des 

mutations présentes dans les sous-types luminaux et HER2+ et des amplifications dans 

les CSTNs, (ii) des inactivations de PTEN résultant de délétions dans les CSTNs et de 

rares  mutations  dans  les  différents  autres  sous-types,  (iii)  des  délétions  du  gène 

INPP4B principalement dans les CSTNs et (iv) de rares mutations de PIK3R1 et 

d’AKT1. Les analyses RPPA ont confirmé la perte des deux gènes suppresseurs PTEN 

et INPP4B de la voie PI3K/Akt/mTOR, perte qui est plus fréquente dans les CSTNs 

que dans les autres sous-types tumoraux de carcinomes mammaires. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figure 15 : Voie de signalisation PI3K/Akt/mTOR (D’après Fasolo and Sessa, 2012) 
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1.5.2 Classifications moléculaires des cancers du sein 
 

 

Les différentes classifications cliniques, morphologiques et immunophénotypiques ne 

permettent cependant pas d’explorer la totalité de l’hétérogénéité intratumorale propre à 

chaque patiente, notamment au niveau génomique. Ainsi, l'analyse des mécanismes 

moléculaires des cancers du sein a fait l'objet de recherches intensives au cours des dernières 

décennies. La publication par une équipe de chercheurs de l’université de Stanford (Perou et 

al., 2000) d’un article identifiant les profils moléculaires des tumeurs du sein a révolutionné 

l’approche de la cancérogénèse mammaire.  Depuis, confirmant la pertinence des 

classifications morphologiques, le cancer du sein est apparu comme une maladie très 

hétérogène caractérisée par des sous-types morphologiques et moléculaires pourvus de profils 

génomiques, épigénomiques et transcriptomiques distincts. Grace au développement des 

techniques d’analyses à haut débit, la classification des cancers du sein a été considérablement 

enrichie par la prise en  compte de marqueurs moléculaires spécifiques  exprimés par les 

cellules tumorales mammaires. 

 
 
 
 

1.5.2.1 Classifications génomiques et transcriptomiques 
 
 
 
 

1.5.2.1.1 Classification transcriptomique « intrinsèque » 
 
Depuis l’an 2000, il est devenu possible d’appréhender le transcriptome d’un tissu donné dans 

sa globalité. Ainsi, l’utilisation des puces à ADN (cDNA microarrays) a permis de mesurer 

simultanément l’expression de milliers de gènes au niveau ARN et de dresser un profil 

moléculaire   transcriptomique   de   chaque   échantillon.   En   établissant   de   tels   profils 

d’expression pour l’ensemble des tumeurs mammaires, une première étude transcriptomique a 

permis de les classer en 5 catégories (Fig. 16) sur la base d’une signature « intrinsèque » 

correspondant à l’expression de 534 gènes (Perou, Sorlie et al., 2000 ; Sorlie, Perou et al., 

2001). Ces 5 catégories comprennent les sous-types Luminal A, Luminal B, ERBB2+, Basal- 

like et Normal-like. 
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Figure 16 : Classification moléculaire intrinsêque des carcinomes mammaires infiltrants 
 

 
A. Classification hiérarchique par le biais de la signature intrinsèque d’une série de 115 tumeurs du 

sein et 7 tissus mammaires sains. 

B. Dendrogramme caractérisant les cinq sous-groupes de tumeurs. 

C-G. Principaux gènes différentiellement exprimés dans les 5 sous-types tumoraux : ERBB2 (C), 

Luminal B (D), Basal-like (E), Normal-like (F) et Luminal A (G). 

 
La barre d'échelle représente le niveau d’expression de chaque gène relativement au niveau médian de 

son expression dans tous les échantillons (D’après Sorlie et al., 2003). 
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Cette classification « intrinsèque » suppose que les différentes catégories sont issues de types 

cellulaires normaux différents. Les 5 sous-types peuvent être regroupés en 2 catégories : les 

tumeurs RE positives (RE+) exprimant le gène ESR1 (80%) et les tumeurs RE négatives (RE- 

) n’exprimant pas le gène ESR1 (20%). 
 

 

Les tumeurs RE+ se subdivisent en tumeurs de type luminal A (60%) et luminal B (20%), 

qui présentent un profil d’expression proche de celui des cellules épithéliales luminales 

mammaires. Les tumeurs de type luminal A expriment très fortement le récepteur aux 

œstrogènes et faiblement les gènes liés à la prolifération. Elles sont généralement de faible 

grade et de bon pronostic, tandis que les tumeurs de type luminal B expriment plus faiblement 

le  récepteur  aux  œstrogènes,  comportent  une  expression  élevée  des  gènes  liés  à  la 

prolifération et sont de moins bon pronostic (Fig 17). 

 

Les tumeurs RE- comportent trois sous-types : ERBB2+, Basal-like et Normal-like. 
 

 

 Le   sous-type   ERBB2+   est   caractérisé   par   une   forte   surexpression   du   gène 

HER2/ERBB2 et des gènes associés à l’amplicon localisé sur le chromosome 17q12 

ainsi que par la surexpression de gènes liés à la prolifération. 

 

 Le  sous-type  Basal-like  est  caractérisé  par  l’expression  de  gènes  de  cellules 

myoépithéliales/basales normales de sein ainsi qu’une forte expression de gènes liés à 

la prolifération. Ce sous-type semble lui-même extrêmement hétérogène et représente 

la grande majorité des tumeurs de la catégorie triple-négative, caractérisées par étude 

immunohistochimique (Nielsen et al., 2004 ; Livasy et al., 2006). Le sous-type basal- 

like est fréquemment observé chez les femmes porteuses d’une mutation 

constitutionnelle du gène BRCA1. Ces tumeurs héréditaires partagent des 

caractéristiques génomiques transcriptomiques et morphologiques avec les tumeurs 

sporadiques de type basal-like (Foulkes et al., 2003), en particulier les mutations du 

gène TP53, l’expression des cytokératines et le profil triple-négatif des récepteurs. Les 

tumeurs basal-like sporadiques peuvent également présenter une inactivation bi- 

allélique somatique de BRCA1 par méthylation ou inhibition du promoteur du gène 

BRCA1 (Turner and Reis-Filho, 2006 ; Turner et al., 2007). 

 

 Le  sous-type  Normal-like  est  caractérisé  par  l’expression  des  gènes  de  cellules 

épithéliales basales et de tissu adipeux. L’existence de ce sous-type est actuellement 
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contestée car il pourrait être issu d’un artéfact lié à une contamination par le tissu 
 

mammaire normal environnant (Parker et al., 2009). 
 

 

Une classification « intrinsèque » simplifiée, nommée PAM50 et basée non plus sur 534 

gènes mais sur 50 gènes, semble être la signature d'expression gènique la plus utilisée 

aujourd'hui en pratique clinique. 

 
 
 
 

 

Figure 17 : Pronostic des différents sous-types moléculaires de cancers du sein représenté par 

la  survie  globale.  NB  : Depuis  2006,  le  traitement  anti-HER2  Trastuzumab  (Herceptine®)  a 

radicalement amélioré le pronostic du sous-type HER2+ (D’après Sorlie et al., 2003). 
 
 
 
 
 

1.5.2.1.2 Classification génomique et transcriptomique 
 

 

Plus récemment, d’autres sous-types moléculaires ont été identifiés (Curtis et al., 2012) en 

utilisant une approche associant des données génomiques et transcriptomiques associées à des 

altérations somatiques acquises du nombre de copies (CNAs). L’analyse de la classification 

hiérarchique non supervisée des profils appariés d'ADN-ARN a ainsi identifié 10 sous- 

groupes présentant des évolutions cliniques distinctes (Fig. 18). 
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Rareté des altérations du nombre de copies 

Carcinomes luminaux A, lobulaires, tubulaires 

 
Carcinomes de type basal-like 

(Perte de 5, gains de 8q, 10p, 12p) 

 
 
 
 
 

Carcinomes ERBB2+ 

(Sans Trastuzumab) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 18: Classification génomique et transcriptomique intégrant les anomalies du nombre de 

copies.  Classification  hiérarchique  non  supervisée  révélant  10  sous-groupes  tumoraux  d’évolution 

clinique distincte (D’après Curtis et al., 2012). 
 
 
 
 
 
 

1.5.2.2 Classification moléculaire intégrée des cancers du sein 
 
 

Une  nouvelle  classification  moléculaire  des  carcinomes  mammaires  a  été  récemment 

proposée en analysant et en intégrant les données issues des techniques de CGH array, SNP 

array,  séquençage  d’exome,  méthylation  de  l’ADN,  cDNA  array,  miRNAseq  et  RPPA 

(TCGA, 2012) (Fig. 19). Quatre sous-types moléculaires ont été individualisés dont les 

anomalies génétiques et épigénétiques pourraient en grande partie rendre compte de 

l’hétérogénéité clinique et morphologique des tumeurs analysées (Tableau 1). De plus, la 

comparaison des tumeurs mammaires de type basal avec des tumeurs ovariennes séreuses de 

haut grade et les tumeurs endométriales, a révélé de nombreuses anomalies moléculaires 

communes telles (i) l’inactivation de BRCA1, (ii) la perte de RB1 et l’amplification de cycline 

E1, (iii) une surexpression de AKT3, (iv) l'amplification et la surexpression de MYC et (v) une 

fréquence élevée de mutations de TP53. Ces anomalies partagées suggèrent la possibilité 

d’approches thérapeutiques communes, telles que les dérivés du platine (Figure 20a et b). 
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Figure 19 : Analyse coordonnée des différents sous-types moléculaires de cancers du sein (TCGA, 2012) 

 

(a)  L’analyse des clusters consensus permet l’identification de 4 groupes principaux. 

(b) Heat-map des différents sous-types définis par l’analyse des miRNAs, de la méthylation de l’ADN, 

le nombre de copies, l’expression des mRNAs (PAM50 et RPPA). 
(c)  Corrélations avec les anomalies moléculaires. 
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Figure 20a et 20b : Etude comparée des altérations moléculaires des cancers 

mammaires de type triple-négatif, des carcinomes séreux ovariens de haut grade et 

des carcinomes endométriaux (TCGA, 2012). 



 

5
6

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sous-types Luminal A Luminal B Triple-négatif HER2+ 
Voie TP53 mutation de TP53 (12%) 

gain de MDM2 (14%) 
mutation de TP53 (32%) 

gain de MDM2 (31%) 
mutation de TP53 (84%) 

gain de MDM2 (14%) 
mutation de TP53 (75%) 

gain de MDM2 (30%) 

Voie PIK3CA/PTEN mutation de PI3KCA (49%) 
mutation/perte de PTEN (13%) 

mutation de PI3KCA (32%) 
mutation/perte de PTEN (24%) 

mutation de PI3KCA (7%) 
mutation/perte de PTEN (35%) 

mutation de PI3KCA (42%) 
mutation/perte de PTEN (19%) 

 perte d’INPP4B (9%) perte d’INPP4B (16%) perte d’INPP4B (30%) perte d’INPP4B (30%) 

Voie RB1 amplification de Cycline D1 (29%) 
gain de CDK4 (14%) 

amplification de Cycline D1 (58%) 
gain de CDK4 (25%) 

mutation/perte de RB1 (20%) 
gain de CDK4 (14%) 

amplification de Cycline D1 (38%) 
gain de CDK4 (24%) 

 sous-expression de CDKN2C  surexpression de CDKN2A  
 surexpression de RB1  sous-expression de RB1  

Expression des mRNAs cluster RE+++ 
prolifération + 

cluster RE +/++ 
prolifération ++/+++ 

signature basale 
prolifération +++ 

signature amplicon HER2 
Prolifération +++ 

Nombre de copies Diploidie ; 
gain de 1q, 8q, 8p11 

aneuploidie, amplifications focales 
gain de 1q, 8q, 8p11; Perte de 8p, 16q ; 

aneuploidie, instabilité 
génomique;   gain de 1q, 10p; 

instabilité génomique ; gain de 1q, 8q; 
perte de 8p; amplification focale de 

 perte de 8p, 16q amplifications de 11q13.3 (51%) et perte de 8p, 5q; gain focal de MYC 17q12 ERRB2 (71%) 

 amplification de 11q13.3 (24%) 8p11.23 (28%) (40%)  

Mutations de l’ADN PIK3CA (49%); TP53 (12%); 
GATA3 (14%); MAP3K1 (14%) 

TP53 (32%); PIK3CA (32%); 
MAP3K1 (5%) 

TP53 (84%); PIK3CA (7%) TP53 (75%); PIK3CA (42%); PIK3R1 (8%) 

Méthylation de l’ADN  hyperméthylation hypométhylation  
Expression protéique signalisation oestrogénique +++ 

expression élevée de MYB 
signalisation oestrogénique + 

expression élevée de FOXM1, MYC 
expression élevée des protéines de 

réparation de l’ADN 
surexpression et phosphorylation de 

EGFR and HER2 

   Perte d’expression de PTEN et  
   INPP4B  

 
Tableau 1 : Caractères génomiques, protéomiques et cliniques des sous-types tumoraux de la classification moléculaire intégrée 
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1.5.2.3 Classification moléculaire intégrée des cancers du sein de type triple- 

négatif 

 

La première classification intrinsêque de T. Sorlie et al. a révélé l’hétérogénéité 

moléculaire intra-tumorale des cancers du sein  et identifié en particulier le sous-type 

basal-like (BL) par l’absence d’expression des récepteurs RE, RP et HER2 et la surexpression 

des cytokératines de type basal. Des études ultérieures ont révélé que: les CSTNs et les 

carcinomes de type BL ne sont pas des entités homogènes: (i) les carcinomes de type BL sont 

caractérisés par des signatures de perte d’hétérozygotie spécifiques contenant de multiples 

allèles (Wang et al., 2004),  (ii) les carcinomes de type BL sont le plus souvent triple-négatifs 

en IHC (RE-, RP-, HER2-) et dans plus de 50% des cas positifs pour EGFR/HER1 (Nielsen et 

al., 2004), (iii) les CSTNs ne sont pas tous des carcinomes BL et n’ont pas tous un pronostic 

défavorable. Les CSTNs de bon pronostic présentent un marquage positif pour le récepteur 

aux androgènes (RA) et une absence de marquage pour les marqueurs basaux (cytokératines 

basales, EGFR, cadhérine P, p53), tandis que les CSTNs de mauvais pronostic sont négatifs 

pour le RA et positifs pour les marqueurs basaux (Rakha et al., 2007), (iv) les carcinomes de 

type BL peuvent être HER2+ en IHC (Matos et al., 2005), (v) des types histologiques 

spécifiques de type BL peuvent être de pronostic très favorable, tels le carcinome adénoïde 

kystique (Azoulay et al., 2005), (vi) la majorité des cancers du sein présentant des mutations 

du gène BRCA1 sont de type BL (Livasy et al., 2006), (vii) les carcinomes de type BL 

comportent une importante réponse stromale lymphocytaire (Livasy et al., 2006). 

 

Depuis 2005, une meilleure identification des profils génomiques, transcriptomiques et 

phénotypiques des CSTNs a pu être réalisée grace au développement intensif des techniques 

d’analyse à haut débit et à une meilleure caractérisation immunophénotypique des CSTNs. 

Plusieurs sous-catégories de CSTNs ont été ainsi définies, reposant sur l’association de leur 

profil morphologique et immunohistochimique, de leurs anomalies moléculaires et des 

particularités de leur microenvironnement tumoral. Ces nouvelles sous-classifications 

moléculaires des CSTNs ont l’intérêt de présenter une implication thérapeutique potentielle 

pour l’éligibilité des patients dans des essais cliniques. 

 

10% des CSTNs appartiennent à des sous-types spécifiques: (i) carcinomes adénoïdes 

kystiques  avec  t(6;9)(q22-23;p23-24)  et  fusion  MYB-NFIB  associées  à  des  mutations  de 

BRAF, MYB, FBXW7, SMARCA5, SF3B1, FGFR2 (Martelotto et al., 2015), (ii) carcinomes 

du sein secrétoires avec t(12;15) et fusion  ETV6-NTRK3 (del Castillo et al., 2016), (iii) 
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cancers  du  sein  de  type  médullaire  comportant  un  architecture  épithéliale  syncitiale,  un 

infiltrat stromal lymphocytaire diffus intra et péritumoral et des mutations du gène BRCA1 

(Dieci et al., 2014b), (iv) carcinomes apocrines exprimant le RA et (v) carcinomes 

métaplasiques agressifs comportant une amplification de EGFR/HER1, des mutations de 

PIK3CA, des altérations de la voie Wnt/β-caténine, une faible expression de la claudine et un 

pourcentage important de cellules souches cancéreuses et en EMT (Cadoo et al., 2012). 

 
 

Pour les 90% des CSTNs appartenant au sous-type « non spécifique », les analyses à haut 

débit ont révélé que les CSTNs représentent un groupe de tumeurs très hétérogènes différant 

par leurs caractères morphologiques, leurs profils d’expression génique, leur évolution 

clinique, leur pronostic et leur sensibilité aux thérapies systémiques. Ces CSTNs constituent 

une entité clinique composée de tous les sous-types moléculaires intrinsèques. Les tumeurs de 

type basal-like (claudin-low et basal-like) représentent 70% des CSTNs, alors que les CSTNs 

non basal-like (Luminal A, luminal B, enrichi en HER2) représentent 30% des CSTNs. Les 

CSTNs et les tumeurs de type basal-like comportent des discordances dans 25% des cas et ne 

doivent pas être considérés comme des entités synonymes (Prat et al., 2013). L’hétérogénéité 

des CSTNs reflètent non seulement l’hétérogénéité des cellules tumorales mais aussi celle du 

microenvironnement. 

 
 
Plusieurs classifications récentes ont identifié des sous-groupes de CSTNs liés aux 

caractéristiques de la population de cellules cancéreuses, du stroma tumoral et du 

système immunitaire: (i) 6 sous-types : basal-like 1 et 2 (BL1, BL2),   mesenchymal-like 

(M), mesenchymal stem-like (MSL), immunomodulatory (IM) et luminal androgen receptor 

(LAR) (Lehmann et al., 2011), (ii) 4 sous-groupes : luminal androgen receptor (LAR), 

mesenchymal (MES), basal-like immunosuppressed (BLIS) et basal-like immune-activated 

(BLIA) (Burstein et al., 2015) et (iii) 4 clusters : immunity cluster, proliferation/DNA damage 

cluster, androgen receptor (AR)-like cluster et matrix/invasion cluster (Bonsang-Kitzis et al., 

2015). 
 

 
 

Malgré ces résultats décisifs, des études concernant de nouveaux biomarqueurs, dont les 

longs  ARNs  non  codants,  apparaissent  très  souhaitables,  afin  d’améliorer  la 

compréhension de l’hétérogénéité de ces tumeurs et de stratifier les tumeurs mammaires et en 

particulier les CSTNs, dans des groupes biologiques encore plus homogènes. 
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2 LES LONGS ARNs NON CODANTS 
 

 
 
 

2.1 Nouvelle organisation fonctionnelle du génome 
 
 

Au cours des deux dernières décennies, le dogme central de la biologie concernant les flux 

d’informations génétiques et leurs conversions en fonctions biologiques a été très largement 

réévalué.  Selon  ce  dogme  « protéino-centrique »,  l’information  génétique  contenue  dans 

l’ADN est transcrite en ARNs et traduite en protéines, l’ARN jouant uniquement un rôle de 

médiateur de la synthèse protéique, tandis que les protéines représentent les effecteurs 

structuraux et régulateurs responsables des grandes fonctions biologiques participant à 

l’homéostasie cellulaire et tissulaire. 

 

Le concept de transcrits fonctionnels non traduits avait été initialement proposé par Francis 

Crick dès la fin des années 1950, lorsqu’il supposa l’existence « d’ARNs métaboliques » 

(F.H. Crick, 1958). Cette hypothèse fut confirmée quelques années plus tard avec 

l’identification  des  premiers  ARNs  non  codants,  tels  les  ARNs  de  transfert,  ARNs 

ribosomaux et petits ARNs non codants nucléaires (Holley et al., 1965 ; Busch et al., 1982). 

Cependant, malgré la découverte ultérieure de nombreux autres ARNs non codants, ces 

derniers ont été longtemps considérés comme des exceptions acceptées par le dogme central 

(ARNt,  ARNr),  un  « bruit  transcriptionnel »  ou  des  produits  marginaux  issus  de  la 

transcription (Comings, 1972). Toutefois, à la fin des années 1990, plusieurs études ont été 

consacrées au potentiel biologique d’ARNs non codants, tels Xist et H19.   Au cours des 

années 2000, le développement des technologies génomiques à grande échelle combinées aux 

analyses bioinformatiques, a constitué une révolution dans la compréhension du flux 

d’information dans les cellules eucaryotes, en révélant une complexité, une flexibilité et une 

dynamique insoupçonnées du transcriptome humain. Les techniques de séquençage à haut 

débit de l’ADN et l’ARN ont permis avant tout de séquencer de plus en plus rapidement et 

avec un cout de plus en plus accessible, des génomes et des transcriptomes entiers. Elles ont 

également contribué à la découverte de nouvelles entités biologiques clés, dont les longs 

ARNs non codants (lncRNAs), les microDNAs (petits ADNs circulaires extra- 

chromosomiques) et les petits fragments dérivés des tRNAs (Reon and Dutta, 2016). 
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Ainsi, les études effectuées grâce aux analyses de cDNA microarray de haute résolution et de 

séquençage massif parallèle (NGS), ont révélé des niveaux significatifs d’activité 

transcriptionnelle au sein des régions génomiques annotées et non annotées : 

 

 La grande majorité du génome est transcrite en ARNs (pervasive transcription), la 
 

plupart n’ayant pas de potentiel codant pour les protéines (Berretta and Morillon, 2009 
 

; Clark et al., 2011b). 85% du génome humain est transcrit de façon bidirectionnelle et 

est essentiellement constitué de régions non codantes, le plus souvent non annotées sur 

le plan fonctionnel (Okazaki et al., 2002 ; The Encode Project Consortium, 2012 ; 

Djebali et al., 2012), alors que seulement 1.2% des séquences génomiques codent pour 

des protéines (Lander et al., 2001 ; Human Genome sequencing Consortium 

International, 2004 ; Ponting, 2009). 

 
 

 80%  des  séquences  du  génome  semblent  potentiellement  fonctionnelles  car  elles 

présentent des marqueurs biochimiques de transcription active, incluant des sites de 

fixation de facteurs de transcription (FT) ou de DNAse I et des domaines de 

modification de la chromatine (Encode Project Consortium, 2012). Bien que la 

transcription ne soit pas toujours synonyme de fonctionnalité, l’analyse de ces 

signatures reproductibles a ainsi permis d’identifier dans le génome humain 399.124 

régions   comportant   des   sites   enhancers,   70.292   régions   présentant   des   sites 

promoteurs, et 3 à 8% des bases nucléotidiques sous sélection négative (Projet 

ENCODE). En outre, les études pan-génomiques par RNA-seq ont révélé que les 

transcrits  provenant  des  régions  non  codantes  prédominent  dans  la  population 

cellulaire des ARNs non ribosomiaux et non mitochondriaux. 

 
 

 Les transcrits isoformes provenant de sites d’épissage et de promoteurs alternatifs 

représentent la majorité des lncRNAs et cette complexité transcriptomique inattendue 

présente un faible niveau d’expression. 

 

 
 
 

Les  techniques  de  séquençage  à  haut  débit  ont  aussi  permis  de  réévaluer  le  concept 

traditionnel de l'organisation fonctionnelle génomique, défini par la présence d’îlots de gènes 

codant pour des protéines qui sont dispersés dans un « océan » de séquences répétées et non- 

transcrites (Kapranov et al., 2002 ; Okazaki et al., 2002). Ce changement paradigmatique 
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majeur a été rendu possible grâce à l’identification de nouveaux ARNs non codant pour des 

protéines  (ncRNAs),  dont  le  nombre  s’est  révélé  supérieur  à  celui  des  ARNs  codants 

(Carninci et al., 2005 ; Trapnell et al., 2010). Les ARNs sont actuellement considérés comme 

des molécules très versatiles impliquées dans la transmission de l’information via des 

interactions multiples avec les protéines, l’ARN et l’ADN et une organisation en structures 

secondo-tertiaires et quaternaires. Grâce à l’utilisation croissante des techniques NGS, le rôle 

biologique des ARNs, initialement limité à la synthèse protéique, s’est ainsi étendu à un large 

spectre structural, régulateur et catalytique, incluant l’organisation de l’architecture nucléaire 

et chromosomique et la coordination de l’expression des gènes codant pour les protéines (Reis 

and Verjovski-Almeida, 2012 ; Wahlestedt, 2013 ; St Laurent et al., 2014). 

 
 
 
 

2.2 Les ARNs non-codants 
 
 

Les ARNs non codants (ncRNAs) représentent la grande majorité du transcriptome humain. 

Ils sont exprimés de façon ubiquitaire ou peuvent être spécifiques d’un tissu donné. Ils 

comportent diverses fonctions architecturales, catalytiques et régulatrices, particulièrement 

critiques dans de nombreuses fonctions biologiques, telles la pluripotence, le développement 

embryonnaire, l’organogénèse, la réponse au stress et la sénescence. Les ncRNAs peuvent 

être classés en deux catégories en fonction de leur taille et de leurs propriétés structurales et 

régulatrices. Cette longueur qui est arbitrairement fixée à 200 nucléotides (nt), correspond au 

seuil de sensibilité des méthodes d'extraction de l'ARN et permet de différencier les petits 

ARNs non codants des longs ARNs non codants. Bien que la majorité des ncRNAs soient 

encore peu caractérisés, un nombre croissant d’études semblent les impliquer dans les 

fonctions biologiques fondamentales et différents états pathologiques, dont les maladies 

neurodégénératives, infectieuses, cardiovasculaires, auto-immunes et le cancer (Wapinski and 

Chang, 2011). Il est hautement probable qu’au cours des prochaines années, de nouvelles 

classifications intégrant les ncRNAs enrichiront et affineront la pratique médicale 

cancérologique, que des ncRNAs seront identifiés comme des biomarqueurs diagnostiques, 

pronostiques et prédictifs et que certains d’entre eux constitueront des cibles thérapeutiques 

potentielles. 
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2.2.1 Petits ARNs non codants 
 

 

Les petits ARNs ont une taille variant de 18 nt à 200 nt. Ils peuvent être divisés en deux sous- 

familles, les petits ARNs interférents et les autres petits ARNs non codants (Farazi et al., 2008 

; Spicuglia et al., 2013 ; Weick and Miska, 2014). Ces ARN non codants sont impliqués dans 

la  régulation  de  l’expression  des  gènes,  contrôlent  la  réponse  antivirale,  assurent  la 

méthylation et la pseudo-uridilation d’autres RNAs et favorisent l’orientation de 

l’hétérochromatine dans la formation des centromères (Morris and Mattick, 2014). Ils sont 

également impliqués dans le fonctionnement des complexes d’épissage et peuvent intervenir 

dans la régulation de l’activité des transposons et de l’état de la chromatine (Mattick and 

Makunin, 2006 ; Liu and Paroo, 2010 ; Tisseur, Kwapisz and Morillon, 2011 ; Dogini et al., 

2014 ; Ha et al., 2014b). En outre, les petits ARNs non codants pourraient jouer un rôle 

important dans l’activité des promoteurs et des terminateurs (Tisseur et al., 2011). Les ARNs 

interférents comprennent les siRNAs endogènes (short interfering RNAs), les piRNAs (Piwi- 

interacting RNAs) et les miRNAs (microRNAs). Leur taille varie de 19 nt à 31 nt (Fig. 21). 

Les autres petits ARNs non codants, dont la taille varie de 32 à 200 nt, comprennent les 

snoRNAs impliqués dans les modifications des rRNAs, les PASRs participant à la régulation 

de la transcription des gènes codant pour les protéines, les TSSa-RNAs assurant le maintien 

de la transcription, les PROMPTs activant la transcription et les crasiRNAs recrutant des 

protéines hétérochromatiniennes et centromériques (Tableau 2). 
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Figure 21 : Biogénèse des ARNs codant pour des protéines et des ARNs non codants 
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Tableau 2 : Principaux petits et longs ARNs non codants (D’après Kim and Reitmair, 2013) 
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2.2.2 Longs ARNs non codants 
 

 

Les longs ARNs non codants (lncRNAs) ont été découverts et analysés plus récemment que 

les petits ARNs non codants à partir des études de séquençage du cDNA de génomes murins. 

Les lncRNAs représentent actuellement le sous-groupe majoritaire des ncRNAs (Wapinski 

and Cheng, 2011 ; Ma et al., 2013). Il s’agit d’une famille de molécules beaucoup plus 

hétérogènes  que  les  petits  ncRNAs  et  dotées  de  structures  et  de  fonctions  extrêmement 

variées. En plus de leur longueur, les lncRNAs présentent des différences significatives avec 

les petits ncRNAs ainsi que des similarités inattendues avec les mRNAs. Alors que les petits 

ncRNAs régulent l’expression génique via leur liaison avec des séquences spécifiques 

(microRNA response elements, MREs), les lncRNAs coordonnent l’expression des gènes par 

de multiples mécanismes encore largement méconnus et présentent une spécificité tissulaire et 

développementale caractéristiques (Cawley et al., 2004 ; Ravasi et al., 2006 ; Amaral and 

Mattick,  2008  ;  Mercer  et  al.,  2009  ;  Whitehead  et  al.,  2009).  De  plus,  des  études 

convergentes ont révélé que les lncRNAs sont particulièrement impliqués dans la régulation 

de l’homéostasie cellulaire (Guttman et al., 2011 ; Pauli et al., 2011). 

 
 
 
 

2.3 Longs ARNs non codants 
 
 

2.3.1 Définition des lncRNAs 
 
 

Les lncRNAs ont été initialement définis par une longueur supérieure à 200 nt et une 

absence de traduction en protéines (Frith et al., 2006 ; Pang et al., 2006 ; Kapranov et al., 

2007 ; Wang and Cheung, 2011a ; Prabakaran et al., 2014). 
 

 

Cette définition non standardisée a été depuis lors remise en cause : 
 

 

 La longueur > 200 nt n’est pas un critère absolu puisque des ncRNAs de moins de 200 
 

nt (BC1, snaR) sont inclus dans les lncRNAs. 
 

 
 

 L’absence de cadre de lecture bien défini ne peut être considérée comme un facteur 

discriminant entre les lncRNAs et les mRNAs : 

 

 

  50% des lncRNAs intergéniques contiennent des cadres de lecture ouverts plus 
 

étendus  ainsi  qu’un  potentiel  traductionnel  élevé,  comparable  à  celui  des 
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mRNAs,  suggérant  qu'ils  sont  activement  exportés  vers  le  cytoplasme  et 

traduits en courts polypeptides. Ainsi, les cadres de lecture des lncRNAs H19 

et TUG1 comportent respectivement 256 et 82 acides aminés potentiels. 

 
 

  De rares lncRNAs codent pour de courts polypeptides, nécessitant de nouvelles 

approches méthodologiques afin de distinguer les lncRNAs des RNAs codant 

pour des polypeptides. Bien que la majorité des lncRNAs soient associés à des 

ribosomes, très peu sont traduits en oligopeptides fonctionnels en raison de 

leur instabilité, mais pourraient jouer un rôle modulateur dans la traduction des 

protéines (Anderson et al., 2015). 

 
 

 La machinerie transcriptionnelle, en particulier l’utilisation de l’ARN polymérase II, 

est commune aux lncRNAs et aux mRNAs et des polypeptides de moins de 100 acides 

aminés ont été identifiés comme fonctionnels. 

 
 

 Le caractère non codant n’est pas spécifique des lncRNAs : 
 
 

 Les techniques de séquençage NGS ont révélé l’existence de gènes 

bifonctionnels. Ces transcrits codent non seulement pour des protéines mais 

fonctionnent aussi comme des lncRNAs régulateurs. Ainsi, l’intron du gène 

codant pour la protéine SPRY4 code également pour le lncRNA SPRY4 qui 

joue un rôle important dans la prolifération et la mobilité des mélanocytes. 

 
 

  Certains mRNAs perdent leur capacité à coder pour des protéines (Xist) tandis 

que d'autres acquièrent une fonction codante (SRA) (Wapinski et al., 2011). 

 
 

  Des mRNAs peuvent agir comme des molécules régulatrices analogues à des 

ncRNAs. Ainsi, le domaine mRNA de TP53 codant pour le site de fixation de 

MDM2 interagit directement avec ce dernier, neutralise son activité ligase et 

promeut la traduction du mRNA de TP53. 

 
 

  L'épissage alternatif, en incorporant de multiples exons issus de gènes codants 

et non codants, génère des transcrits ambigus qui échappent à toute 

classification. 
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Néanmoins, cette définition est aujourd'hui la meilleure qui puisse être utilisée en attendant 

une classification fonctionnelle des lncRNAs. 

 
 
 
 

2.3.2 Méthodes d'investigation et d'annotation des lncRNAs 
 

A l’ère pré-génomique, les premiers lncRNAs ont été découverts en utilisant des 

approches génétiques fonctionnelles reposant sur leurs relations avec des mécanismes 

cellulaires spécifiques tels que (i) la répression par interférence transcriptionnelle d’Ubx 

induite par le lncRNA bdx, (ii) l’inactivation du chromosome X par le lncRNA Xist et (iii) 

l’inactivation de loci par empreinte génomique induite en particulier par les lncRNAs Airn et 

Kcnq1. Ces études initiales ont établi le concept de lncRNAs fonctionnels agissant comme des 

régulateurs transcriptionnels impliqués dans divers processus biologiques fondamentaux 

(Vallot et al., 2013). 

 
 
A l’ère génomique, au cours des deux dernières décennies, le séquençage systématique 

global des banques d'ADNc a abouti à une connaissance approfondie de la composante 

transcrite non codante du génome. Ces analyses transcriptomiques basées essentiellement 

sur la technologie microarray, ont identifié plusieurs dizaines de milliers de lncRNAs et les 

techniques d’immunoprécipitation de l'ARN et d'inactivation induite par des siRNAs ont 

conduit à la validation fonctionnelle d’un nombre encore très limité de lncRNAs (Guttman et 

al., 2009 ; Ulitsky et al., 2013). 

 
 
A l’ère post-génomique, l'identification des lncRNAs et leur caractérisation fonctionnelle 

repose sur une approche expérimentale combinant (i) la découverte de nouveaux transcrits 

non codants par RNA-seq et ChIP-seq, (ii) l'annotation de l’étendue des régions transcrites et 

la quantité de produits transcrits par analyse bioinformatique, (iii) la quantification de 

l’expression des lncRNAs dans différents types et conditions cellulaires et tissulaires, (iv) les 

analyses de co-expression et co-régulation et (iv) les tests fonctionnels de gain et de perte de 

fonction sur des lignées cellulaires et des xénogreffes utilisant les techniques siRNA, ASO, 

TALEN et CRISPR/Cas9. Ces différentes techniques systématiques ont permis de révéler 

l’existence de lncRNAs de manière non ambiguë et d’apprécier la complexité de leurs 

mécanismes d’action (Derrien et al., 2012 ; Spicuglia et al., 2013). L’avantage de la technique 

de RNA-seq réside dans sa sensibilité, permettant aux lncRNAs faiblement exprimés d’être 
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identifiés. Toutefois, en raison de la très faible expression habituelle des lncRNAs et de la 

fréquente complexité de leurs structures exon/intron, il peut être difficile d'identifier les 

différents transcrits produits par épissage alternatif à partir d’un gène de lncRNA. De plus, les 

techniques de microarray et de RNA-seq favorisent l’identification de lncRNAs polyA+. Il 

est alors nécessaire de combiner l’approche classique par RNA-seq avec d'autres techniques 

telles que les analyses épigénétiques (marqueurs de régions promotrices ou de gène entier), le 

séquençage ciblé de transcrits d'intérêt après capture sur une puce à ADN (Capture-RNAseq) 

et l’analyse permettant l’identification des extrémités 5 'et 3' terminales des gènes (Spicuglia 

et al., 2013 ; Jiang et al., 2014 ; Park et al., 2014 ; Ye et al., 2014). 

 
 
Au cours des 15 dernières années, des projets internationaux ont contribué à la 

caractérisation systématique des lncRNAs des mammifères. Grâce aux approches 

précédemment décrites, couplées à des analyses bio-informatiques de plus en plus 

performantes, il a été possible d’identifier un très grand nombre de lncRNAs exprimés dans 

divers  tissus  et  lignées  cellulaires.   Le  projet   FANTOM  (Fonctional  Annotation  of 

Mammalian Genome) est un projet international initié par le Japon en l’an 2000 visant à 

identifier et annoter l’ensemble des transcrits de souris (FANTOM Consortium and the RIKEN 

PMI and CLST, 2014). Les résultats publiés ont identifié 15.000 lncRNAs en 2002, 23.000 

lncRNAs en 2005 et 34.000 lncRNAs en 2006 avec un pourcentage du génome transcrit 

évalué à 63%. Le projet ENCODE (Encyclopedia Of DNA Elements), lancé en 2003, a été 

conçu pour identifier, cartographier et rendre public tous les éléments fonctionnels du génome 

humain en intégrant différents niveaux d'analyse (transcription, distribution des marques 

chromatiniennes, facteurs de transcription). Des progrès décisifs concernant la lecture, 

l’intégration et l’interprétation de diverses bases de données ont rendu possible le déploiement 

du consortium GENCODE. Ainsi, l’annotation Gencode (version 24 de l’annotation officielle 

du projet ENCODE) maintient à jour la liste la plus exhaustive de lncRNAs exprimés chez 

l’homme et comporte ainsi 57.820 gènes, dont 16000 gènes de lncRNAs, 26414 lncRNAs 

transcrits et 20.345 gènes codant pour des protéines (Derrien et al., 2012a ; Harrow et al., 

2012). L’annotation GENCODE M8 évalue à 9000 le nombre de lncRNAs murins. 
 

 
 

Actuellement, les études consacrées à la biologie des lncRNAs génèrent un nombre 

considérable de publications et de bases de données telles que lncRNAdb, NONCODE, 

lncRNAtor, lncRNADisease, ncFANs, InCeDB, LNCipedia, psiDR et MyTranscriptome 

(Derrien et al., 2012b ; Park et al., 2014 ; Das et al., 2014 ; Frankish et al., 2014). Le nombre 
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de lncRNAs fonctionnels est en constante augmentation. Les databases disponibles en 2015 

du TCGA, de MyTransciptome, de NONCODE et de LNCipedia ont identifié respectivement 

58.648, 66.758, 92.343 et 107.000 gènes de lncRNAs (Iyer et al., 2015 ; Volders et al., 2015). 
 

 
 

Au cours des prochaines années, il est très probable que la recherche concernant les 

lncRNAs s’intensifiera et s’élargira à tous les domaines de l’homéostasie cellulaire et que de 

nouveaux outils permettront de déterminer la fonctionnalité et les mécanismes d’action des 

dizaines de milliers de lncRNAs découverts (Iwakiri, 2016 ; Fang and Fullwood, 2016). 

 
 
 
 

2.3.3 Caractéristiques des lncRNAs 
 
 

2.3.3.1 Structures biochimiques des lncRNAs 
 

 

La majorité des lncRNAs subissent un processus de maturation canonique 
 

 Les gènes des lncRNAs partagent de nombreuses caractéristiques biochimiques 

avec  les  gènes  codant  pour  les  protéines  :  action  prédominante  de  l'ARN 

Polymérase II, modifications co-transcriptionnelles (cap en 5', épissage alternatif des 

pré-lncRNAs  au  niveau  de  sites  canoniques  et  polyadénylation  partielle  en  3'), 

épissage des introns, 2 ou plus de 2 exons, modifications épigénétiques (« domaine 

K4-K36 », H3K4me3 au niveau du promoteur,  H3K36me3 dans le corps des gènes, 

H3K4me1 au niveau des enhancers), taille des exons et des introns, processus de 

biosynthèse et association avec des polysomes. La majorité des lncRNAs est située à 

moins de 10kb des gènes codant pour les protéines. De nombreux lncRNAs sont 

antisens de gènes codants ou sont introniques (Kapranov et al., 2007 ; Guttman et al., 

2009 ; Mercer et al., 2009 ; Derrien et al., 2012a ; Niazi et al., 2012). 
 

 
 

 Toutefois, les gènes des lncRNAs présentent des différences notables avec les 

gènes codant pour les protéines : Les lncRNAs sont moins stables, plus courts 

(longueur médiane de 592 nt comparée à la médiane des mRNAs qui est de 2453 nt) 

et possèdent moins d’exons (Derrien et al., 2012a). Ils ne présentent pas un cadre de 

lecture bien défini, hébergent de nombreuses séquences répétées (LINE, SINE), ont 

un niveau d’expression habituellement faible et une moindre association avec les 

ribosomes. Ils ne sont pas soumis à un export cytoplasmique comme les mRNAs et 
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leurs séquences sont dans l’ensemble peu conservées par rapport à celles des gènes 

codant pour les protéines (Pang et al., 2006 ; Louro et al., 2009 ; Mercer et al., 2009). 

Toutefois, il a été plus récemment démontré que des sous-classes de lncRNAs 

possèdent une grande stabilité (lncRNAs circulaires) et sont conservées entre les 

espèces (T-UCRs) (Clark and Mattick, 2011 ; Ulitsky and Bartel, 2013). Enfin, les 

lncRNAs doivent s’associer avec des sets spécifiques de protéines et former des 

complexes ribonucléoprotéiques pour exprimer leurs fonctions. 

 
 
Certains lncRNAs subissent un processus de maturation non canonique 

 

 Des  lncRNAs  transcrits  par  la  RNA  Polymérase  II  défient  ce  dogme  tout  en 

maintenant une stabilité assurant leurs fonctions. Ils peuvent manquer de queue poly 

A+ remplacée par une structure triple-hélicoidale (MALAT1, MENβ), présenter des 

terminaisons de type snoRNAs (sno-lncRNAs) ou être dépourvus de structures 

terminales 5’ et 3’ (lncRNAs circulaires). 

 
 

 Deux groupes minoritaires de lncRNAs encore mal caractérisés sont représentés par 

des lncRNAs non-polyadénylés synthétisés par l'ARN polymérase III et par des 

lncRNAs obtenus par épissage alternatif. 

 

 
 
 

2.3.3.2 Organisation structurale et fonctionnelle des lncRNAs 
 

 

Le génome possède une architecture modulaire composée de régions transcriptionnelles 

complexes, caractérisées par des liens étroits entre les séquences nucléotidiques organisées en 

sens/antisens et des transcrits codants/non codants. Ainsi, plus de 50% des gènes codant pour 

des protéines sont associés à des transcrits complémentaires antisens non codants régulant en 

cis la chromatine et l'expression des gènes adjacents. En outre, l'épissage alternatif et 

l’initiation/terminaison transcriptionnelle utilisent cette architecture modulaire pour assurer 

une diversification transcriptionnelle aboutissant à un très grand nombre d'isoformes de 

lncRNAs (Yan et al., 2016). 

 
 
L’organisation en domaines fonctionnels des lncRNAs semble provenir de 2 mécanismes 

distincts : (i) l’adoption d’une structures secondo-tertiaire médiant les interactions avec 

les partenaires protéiques garantissant la stabilité du génome et (ii) l’hybridation basée 
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sur la complémentarité des bases médiant les interactions avec les acides nucléiques 

(ARN et ADN). La plasticité et la flexibilité des lncRNAs permettent d’assurer des activités 

organisationnelles, catalytiques, régulatrices et structurales. Ces propriétés semblent mieux 

expliquer  la  grande  diversité  de  leurs  mécanismes  d'action  que  la  composition  de  leur 

séquence nucléotidique. L’organisation des lncRNAs en structures secondaires et tertiaires 

contribue à la création de domaines fonctionnels interagissant avec des protéines (petits 

ligands, complexes multiprotéiques) ou s'hybridant avec des acides nucléiques (mRNA, 

miRNA, DNA) (Reuter and Mathews, 2010 ; Wan et al., 2011 ; Bida and Maher, 2012). Il 

semble exister des similitudes entre les lncRNAs et les régions 3’ non traduites (3’ UTRs) des 

ARNs codant pour les protéines en ce qui concerne leurs structures et leurs séquences (Niazi 

and Valadkhan, 2012). Leurs interactions conduisent à leur tour à des changements 

conformationnels allostériques des lncRNAs leur permettant de se lier à d'autres acteurs 

moléculaires impliqués dans l'expression des gènes et la traduction des mRNAs (Brown et al., 

2012). Les structures tertiaires des lncRNAs qui résultent d’interactions entre diverses 

structures secondaires jouent d’importants rôles régulateurs et dans la stabilité du génome 

(Novikova et al., 2012). Ainsi, les lncRNAs initient et orchestrent des réseaux de régulation 

très complexes aux niveaux épigénétique, transcriptionnel, post-transcriptionnel et 

traductionnel, afin de transmettre et de coordonner le flux d’information au travers des voies 

de signalisation nécessaires au fonctionnement des cellules eucaryotes (Gong and Maquat, 

2011 ; Carrieri et al., 2012 ; Hung et al., 2013 ; Kung et al., 2013 ; Schmitz et al., 2016) (Fig. 
 

22). 
 

 
 

Cette organisation modulaire pourrait être liée à l’existence d’éléments transposables 

(TEs) qui constitueraient des domaines régulateurs dont les combinaisons 

détermineraient les fonctions des lncRNAs (Guttman and Rinn, 2012 ; Johnson and Guigo, 

2014). Les TEs représentent des séquences répétitives et mobiles d’origine et de stade évolutif 

variés, constituant entre 50% et 66% du génome humain, et jouent un rôle majeur dans 

l’évolution génétique. Le processus par lequel les TEs concourent à l’apparition de nouvelles 

fonctions exercées par le génome hôte est l’insertion de séquences transposables préformées, 

appelée exaptation ou co-option (de Souza et al., 2013). Les TEs peuvent être classés en 2 

catégories : les transposons et les rétrotransposons (LTR, LINE, SINE). Ils pourraient 

constituer des structures fonctionnelles ou des séquences conférant une activité biologique 

aux lncRNAs. Selon cette hypothèse, appelée « RIDL hypothesis » (Repeat Insertion Domain 

of LncRNA ; Johnson and Guigó, 2014), les TEs peuvent être subdivisés en TEs de type I, via 
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leurs structures et leurs interactions avec les protéines et en TEs de type II, via leur séquence 

et leurs interactions avec les acides nucléiques. Ces domaines pourraient être échangés entre 

lncRNAs et conduire à de nouvelles fonctions biologiques. Ainsi, les TEs représenteraient une 

source majeure et versatile de domaines fonctionnels favorisant l’apparition de nouveaux 

lncRNAs. Bien qu’initialement considérés comme non fonctionnels, les TEs semblent jouer 

un rôle déterminant dans de multiples processus biologiques, tels le développement 

embryonnaire précoce, le contrôle épigénétique des cellules souches et l’épissage alternatif. 

Ainsi, l’embryon est le siège d’une importante reprogrammation au cours de laquelle entrent 

en compétition les TEs libérés par la déméthylation globale et la machinerie épigénétique 

suppressive représentée par TRIM28, SETDB1, CoREST, PRC1, PRC2, HDACs et NuRD. 

Durant l’évolution, cette compétition a conduit à la co-option de TEs sous la forme de 

lncRNAs ou de domaines modulateurs des lncRNAs médiés par des TEs. Les lncRNAs 

comportant des TEs jouent un rôle majeur dans le maintien de la pluripotence. 127 lncRNAs 

contenant des éléments HERVH sont surexprimés dans les cellules pluripotentes. LINC-ROR 

est presque totalement constitué de TEs, LINC01108 contient 2 TEs et lncRNA-p21 comporte 

7 TEs. Des TEs fonctionnels ont été identifiés dans certains lncRNAs (SINEB2 dans Uchl1as, 

Alu dans ANRIL, ERVB5 dans Xist, LINE1 dans Fendrr). 
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Figure 22 : Structure secondaire et tertiaire des lncRNAs et interactions des lncRNAs avec l'ADN, l'ARN et les protéines. 

(Adapté d'après Li and Chen, 2013) 
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2.3.3.3 Organisation topographique des lncRNAs 
 

 
 

Cette classification repose sur la découverte d’une organisation générale du génome humain en « 

forêts transcriptionnelles » (Consortium FANTOM). Les lncRNAs intragéniques peuvent être 

subdivisés en fonction de la façon dont ils chevauchent les gènes codant pour les protéines ou de 

leur orientation par rapport à ceux-ci. La situation des lncRNAs par rapport aux mRNAs des gènes 

annotés codant pour des protéines les plus proches a servi de base à la classification GENCODE en 

lncRNAs intergéniques et intragéniques (Tisseur et al., 2011 ; Derrien et al., 2012b ; Harrow et al., 

2012). 
 

 
 

Groupe I : LncRNAs situés à proximité des gènes codant pour les protéines 
 

Les lncRNAs peuvent ainsi être divisés en 5 groupes topographiques principaux : 
 

 
 

 Les lncRNAs intergéniques (lincRNAs) sont situés dans des régions génomiques où 

il n’existe aucun gène annoté sur une distance d’au moins 1kb (Orom et al., 2010). Les 

lincRNAs représentent la classe la mieux étudiée des lncRNAs (Khalil et al., 2009 ; 

Ulitsky and Bartel, 2013). Ils mesurent quelques centaines de pb à plusieurs kb. Ce 

sont des lncRNAs épissés et polyadénylés fonctionnels caractérisés par leur stabilité, 

un domaine transcriptionnel actif K4H36 et une expression cellulaire et tissulaire 

spécifiques. Les lincRNAs agissent à distance du lieu de synthèse au niveau de loci 

chromosomiques différents (mécanisme en trans) et sont principalement impliqués 

dans la régulation épigénétique de l'expression des gènes codant pour les protéines via 

leur interaction avec PRC2 ou d’autres complexes modifiant la chromatine (Fig. 23, 

position 1). 

 
 

 Les lncRNAs introniques (linRNAs) peuvent être transcrits à partir des introns des 

gènes  codant  pour  des  proteines  (Louro  et  al.,  2009)  (Fig.  23,  position  2).  Les 

linRNAs constituent la composante majeure du transcriptome des ncRNAs et 

représentent 70% de tous les ncRNAs nucléaires et 50% des ncRNAs cellulaires (St 

Laurent  et  al.,  2012).  Contrairement  aux  lincRNAs,  des  dizaines  de  milliers  de 

linRNAs ont été identifiés, mais seulement quelques-uns ont été analysés sur le plan 

fonctionnel.  Un  sous-groupe  de  linRNAs  a  été  récement  découvert,  les  lncRNAs 
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introniques  circulaires  (ciRNAs),  qui  s’accumulent  dans  les  cellules  et  régulent 
 

l’expression de leurs gènes parentaux (Zhang et al., 2013). 
 

 
 

 Les lncRNAs bidirectionnels ont leur séquence située sur le brin opposé au gène 

codant pour une protéine. De nombreux gènes transcrits en lncRNAs intergéniques 

possèdent un site d’initiation de la transcription proche de celui d’un gène codant, la 

transcription se faisant alors sur le brin opposé (transcription inverse). Ces gènes 

associés à ces transcrits divergents codent préférentiellement pour des régulateurs 

transcriptionnels impliqués dans le développement embryonnaire et la différenciation 

cellulaire (Lepoivre et al., 2013) (Fig. 23, position 3). 

 
 

 Les lncRNAs exoniques sens (sRNAs) sont transcrits à partir du brin sens et sont 

chevauchants  avec  un  ou  plusieurs  exons  de  gènes  codant  pour  des  protéines 

(Denoeud et al., 2007 ; Djebali et al., 2008). Les sRNAs peuvent avoir un certain 

chevauchement avec des gènes codants ou couvrir toute la séquence d'un intron. Cette 

catégorie inclut des sRNAs non épissés partiellement introniques (Nakaya et al., 2007) 

et des transcrits épissés qui combinent des exons provenant de régions codantes et non 

codantes du gène (Makrythanasis et al., 2009). Si la plupart des sRNAs n’ont pas de 

potentiel codant pour des protéines, plusieurs sRNAs fonctionnent à la fois comme des 

ncRNAs et comme des gènes codant pour des protéines (SRA, ENOD40) (Fig. 23, 

position 4). 

 
 

 Les  lncRNAs  exoniques  antisens  ou  natural  antisens  transcripts  (NATs)  sont 

exprimés en antisens des gènes codant pour les protéines (Kunej et al., 2014). Ils sont 

transcrits à partir du brin d’ADN opposé à celui du gène codant pour des protéines 

(Fig. 23, position 5). Les NATs peuvent aussi présenter un chevauchement avec les 

régions exoniques ou introniques ou couvrir toute la séquence d'un intron. Ils sont très 

fréquents dans le génome et représentent 32% des lncRNAs chez l'homme. 20% des 

gènes humains forment des paires sens-antisens et 72% des gènes ont une activité 

transcriptionnelle présente sur le brin opposé. Certains NATs sont des gènes codant 

pour des protéines alors que d’autres sont des lncRNAs. Les NATs présentent une 

organisation génomique divergente (quand le promoteur génère une transcription 

bidirectionnelle) ou convergente (quand la transcription débute à partir d’un autre 

promoteur ou à partir de l’extrémité 3’ située sur l’autre brin). Ils sont observés dans 
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de nombreuses espèces animales, les plantes, les levures, les procaryotes et les virus 

mais, à la différence de certains lincRNAs qui sont hautement conservés, les NATs 

n’ont aucune séquence ou structure conservée qui pourrait être évocatrice d'une 

fonction particulière. Ils exercent des influences variées sur leur transcrits sens, 

activation ou répression. Les niveaux d’expression des paires sens-antisens sont 

généralement concordantes mais une expression antagoniste peut exister. Les NATs 

peuvent agir selon plusieurs mécanismes (plateforme, collision transcriptionnelle). 

Wrap53 est un NAT régulant l’expression de TP53 en ciblant la région 5’ non traduite 

de l’ARNm de TP53. Cette interaction inhibitrice prévient l’induction de TP53 après 

altération de l’ADN. 

 
 
 

 Certains lncRNAs chevauchent de petits ARNs, tels des snoRNAs ou des miRNAs, 

avec  lesquels  ils  entretiennent  des  liens  fonctionnels,  comme  dans  les  régions 

soumises à l’empreinte génomique (Koerner et al., 2009 ; Abel et al., 2014). 

 
 

 Des lncRNAs plus récemment identifiés sont constitués seulement de séquences 

exoniques pouvant provenir (i) de diverses parties de mRNAs ayant subi un processus 

de  maturation  post-transcriptionnelle  (Affymetrix  ENCODE  transcriptome  Project, 

2009), tels les secteurs 3’UTR (Mercer et al., 2011) et 5’cap (Abdelhamid et al., 
 

2014), et (ii) d’autres processus cellulaires, tels l’épissage inverse produisant des 

lncRNAs exoniques circulaires (Jeck et al ., 2013), le trans-épissage conduisant à la 

synthèse de lncRNAs chimériques (Djebali et al., 2012), la copie de RNAs produisant 

des lncRNAs antisens « en miroir » (Kapranov et al., 2010) et l’épissage de transcrits 

pourvus d’une partie 3’UTR de grande taille à l’origine de lncRNAs participant au 

maintien de la configuration chromatinienne interphasique (Caudron-Herger et al., 

2011). 



 

7
6

 

 
 
 
 

LncRNA intergénique 
 

 
 
 
 
 

LncRNA intronique 
 
 
 
 
 
 

LncRNA bidirectionnel 
 

 
 
 
 
 
 
 

LncRNA sens 
 
 
 
 
 
 

LncRNA antisens 
 
 
 
 
 

Gènes codants Gènes non codants 
 
 
 
 
 

Figure 23 : Classification des lncRNAs selon leur topographie génomique  (Adapté d’après Ma et al., 2013) 
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Groupe II : LncRNAs situés au niveau des régions régulatrices des gènes 
 

 

 Les enhancer ncRNAs (eRNAs) sont transcrits à partir d’un enhancer (Bulger and 

Groudine, 2011 ; Xie and Ren, 2013). On distingue les eRNAs qui sont transcrits dans 

les 2 directions et les elncRNAs transcrits unidirectionnellement. Des analyses 

convergentes ont révélé que les lncRNAs peuvent réguler directement l’expression des 

gènes en contrôlant l’activité des enhancers des promoteurs et que le niveau 

d’expression des eRNAs est corrélé positivement avec le niveau d’expression des 

mRNAs des gènes voisins codant pour des protéines. De plus, des lncRNAs peuvent 

agir comme des enhancers et certains enhancers sont le lieu de synthèse de lncRNAs 

impliqués  dans  la  régulation  positive  et  négative  des  gènes,  via  la  formation  de 

boucles chromosomiques (Kim et al., 2010 ; Orom et al., 2010 ; Lai et al., 2013 ; 

Mousavi et al., 2013 ; Shibayama et al., 2014). En outre, des super-enhancers 

caractérisés par des groupes d’enhancers associés à des gènes impliqués dans le 

maintien de l’identité cellulaire, ont été récemment découverts (Lovén et al., 2013 ; 

Whyte et al., 2013). Ainsi, le lncRNA CCAT-1 est transcrit à partir d’un super- 

enhancer situé en amont du locus MYC et agit comme un eRNA régulant la 

transcription de MYC (Xiang et al., 2014). 

 
 

 Les promoter associated lncRNAs (paRNAs) sont transcrits à partir des domaines 

promoteurs situés en amont des gènes codant pour les protéines. La transcription 

divergente au niveau des régions promotrices de différents gènes donne lieu à la 

production de lncRNAs qui régulent la transcription des gènes codants voisins (Core 

et al., 2008 ; Seila et al., 2008 ; Wang et al., 2008 ; Taft et al., 2009). Ainsi, 

l’expression  du  lncRNA  PANDA,  issu  du  promoteur  du  gène  CDKN1A-p21,  est 

induite après une altération de l’ADN et favorise la prolifération cellulaire en inhibant 

le gène pro-apoptotique CDKN1A-p21 (Wang et al., 2008 ; Hung et al., 2011). De 

même, le lncRNA APTR inhibe la transcription de CDKN1A-p21 en recrutant et 

guidant le complexe polycomb PRC2 au niveau de son promoteur (Negishi et al., 

2014). En outre, le lncRNA Linc-p21 agit en  inactivant les promoteurs de gènes 

réprimés par p53 via hnRNP-K (Huarte et al., 2010 ; Dimitrova et al., 2014). 
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 Les lncRNAs associés à l’extrémité 3’-UTR (uaRNAs) sont transcrits à partir de la 
 

région 3’ non traduite des gènes codant pour les protéines. 
 
 
 
 
 

Groupe III : LncRNAs situés au niveau de régions chromosomiques spécifiques 
 

 
 

 Les lncRNAs associés aux télomères 
 

Un groupe de lncRNAs, nommé TERRA, est transcrit des loci sub-télomériques et est 

impliqué dans la replication des chromosomes et dans l’homéostasie télomérique via 

la séquestration de la protéine hnRNPA1, la régulation directe de l’activité 

télomérasique et le maintien de la voie télomérique alternative (Azzalin et al., 2007; 

Redon  et  al.,  2010).  TERRA  est  considéré  comme  un  régulateur  négatif  de  la 

télomérase et semble impliqué dans la cancérogénèse lorsqu’il est sous-exprimé (Ng et 

al., 2009 ; Caslini, 2010 ; Cusanelli et al., 2013 ; Yu et al., 2014). 

 
 

 Les lncRNAs associés à des séquences répétitives 
 

50% du génome humain est constitué de séquences répétitives de diverses catégories, 

dont les séquences LINE, les séquences rétrovirales endogènes transcrites, les 

répétitions satellitaires, les promoteurs situés au sein de séquences répétitives et les 

pseudogènes transcrits (Belancio et al., 2009 ; Faulkner et al., 2009). De nombreuses 

régions génomiques transcrites en ncRNAs présentent des chevauchements avec ces 

séquences répétitives (Kelley et al., 2012 ; Kapusta et al., 2013). En particulier, les 

lncRNAs PTENP1 et KRASP1 sont transcrits à partir de pseudogènes. Les lncRNAs 

transcrits à partir de séquences répétitives sont préférentiellement impliqués dans le 

maintien de la pluripotence cellulaire (Johnsson et al., 2013). 

 

 

 Les lncRNAs associés à des séquences conservées 
 

De nombreux lncRNAs sont transcrits à partir de séquences conservées entre les 

espèces, telles les régions ultraconservées transcrites (T-UCR), les transcrits 

ultraconservés non codants induits par l’hypoxie (HINCUT), les transcrits non codants 

induits par le stress (LSINCT) et les very long intergenic non-coding RNAs 

(vlincRNAs). Les transcrits des régions ultraconservées ont une taille comprise entre 

200 nt et 779 nt et comportent une expression tissulaire spécifique. De nombreux T- 
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UCRs présentent une altération de leur expression dans divers cancers (Scaruffi et al., 
 

2009 ; Silva et al., 2010 ; Braconi et al., 2011 ; Ferdin et al., 2013). 
 

 
 

 Les lncRNAs associés à des « régions humaines accélérées » 
 

Plus de 200 « régions génomiques humaines accélérées », caractérisées par un taux 

accru de substitutions nucléotidiques entre le singe et l’homme, ont été récemment 

identifiées, dont 96% sont situées dans des segments génomiques non codants (Pollard 

et al., 2006). Parmi ces régions présentant un très faible degré de conservation entre 

les séquences des primates et celles des autres espèces, le lncRNA HAR1 est impliqué 

dans le développement du néocortex. Son expression spatio-temporelle associée à sa 

structure secondaire sont fortement suggestives d’une fonctionnalité spécifique 

(Beniaminov et al., 2008). 

 
 
 
 

2.3.3.4 Taille des lncRNAs 
 
Les lncRNAs possèdent une taille très variable, comprise pour la plupart d’entre eux entre 

 

340 pb (7SK) et 91.5kb (KCNQ1OT1) (Wang et al., 2011a). La taille moyenne des lncRNAs 

est de 2.4 kb mais une fraction des lncRNAs est constituée de molécules de grande taille 

servant principalement de plateformes interactives, dont les lincRNAs, les macroRNAs et les 

vlincRNAs. Les analyses par RNA-seq de la fraction polyA+ ont révélé que les lincRNAs 

sont surtout de topographie intergénique et sont impliqués dans le contrôle transcriptionnel 

via  leurs  interactions  préférentielles  avec  PRC2  et  d’autres  complexes  modifiant  la 

chromatine, tels ANRIL, H19, HOTAIR, HOTTIP, lincRNA-p21, Xist et Paupar. 

 

Toutefois, des milliers de très longs lncRNAs, les macroRNAs et les vlincRNAs, dont la taille 

s’étend de 50 kb à plusieurs mégabases (Mb), ont été identifiés grâce à l’utilisation de la 

technologie RNA-seq à l’ensemble des RNAs (St Laurent et al., 2013 ; Hackermuller et al., 

2014 ; Lazorthes et al., 2015). 
 

 

 Les macroRNAs sont non épissés, de topographie nucléaire et leur longueur s’étend 

sur plusieurs dizaines de kb (KCNQ1OT1 : 91.5kb). Ils sont surtout impliqués dans la 

régulation de l’empreinte génomique. 
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 Les  vlincRNAs  ont  une  longueur  pouvant  atteindre  l’ordre  de  la  Mb  (HELLP, 

vlinc_21, vlinc_185, vlinc_377, vlinc_500). Ils constituent des plateformes géantes 

connectant différentes parties du génome. Le vlincRNA Firre, d’une longueur de 5 

Mb et situé sur le chromosome X, se lie via des domaines répétés de 156 bp, aux 

ribonucléoprotéines hnRNP-U. Firre et hnRNP-U coordonnent l’organisation 

topographique de multiples chromosomes via une plateforme agissant en trans et 

établissent des interactions multichromosomiques. 

 
 

Les vlincRNAs et les macroRNAs sont plus particulièrement impliqués dans le maintien de la 

pluripotence et l’empreinte génomique, l’apoptose (St laurent et al., 2013), le cycle cellulaire 

(van Dijk et al., 2012), la sénescence (Lazorthes et al., 2015) et la cancérogénèse 

(Hackermuller et al., 2014). 

 
 
 

2.3.3.5 Epissage alternatif 
 
Les lncRNAs se présentent comme des isoformes linéaires et circulaires. Les isoformes les 

mieux caractérisés sont les isoformes linéaires qui apparaissent dans l’ensemble moins bien 

conservés que les mRNAs, globalement peu stables, faiblement exprimés et pourvus 

d’extrémités polarisées 5’et 3’. Les isoformes circulaires des lncRNAs (circRNAs) ont été 

redécouverts très récemment et font depuis lors l’objet de nombreuses études en raison de 

leurs particularités biologiques et de leurs rôles dans la cancérogénèse. Les circRNAs avaient 

été initialement observés dès la fin des années 70 dans les virus à ARN (Sanger et al., 1976), 

mais considérés par la suite comme des produits résultant d’erreurs d’épissage. Avec le 

développement des techniques de séquençage et de la bioinformatique, des centaines de 

nouveaux circRNAs ont été identifiés depuis 2012. Les principales databases concernant les 

circRNAs   comprennent   find_circ,   Mapsplice,   CIRCexplorer   et   circRNAFinder.   Les 

circRNAs sont des lncRNAs dont les extrémités sont dépourvues de polarité 5’3’ ou de queue 

polyadénylée,  mais  jointes  par  des  liaisons  covalentes.  Ils  sont  essentiellement  dérivés 

d’exons de gènes codant pour les protéines via un mécanisme de backsplicing, bien qu’ils 

puissent aussi provenir d’introns, de régions intergéniques, de régions UTR et de brins 

antisens. De plus, de nombreux circRNAs peuvent être générés par le même locus 

(circularisation alternative). Il existe trois types de circRNAs : les circRNAs exoniques 

(EciRNAs), les circRNAs introniques (IciRNAs) et les circRNAs exoniques-introniques 

(EIciRNAs). Les circRNAs présentent des caractéristiques globalement opposées à celles de 
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leurs isoformes linéaires (Chen et al., 2016a). Ils sont abondants et présentent une très grande 

diversité avec pour certains lncRNAs, 10 fois plus de circRNAs que d’isoformes linéaires 

correspondants.  Grace  à  leur  structure  fermée,  les  circRNAs  sont  plus  stables  que  les 

lncRNAs linéaires en raison de l’absence de dégradation par les RNA exonucléases et la 

RNAse R. Leur expression présente une spécificité cellulaire et tissulaire et est liée au stade 

de développement. Les circRNAs sont conservés entre les espèces. La majorité des circRNAs 

est d’origine endogène et des circRNAs artificiels comportant des IRES peuvent être traduits 

en oligopeptides. Ils jouent d’importants rôles dans la régulation transcriptionnelle et post- 

transcriptionnelle et fonctionnent comme des éponges à microRNAs, régulent l’épissage 

alternatif et modulent l’expression génique (Ebbesen et al., 2016). Les circRNAs composés 

d’exons sont localisés dans le cytoplasme et agissent comme des compétiteurs endogènes 

(ciRS-7/CDR1as et Sry). Les circRNAs composés d’introns ou d’exons et d’introns sont 

surtout situés dans le noyau et régulent l’expression de leurs gènes parentaux. Certains 

circRNAs régulent la transcription d’ARN linéaire en se liant à des protéines fixant l’ARN et 

en formant des complexes ribonucléoprotéiques qui interagissent avec les transcrits linéaires. 

Les circRNAs sont impliqués dans l’athérosclérose, les maladies neurodégénératives, les 

maladies à prions et le cancer (Salzman, 2016). 

 

 
 
 

2.3.3.6 Niveaux d’expression et spécificité 
 

 

L’expression des lncRNAs est faible, présente une spécificité spatio-temporelle et est 

dynamique (Gloss and Dinger, 2016). Leur faible niveau global d’expression peut néanmoins 

représenter une simplification abusive et traduire en fait des situations différentes, telles une 

expression à un moment particulier du développement embryonnaire, pendant un moment très 

court du cycle cellulaire ou induite par une sous population cellulaire spécifique. Cette 

expression est difficile à détecter avec les approches courantes de séquençage, justifiant le 

choix d’analyses plus performantes, telles les techniques de Capture-seq, HITS-CLIP et RIP- 

seq. Les faibles niveaux d’expression des lncRNAs semblent donc partiellement liés à leur 

spécificité et à la nature hautement dynamique de leur mode d’action. Ainsi, les analyses à 

partir des données du TCGA ont révélé dans une série de 5000 tumeurs comportant 

approximativement le même nombre de gènes codants et de lncRNAs dérégulés, que 60% des 

lncRNAs présentent une spécificité pour seulement un seul type de cancer (Schmitz et al., 

2016). Leur spécificité temporo-spatiale (cellulaire, tissulaire, développementale) constitue la 
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caractéristique qui sépare actuellement le mieux les lncRNAs des mRNAs et le meilleur 

argument en faveur de leur fonctionnalité. Cette expression est spécifique mais aussi 

dynamique, dépendant du contexte spatio-temporel (HOTTIP). Elle rend compte de l’intérêt 

des lncRNAs comme biomarqueurs et comme cibles thérapeutiques. 

 
 
 
 

2.3.3.7 Stabilité 
 

 

Les lncRNAs sont considérés comme des molécules souvent instables en raison d’une faible 

expression globale et de l’existence de transcrits à demi-vie courte. Cependant, une étude 

récente a montré que seule une minorité de transcrits est instable (29%) avec une demi-vie 

inférieure à 2 heures, alors que 6% des lncRNAs analysés sont très stables avec une demi vie 

supérieure à 12 heures (Wilusz, 2016). 

 
 
 
 

2.3.3.8 Localisation tissulaire et cellulaire 
 

 

Les lncRNAs sont localisés dans de nombreux tissus mais une majorité de lncRNAs est située 

dans le cerveau, où leur diversité est la plus importante. Au niveau de la cellule, le consortium 

ENCODE a analysé le profil transcriptionnel en lncRNAs des différents compartiments sub- 

cellulaires et des divers sous-compartiments intra-nucléaires, tels que la chromatine, le 

nucléole et la matrice nucléaire (Djebali et al., 2012). La localisation cellulaire des lncRNAs 

représente une importante clé dans la détermination de leurs fonctions biologiques et de 

l'efficacité de nouvelles thérapies ciblées basées sur les RNAs (Kapranov et al., 2007). 

 

Les fonctions régulatrices et structurales des lncRNAs sont associées à leurs localisations sub- 

cellulaires. Les lncRNAs matures peuvent s’accumuler au niveau de leur site de transcription, 

dans le nucléoplasme ou être exportés dans le cytoplasme pour exécuter leurs fonctions. Une 

large majorité de lncRNAs sont localisés dans le noyau, suggérant leur rôle primordial dans la 

régulation spatio-temporelle de l’architecture nucléaire et de l’expression des gènes codant 

pour des protéines (Mondal et al., 2010 ; Derrien et al., 2012a). Divers types de lncRNAs 

intranucléaires peuvent être observés, tels les lncRNAs associés à la chromatine et 

interconnectant la chromatine, les lncRNAs associés aux corpuscules intranucléaires, les 

lncRNAs interagissant avec les complexes multiprotéiques modifiant la chromatine et les 

lncRNAs associés à la matrice nucléaire (Bergmann and Spector, 2014). Ainsi, les lncRNAs 
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favoriseraient la transmission du flux d’informations génétiques en contrôlant et en liant la 

dynamique de l’architecture nucléaire, la plasticité de la signalisation chromatinienne et la 

régulation de l’expression des gènes. Des lncRNAs sont situés dans le cytosol et sont associés 

aux mitochondries (SLC7A2-IT1A/B) et aux ribosomes (Rackham et al., 2011 ; Demongeot et 

al., 2013 ; van Heesch et al., 2014). Une minorité de lncRNAs sont impliqués dans le trafic 

nucléocytoplasmique  (NRON),  la  stabilité  des  mRNAs  et  la  régulation  transcriptionnelle 

tandis que d’autres lncRNAs sont transportés dans les milieux extracellulaires via des 

exosomes. 

 

Une classification liant la localisation cellulaire des lncRNAs à leurs fonctions a été 

recemment proposée (Chen, 2016b). 

 

 Le premier groupe de lncRNAs intranucléaires est représenté par des lncRNAs qui 

s’accumulent au niveau de leur site de transcription et qui peuvent agir en cis ou en 

trans. Les lncRNAs qui agissent en cis modulent localement l’expression des gènes en 

recrutant des facteurs de transcription (YY1), des organisateurs (CCAT1 et CTCF) ou 

des complexes de remodelage chromatiniens (Air et G9a, KCNQ1OT1 et G9a/PRC2) 

et  en  formant  des  triplex  RNA-DNA  (Khps1  et  le  promoteur  de  SPHK1).  Les 

lncRNAs qui agissent en trans peuvent influencer l’expression génique en établissant 

des contacts trans-chromosomiques (Firre) ou en séquestrant des facteurs d’épissage, 

tels Fox2 (sno-lncRNAs). 

 
 

 Le deuxième groupe de lncRNAs intranucléaires est constitué de lncRNAs relocalisés 

à distance de leur site de transcription à l’ensemble du nucléoplasme ou dans des corps 

intranucléaires. Les lncRNAs nucléoplasmiques agissent globalement (HOTAIR, 

BCAR4 et PVT1) ou au sein de corpuscules spécifiques (MIAT/Gomafu, NEAT1, 

MALAT1). 

 

 

 Le troisième groupe est représenté par les lncRNAs exportés dans le cytoplasme qui 

régulent l’expression des gènes en interagissant avec des modifications post- 

traductionnelles (NKILA et NF-kB), des miRNAs (lincMD1 et miR-133), des protéines 

(NORAD et les protéines PUMILIO) et la machinerie traductionnelles (lincRNA-p21). 

 

De multiples facteurs, tels des domaines fonctionnels (les élements ribonucléiques de 

rétention),  des  protéines  nucléaires,  des  signaux  de  rétention  lors  de  la  maturation  des 
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lncRNAs et des conformations ribonucléiques (structures secondo-tertiaires) et 

chromosomiques, assurent la spécificité topographique cellulaire des lncRNAs. 

 
 
 
 

2.3.3.9 Régulation des lncRNAs 
 

 

La  régulation  des  lncRNAs  est  actuellement  encore  largement  méconnue.  Elle  semble 

toutefois similaire à celle contrôlant les gènes codant pour les protéines et les miRNAs. La 

régulation épigénétique semble jouer un rôle de moindre importance dans l’expression de 

nombreux lncRNAs, car les marques de méthylation de l’ADN et des histones diffèrent 

considérablement entre les mRNAs et les lncRNAs. Cependant, la régulation épigénétique 

joue un rôle important dans l’inactivation des T-UCRs. Des facteurs de transcription, tels p53, 

B-MYB et c-Myc régulent de nombreux lncRNAs au niveau transcriptionnel. Les miRNAs 

qui diminuent la stabilité des lncRNAs (HOTTIP, linc-p21, MALAT1) jouent un rôle 

déterminant dans la régulation post-transcriptionnelle des lncRNAs. 

 
 
 
 

2.3.3.10 Conservation des lncRNAs 
 

 

Une large majorité de lncRNAs présentent un degré de conservation plus faible en terme de 

séquences que les gènes codant pour les protéines, mais plus élevé que les régions évolutives 

neutres du génome et que les introns des gènes codant pour les protéines, suggérant un 

processus d’évolution rapide soumis à des contraintes modérées (Wang and Leung, 2004 ; 

Pang et al., 2006). Bien que les lncRNAs présentent une faible conservation globale de leur 

séquence avec une prévalence forte chez les primates, 3% des lncRNAs sont apparus il y a 

300 millions d’années et sont présents chez le xénope, le poulet et l’homme. De plus, des 

sous-groupes de lncRNAs très conservés ont été plus récemment identifiés, tels les T-UCRs, 

les lncRNAs circulaires et les lincRNAs. Cette moindre conservation globale peut s’expliquer 

par les fonctions spécifiques des lncRNAs reposant davantage sur leurs structures 

tridimentionnelles que sur leurs séquences, à l’inverse des RNAs codant pour les protéines 

(Carninci et al., 2005 ; Ponjavic et al., 2007). Les lncRNAs ont été fréquement identifiés dans 

différentes espèces au sein de régions génomiques synténiques (Schmitz et al., 2016) et cette 

conservation est liée à l’édification d’une structure tridimentionnelle. La conservation de leur 

structure secondo-tertiaire, de leurs régions régulatrices et de leurs sites d’épissage semble 

jouer  ainsi  un  rôle  déterminant  dans  le  maintien  de  leurs  fonctions  biologiques  (Xist, 



lié à l'expression de lncRNAs pourvus d’une haute spécificité spatio-temporelle et à leurs 
 

interactions avec l'ADN, l’ARN messager et les protéines. La transcription des lncRNAs 
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TUNA/MEGAMIND). La conservation de leurs structures au cours de l’évolution pourrait de 

plus être liée à une sur-représentation de séquences transposables (TEs) dans les lncRNAs par 

rapport aux ARNs codants. Ces transposons maintiennent en effet la stabilité et la complexité 

des  structures  secondaires  des  lncRNAs.  Le  faible  degré  de  conservation  des  lncRNAs 

pourrait être ainsi le reflêt d’une apparition récente et d’une évolution extrêmement rapide. 

 
 
 
 

2.3.3.11 Evolution des lncRNAs 
 
Le séquençage de l’ensemble du génome de différents organismes a révélé que le nombre de 

leurs gènes codant pour des protéines n’est pas corrélé à leur degré de complexité 

évolutionnelle. Cette dernière peut être attribuée à l’épissage alternatif qui majore la 

complexité protéique, mais surtout à la présence des ncRNAs qui représentent plus de 95% du 

génome. Les lncRNAs sont observés chez de nombreux eucaryotes et la proportion des 

lncRNAs par rapport aux RNAs codants chez l’homme est la plus élevée (Taft et al., 2007). A 

l’inverse des séquences codant pour des protéines, les lncRNAs ont rapidement évolué, 

expliquant que les orthologues des lncRNAs chez les mammifères ne sont observés que chez 

les vertébrés (Khaitovitch et al., 2006 ; Ulitsky et al., 2011). Même chez ces derniers, la 

conservation des séquences d'ADN est faible et suggère que la plupart des lncRNAs ne sont 

pas  fonctionnels  en  raison  d’une  pression  de  sélection  insuffisante.  Néanmoins,  d'autres 

critères que la séquence, pourraient être pris en compte dans l'évaluation de leur conservation, 

tels la localisation génomique, le profil transcriptionnel et la structure secondo-tertiaire. La 

complexité actuelle de la physiologie humaine ne peut en effet être expliquée par l'expression 

de moins de 20.000 gènes codant pour des protéines, nombre comparable à celui observé chez 

Drosophila melanogaster et Caenorhabditis elegans, mais bien plutôt par le développement 

parallèle d'un génome non codant (Hezroni et al., 2015). 

 

Contrairement au protéome, la quantité de ncRNAs produite a fortement progressé au cours 

de l'évolution, et il semble y avoir une corrélation significative entre les niveaux d'expression 

des lncRNAs et le niveau de complexité biologique, expliquant que la plupart des primates 

expriment la très grande majorité des lncRNAs. En effet, le nombre de gènes codant pour des 

protéines ne peut pas expliquer le fonctionnement d’organes très finement régulés tels que le 

cerveau. Ce niveau supplémentaire de complexité observé chez les vertébrés serait en partie 



ou d’une duplication d’un chromosome ou d’un génome entier (Magadum et al., 
 

2013). Les gènes dupliqués peuvent alors devenir inactifs (pseudogènes), coder pour 
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semble en effet plus particulièrement associée à des phénotypes cellulaires et tissulaires 

complexes (cerveau, testicule) et plastiques (système immunitaire, pluripotence, 

développement embryonnaire). Les lncRNAs pourraient alors être considérés comme des 

senseurs moléculaires des changements environnementaux conférant une plasticité 

évolutionnelle qui contribue au développement de la complexité du vivant. En réaction à ces 

modifications environnementales, des lncRNAs situés dans les séquences intergéniques 

(lincRNAs) serviraient de supports pour de nouvelles fonctions permettant à l’organisme de 

s'adapter à de nouvelles contraintes (Diederichs, 2014). 

 

Les lncRNAs apparaissent ainsi comme des régulateurs plus performants que les protéines au 

cours des changements évolutionnels majeurs survenus chez les mammifères. Les lncRNAs 

sont immédiatement fonctionnels lors de la transcription et n’ont pas à être traduits et 

transportés dans le cytoplasme. Ils agissent directement au niveau de leur site de transcriprtion 

(cis) ou à distance (trans). Ils sont intrinséquement versatiles dans leurs interactions 

moléculaires avec les protéines, l’ARN et l’ADN via leurs séquences et leurs structures. Les 

lncRNAs sont des molécules très plastiques et malléables sur le plan évolutionnel, car leur 

séquence peut tolérer des insertions et des délétions, à la différence des protéines dont les 

mutations entrainent généralement une perte de fonction. 

 
 
 
 

2.3.3.12 Origine des lncRNAs 
 

 

L'émergence récente de nombreux lncRNAs suggère qu'ils continuent à être activement 

synthétisés. Bien que l’origine des lncRNAs soit encore largement méconnue, plusieurs 

mécanismes aboutissant à la formation de lncRNAs ont été proposés : 

 
 

 Des gènes codant pour des protéines pourraient générer des lncRNAs et à l’inverse des 

protéines seraient synthétisées à partir de lncRNAs. Des données récentes ont en effet 

identifié 24 gènes codant pour des protéines humaines dont les gènes homologues 

dans d'autres espèces sont des gènes non codants (Nam and Bartel, 2012). 

 
 

 La duplication des gènes et des chromosomes est un important mécanisme d’évolution 

biologique. Elle peut être la résultante d’un crossing over inégal, d’une retroposition 
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des protéines pourvues d’autres fonctions biologiques ou être transcrits en lncRNAs 
 

(Xist) (Duret et al., 2006). 
 
 

 L’insertion  d’éléments  génétiques  mobiles  contribue  largement  à  l’évolution  des 

génomes  eucaryotes  (Hutchins  and  Pei,  2015).  Parmi  ces  éléments,  les 

rétrotransposons  et  les  transposons  constituent  plus  de  50%  du  génome  des 

mammifères et peuvent fournir des exons, des sites d’épissage, des enhancers, des 

promoteurs et des domaines de lncRNAs se liant à l’ADN, à l’ARN et aux protéines 

(Sytnikova et al., 2014). Parmi les lncRNAs, les éléments transposables 

(rétrotransposons et transposons) représentent plus de 40% des nucléotides des 

lincRNAs (Kelley and Rinn, 2012 ; Johnson and Guigo, 2014). Ainsi, le nombre 

d’exons du gène d’ANRIL s’est accru par insertion de transposons et d’exons de novo 

(He et al., 2013). Des séquences promotrices issues de HERVH ont été insérées dans 

des régions génomiques inactives (Kelley and Rinn, 2012). 

 

 

 Des  régions  particulières  du  génome  pourvues  d’un  degré  de  conservation  très 

variable peuvent générer des lncRNAs, telles les séquences répétitives, les séquences 

conservées et les régions humaines accélérées. 

 
 

 La synthèse de lncRNAs surviendrait enfin de novo à partir de l’ADN intergénique. 
 
 
 
 
 

 
2.3.3.13 Classification fonctionnelle 

 
 

Les analyses réalisées in vitro et in vivo sur un nombre jusqu’à présent très réduit de 

lncRNAs   ont   néanmoins   permis   d’identifier   certaines   de   leurs   caractéristiques 

générales, telles une plus grande spécificité spatio-temporelle, une action rapide et une demi- 

vie courte, de nombreux isoformes par épissage alternatif et un rôle fondamental dans 

l’organisation  nucléaire,  la  régulation  de  l’expression  des  gènes  et  l’homéostasie.  Les 

lncRNAs sont préférentiellement exprimés par des organisations biologiques complexes et 

plastiques.  Si  certains  lncRNAs  exercent  des  fonctions  cellulaires  de  base  ou  ont  un 

phénotype visible et sont indispensables à la vie, la plupart ne semblent jouer qu’un rôle 

modulateur dans certaines conditions spécifiques, expliquant ainsi en partie leur faible niveau 

global d’expression. Cette expression spécifique et dynamique dépend du contexte tissulaire 



88  

et environnemental.  Il existe une faible corrélation entre le niveau d’expression des lncRNAs 

et leur importance fonctionnelle. Les lncRNAs jouent un rôle tantôt régulateur tantôt 

modulateur de certaines sous populations cellulaires, justifiant la poursuite de leurs 

investigations par des techniques one-cell. La pénétrance des gènes transcrits en lncRNAs est 

souvent incomplète suggérant que les fonctions de certains lncRNAs ne sont pas normalement 

requises mais deviennent essentielles dans des conditions critiques. 

 
 
Le débat sur la fonctionnalité des lncRNAs demeure toujours d’actualité. Les lncRNAs 

sont-ils la conséquence marginale de processus transcriptionnels régulateurs ou 

possèdent-ils des fonctions spécifiques ? 

 
 

Les arguments en faveur de leur fonctionnalité sont de plus en plus nombreux: (i) leur profil 

d’expression est souvent lié à certains stades de développement et survient dans des sous- 

populations cellulaires spécifiques, (ii) leur topographie génomique est préférentiellement 

située à proximité des gènes codant pour les protéines, (iii) leur localisation cellulaire est 

observée dans des compartiments spécifiques, (iv) les lncRNAs sont impliqués dans les 

grandes fonctions biologiques et l’homéostasie et (v) la dérégulation de l’expression des 

lncRNAs est observée dans diverses pathologies. 

 
 

Cependant, la majorité des travaux de recherche ont été conduits in vitro et la plupart de leurs 

fonctions sont inconnues puisque seulement 0.1% les lncRNAs ont été analysés sur le plan 

fonctionnel. 

 
 

De plus, certains secteurs génomiques non codants et actuellement inactifs pourraient servir 

de « réservoirs évolutifs » et acquérir une fonctionnalité ultérieure par co-option d’éléments 

transposables. 

 
 

Toutefois, une classification des lncRNAs basée sur leurs fonctions moléculaires peut être 

actuellement ébauchée et pourrait comprendre les lncRNAs architecturaux, les lncRNAs 

régulateurs épigénétiques, les lncRNAs antisens naturels, les lncRNAs activateurs, les 

lncRNAs compétiteurs endogènes linéaires et circulaires, les lncRNAs inductibles, les 

lncRNAs liés à la résistance thérapeutique et les lncRNAs précurseurs de petits ARNs. 
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La future classification fonctionnelle des lncRNAs devra intégrer l’ensemble des données 

issues de leur caractérisation qui est actuellement très parcellaire : RNA identity elements, 

organisation  génomique,  niveau  d’expression,  localisation  subcellulaire,  processing, 

isoformes, structure biochimique, réseaux d’interactions, mécanismes d’action, fonctions 

moléculaires et cellulaires, mécanismes de dérégulation dans les pathologies. 

 
 
 
 
 
 

2.3.4 Mécanismes d’action des lncRNAs 
 

 

Des études convergentes impliquent les lncRNAs dans la coordination de nombreux réseaux 

génétiques et la régulation des diverses voies de signalisation durant le développement 

embryonnaire et le maintien de l’homéostasie à l’âge adulte (Nagano et al., 2011 ; Wang et 

al., 2011b ; Geisler et al., 2013). 

 
 
 
 

2.3.4.1 Régulation de l’expression des gènes 
 

 

Afin de moduler l’expression des gènes, les lncRNAs peuvent interagir localement (en cis) 

sur les gènes voisins (Fig. 24A) ou à distance (en trans), lorsque leurs mécanismes d’action 

s’effectuent indépendamment de la localisation des gènes cibles (Fig. 24B). 

 

Les  lncRNAs  interagissent  de  façon  très  variable  avec  des  complexes  modifiant  la 

chromatine, divers sous types de RNAs et des protéines (Fig. 25). 

 

Les  cis-lncRNAs  agissent  quand  le  lncRNA  régulateur  et  le  gène  cible  sont  tous  deux 

transcrits à partir du même locus. Cependant, certains cis-lncRNAs peuvent agir à distance 

via   des   boucles   d’ADN   (HOTTIP   avec   WDR5/MLL,   PANDA avec   PRC2/NFYA, 

ANRIL avec PRC2/PRC1). 

 

Les trans-lncRNAs interagissent à distance avec des régions spécifiques de la chromatine sur 

des chromosomes différents et modulent l’expression génique en ciblant des protéines et des 

ncRNAs via des triplex RNA/DNA. 

 

L’architecture intrinséque des lncRNAs est le facteur clé déterminant leurs interactions 

spécifiques (PRNCR1/PCGEM1, HOTAIR). 
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Figure 24 : Mécanismes d’action en cis (A) et en trans (B) des lncRNAs 
 

 
 
 
 

A la différence des petits ncRNAs, leurs mécanismes d’action sont multiples (Fig. 25): 
 

 

 LncRNA  «  Guide  »  :  Ils  recrutent  les  molécules  des  complexes  modifiant  la 

chromatine et les acheminent au niveau de loci spécifiques (HOTTIP, Xist) (Lee et al., 

2009). 
 
 

 LncRNA « Leurre » : Ils interagissent avec des protéines ou des ARNs (Kino et al., 
 

2010). Dans le noyau, ils peuvent se lier à des facteurs de transcription ou à l'ADN 

méthyltransférase1 (PANDA, GAS5, MALAT1), alors que dans le cytoplasme, ils 

peuvent fonctionner comme des « éponges moléculaires » pour attirer des complexes 

protéiques et des miRNAs (PTENP1, HULC) (Bak et al., 2014). 

 

 

 LncRNA « Signal » : Ils régulent l'activité transcriptionnelle des gènes codant pour 

les protéines (lincRNA-p21) (Tang et al., 2015). 

 

 

 LncRNA  « Plateforme  ribonucléoprotidique »  :  Ils  constituent  des  adaptateurs 

structuraux qui se lient à des complexes moléculaires et régulent l'expression des 

gènes (HOTAIR, ANRIL, TERC/TERT) (Tsai et al., 2010 ; Kotake et al., 2011). 
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D’autres mécanismes d’action des lncRNAs ont été plus récemment identifiés : 
 

 

 Les lncRNAs précurseurs de petits ncRNAs, tels les t-RNA-like, les snoRNAs, les 

piRNAs et les miRNAs (Wilusz et al., 2008 ; Valen et al., 2011 ; Pircher et al., 2014). 

 
 

 Les lncRNAs activateurs (ncRNA-a) se distinguent des eRNAs par la régulation 

positive de gènes situés à leur proximité immédiate. Ainsi, le lncRNA ncRNA-a7 

active le facteur de transcription SNAI1, un des régulateurs majeurs de l’EMT (Orom 

et al., 2010). 

 
 

 Les lncRNAs compétiteurs endogènes (ceRNA) partagent des séquences similaires 

avec des transcrits non codants ou codant pour des protéines (Tay et al., 2014a). Ils 

assurent la régulation de ces transcrits par un mécanisme de compétition. Les 

pseudogènes représentent une importante fraction des ceRNAs (PTENP1 et KRASP1) 

qui constitue une matrice régulatrice intracytoplasmique complexe agissant au travers 

d’un gradiant d’affinité entre différentes classes d’ARNs (Poliseno et al., 2010). 

 

 
 

 Les LncRNAs traduits : Des analyses protéomiques ont récemment identifié des 

sous-types de lncRNAs pouvant être traduits en petites protéines (Cohen, 2014) ou en 

micropeptides  fonctionnels  (Anderson  et  al.,  2015  ;  Lauressergues  et  al.,  2015  ; 

Nelson et al., 2016). 

 

 

 Les lncRNAs induits : L’expression de lncRNAs peut être induite par les facteurs de 

croissance (Sas-Chen et al., 2016) ou par le stress cellulaire (de Andres-Pablo et al., 

2016). 
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Figure 25 : Mécanismes d'action  moléculaires des lncRNAs (guide, leurre,  signal, plateforme) 

(D'après da Sacco et al., 2012) 
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2.3.4.2 Reconnaissance de sites et de séquences fonctionnelles génomiques 
 
 
 

 L’ARN polymérase II peut lier un lncRNA au niveau de son site de transcription à 

partir duquel le lncRNA pourra agir sur les gènes de voisinage (NEAT1). 
 

 

 Les lncRNAs peuvent interagir avec l’ADN par hybridation directe (TERRA) ou en 

créant des triplex ARN-ADN (lncRNAs associés au promoteur de l’ADN ribosomal). 
 

 

 Les lncRNAs peuvent interagir physiquement avec les protéines se liant à l’ADN 

(Xist, Firre). 
 
 
 
 
 

2.3.4.3 Edification de domaines intranucléaires 
 

Les lncRNAs peuvent créer des compartiments dynamiques intra-nucléaires rapprochant ou 

repositionnant des gènes (Bergmann and spector, 2014 ; Quinodoz and Guttman, 2014). Cette 

stratégie, qui favorise la proximité spatiale, pourrait en partie expliquer le faible niveau 

d’expression des lncRNAs (NEAT1, Xist) par rapport aux gènes codant pour les protéines. 

 
 
 

 
2.3.5 Fonctions moléculaires des lncRNAs 

 
 

2.3.5.1 Généralités 
 

 

Contrairement aux protéines qui possèdent souvent des domaines fonctionnels bien définis, il 

est actuellement impossible de prédire les fonctions des lncRNAs à partir de leur seule 

séquence nucléotidique (Yang et al., 2014b). 

 

Les fonctions moléculaires et cellulaires des lncRNAs demeurent donc encore largement 

méconnues pour la plupart d’entre eux. Seul un nombre très limité de lncRNAs ont été bien 

caractérisés chez l’homme, tels Xist, KCNQ10T1, AIR, HOTAIR, ANRIL, HOTTIP, MALAT1, 

TERRA et HULC. 

 

Des études de gain et de perte de fonction ont révélé que les lncRNAs présentent la plus 

grande diversité fonctionnelle parmi les ncRNAs et que leur fréquente spécificité tissulaire 

suggère leur implication dans des processus biologiques majeurs (Gibb et al., 2011 ; Clark et 

al., 2013 ; Kung et al., 2013 ; Clark and Blackshaw, 2014) (Tableau 3). 
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Les  lncRNAs  sont  surtout  des  régulateurs transcriptionnels  et  post-transcriptionnels  de 

l’expression des gènes. L’utilisation de modèles d’inactivation (KO) a préférentiellement 

révélé des anomalies légères du développement, suggérant une modulation fine dans des 

processus biologiques complexes, dynamiques et plastiques (di Gesualdo et al., 2014). 

 

Les fonctions structurales des lncRNAs comportent l’édification de corps intranucléaires et le 

maintien de la stabililité et de l’intégrité du génome et des chromosomes. 

 

Les différents réseaux d’effecteurs moléculaires, tels les lncRNAs, les miRNAs, les facteurs 

de transcription, les mRNAs et les protéines modifiant la chromatine, sont indispensables à la 

régulation temporo-spatiale de l’expression des gènes et sont des composants structuraux 

nucléaires clés en formant des complexes avec les différents acides nucléiques sous la forme 

de duplex RNA/RNA et de triplex RNA/DNA double brin. 

 
 
 
 

2.3.5.2 Fonctions régulatrices des lncRNAs 
 
Les lncRNAs sont actuellement considérés comme des coordonnateurs et des régulateurs 

transcriptionnels et post-transcriptionnels contrôlant l’expression des gènes codant pour les 

protéines. 

 

Ils  agissent  au  niveau  épigénétique,  de  l’ADN,  de  l’ARN  et  des  protéines,  par  des 

mécanismes variés dépendant de leur localisation cellulaire et conduisant à des modifications 

de  la  chromatine,  de  la  transcription  et  de  la  traduction  des   proteines  (Fig.  26). 
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Tableau 3 : Fonctions moléculaires et cellulaires des lncRNAs 
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Figure 26 : Coordination de l’expression génique par les lncRNAs (d’après Tye et al., 2015) 
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2.3.5.2.1 Régulation au niveau épigénétique 
 

 

Les lncRNAs contrôlent l’expression des gènes via la régulation de la chromatine. La plupart 

des lncRNAs sont des répresseurs transcriptionnels (HOTAIR, ANRIL, Xist, H19, AIR) mais 

certains sont des activateurs de la transcription (HOTTIP). 

 
 
2.3.5.2.1.1 Expression allélique 

 

 

2.3.5.2.1.1.1 Inactivation du chromosome X 
 

 

L’inactivation d’un des chromosomes X chez la femme via le centre d’inactivation du X 

(Xic),  conduit  à une expression  génique équilibrée du  chromosome X  entre les  2  sexes 

(Brown et al., 1992). Xist est transcrit à partir du Xic et peut couvrir l’ensemble du 

chromosome X inactif (Xi). Il inactive l’expression des gènes sur le Xi en recrutant les 

complexes de remodelage de la chromatine dont PRC2 et en induisant la triméthylation 

H3K27 des histones et la méthylation des ilots CpG (Payer and Lee, 2008 ; Kanduri et al., 

2009 ; Leeb et al., 2009). D’autres lncRNAs sont produits à partir du Xic : Tsix est un 

antisens de Xist qui l’antagonise par compétition pour PRC2 avec RepA. RepA recrute PRC2 

et permet la transcription de Xist (Marahrens et al., 1997 ; Lee et al., 1999). Xite agit comme 

un enhancer de Tsix. Jpx est un activateur de Xist (Tian et al., 2010). XACT est produit par 

les cellules pluripotentes humaines et peut couvrir le chromosome X actif en l’absence 

d’expression de Xist. 

 
 
 
 
2.3.5.2.1.1.2 Empreinte génomique parentale 

 

 

L’empreinte parentale est le processus par lequel la copie d’un gène héritée de l’un des 

parents est épigénétiquement réprimée (Wood and Oakey, 2006). Ainsi, certains gènes 

présentent une activation transcriptionnelle de l’allèle paternel et une inactivation de l’allèle 

maternel, tandis que d’autres possèdent un profil d’expression opposé. L’ICR (Imprinting 

Control Region) coordonne l’empreinte génomique des locus concernés (Bartolomei et al., 

2009). Les régions soumises à l’empreinte parentale contiennent une large proportion de 

gènes d’ARNs non codants qui favorisent l’inactivation génique via divers mécanismes, dont 

le remodelage chromatinien et la compétition avec les  enhancers  (Wan and  Bartolomei, 

2008).  Le  dépôt  des  marques  épigénétiques  d’inactivation  est  guidé  par  des  lncRNAs 

exprimés depuis les brins antisens aux loci codants soumis à l’empreinte génomique. De 
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nombreux lncRNAs sont impliqués dans le processus de l’empreinte parentale par divers 

mécanismes incluant en particulier le remodelage de la chromatine (PRC1 et PRC2) et 

l’activation des promoteurs. H19 participe au contrôle des gènes sous empreinte parentale 

impliqués dans la croissance chez l'embryon en recrutant la protéine MBD1 (Methyl-CpG– 

Binding Domain protein 1) et en formant un complexe qui réprime 5 gènes du réseau de 

l'empreinte parentale, dont IGF2 (Bartolomei et al., 1991 ; Ripoche et al., 1997). Pour assurer 

la régulation du gène IGF2, les loci H19 et IGF2 partagent le même enhancer, mais IGF2 est 

exprimé uniquement à partir de l’allèle paternel et H19 à partir de l’allèle maternel. Sur 

l’allèle maternel, le facteur de transcription CTCF (CCCTC-binding factor) se fixe sur l’ICR 

non méthylé, empéchant l’enhancer d’interagir avec IGF2 et permettant à H19 d’accéder à 

l’enhancer. Sur l’allèle paternel, la méthylation de l’ICR s’étend au promoteur de H19, qui 

inactive l’expression de H19 et prévient la fixation du CTCF sur l’ICR. De plus, H19 est le 

précursseur  du  miRNA  miR-675  qui  assure  la  régulation  de  la  croissance  placentaire 

(Monnier et al., 2013). KCNQ1OT1 est exprimé au sein du locus du gène KCNQ1 sur le 

chromosome paternel et est réprimé sur le chromosome maternel via la méthylation de l’ICR 

et de son promoteur (Mohammad et al., 2008). L'expression de KCNQ1OT1 par le 

chromosome paternel conduit à la répression d'une dizaine de gènes dans un locus KCNQ1de 

1 Mb via son interaction avec EZH2 et SUZ12 appartenant au complexe PRC2 et avec 

l'histone méthyl-transférase G9a (Nakano et al., 2006 ; Pandey et al., 2008 ; Wagschal et al., 

2008 ; Kanduri, 2011). AIR est impliqué dans l'empreinte génomique parentale du domaine 

IGF2R. Dans ce dernier, IGF2R et le locus produisant le lncRNA AIR sont transcrits selon des 

directions opposées. L’ICR est situé dans le 2° intron d’IGFR2, qui contient le promoteur 

d’AIR. L’ICR est non méthylé sur l’allèle paternel, conduisant à l’expression du locus AIR par 

évacuation de la RNA Polymérase II du promoteur (Braidotti et al., 2004). Le transcrit AIR 

couvre le promoteur de IGFR2, inhibant ainsi son expression. Sur l’allèle maternel la 

méthylation de l’ICR inhibe la transcription d’AIR et permet l’expression d’IGF2R (Sleutels 

et al., 2002 ; Nagano et al., 2008). 

 
 
 
 
2.3.5.2.1.2 Positionnement des nucléosomes 

 

 

Les nucléosomes peuvent être déstabilisés et restructurés par des complexes de remodelage 

appartenant à 4 familles (SWI/SNF, ISWI, CHD et INO80) (Yen et al., 2012). Le 

positionnement  des  nucléosomes  et  leur  remodelage  régulent  l'expression  génique  en 
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perturbant l'accessibilité des séquences régulatrices d'ADN par des facteurs de transcription et 

de la machinerie de transcription. Le lncRNA SChLAP1 interagit avec la sous-unité SNF5 du 

complexe SWI/SNF et inhibe sa fixation à la chromatine, entrainant une large dérépression de 

l’activité génique. De même, Myheart se lie à la sous-unité BRG1 du complexe SWI/SNF et 

prévient le remodelage chromatinien. A l’opposé, Evf2 favorise la fixation du complexe 

SWI/SNF au niveau des enhancers des gènes Dlx5 et Dlx6. 

 
 
 
 
2.3.5.2.1.3 Méthylation de l’ADN 

 

Durant le développement embryonnaire, l’établissement et le maintien de la méthylation de 

l’ADN au niveau des ilots CpG des promoteurs conduit à la modification de l’expression des 

gènes. Khps1a se liant à des sites CC (A/T) GG, réduit la méthylation de ses ilots CpG et 

conduit à l’expression du gène Sphk1 (sphingosine kinase 1) (Mattick, 2009). EcCEBP se lie 

à l’ADN méthyltransférase 1 et inhibe la méthylation du locus CEBPA (di Ruscio et al., 

2013). Les lncRNAs peuvent modifier la méthylation de l’ADN en interagissant directement 

avec divers membres de la famille des DNA méthyltransférases (DNMTs) : (i) DNMT1 en cis 

(extra-coding CEBPA, ecCEBP) ou en trans (Dali) et (ii) DNMT1, DNMT3a et DNMT3b 

(developmental pluripotency-associated 2 Dppa2, Dum). Des lncRNAs (lincRNA-p21) 

peuvent également interagir indirectement sur la méthylation de l’ADN via des interactions 

avec des protéines liant l’ARN (hnRNPk) qui servent de plateformes à divers 

méthyltransférases (SETDB1 et DNMT1) (Zhao et al., 2016). 

 
 
 
 
 
2.3.5.2.1.4 Modification du code histone 

 

Les lncRNAs constituent un réseau de modulateurs épigénétiques permettant un remodelage 

chromatinien. Ils agissent comme des guides, signaux et plateformes pouvant recruter des 

protéines  régulant  la  chromatine  et  les  guider  vers  les  gènes  cibles  et  constituer  des 

plateformes  multimoléculaires  pour  des  complexes  protéiques  ne  possédant  pas 

habituellement d’interactions proteine-protéine. Leurs sous-unités catalytiques interagissent 

en modifiant le code histone et le profil de méthylation avec comme conséquence une 

activation ou plus fréquemment une inactivation de l’expression des gènes cibles (Khalil et 

al.,  2009).  ANRIL recrute les  complexes  répresseurs  polycomb  PRC1  et  PRC2  et induit 

l’inactivation des gènes du locus INK4B-ARF-INK4A et plus particulièrement de p15 via 
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SUZ12 de PRC2 (Mattick and Gagen, 2001 ; Mattick, 2009 ; Margueron and Reinberg, 2011 ; 

Wan  et  al.,  2013a).  HOTAIR recrute  et  sert  de  plateforme  d’échafaudage  pour  les  2 

complexes PRC2 et LSD1, entrainant simultanément le dépôt de la marque répressive 

H3K27me3 et le retrait de la marque activatrice au niveau du locus des gènes HOXD (Shi et 

al., 2005 ; Rinn et al., 2007 ; Tsai et al., 2010).   MISTRAL et HOTTIP faciliteraient 

l’expression des gènes HOXA en recrutant le complexe épigénétique activateur WDR5/MLL, 

qui induit le dépôt de la marque épigénétique d’activation H3K4me3 au niveau des gènes 

cibles (Schuettengruber et al., 2007 ; Bertani et al., 2011 ; Wang et al., 2011b). De même, 

KCNQ1OT1 se lie à G9a et PRC2, TUG1 et Fendrr à PRC2. 

 
 
 
 
 
 
2.3.5.2.2 Régulation au niveau de l’ADN 

 

 

Les lncRNAs peuvent modifier l’expression génique en se liant à des domaines spécifiques 

des gènes cibles adjacents en cis, en interagissant avec l’ARN Polymérase II, en coopérant 

avec des protéines et en fonctionnant comme des co-activateurs. 

 

Interactions avec les enhancers et promoteurs : Les lncRNAs associés aux promoteurs 

(PaRNAs) et les lncRNAs de type enhancer (eRNAs) peuvent directement réguler la 

transcription de gènes cibles adjacents par les mécanismes de l'activation et de la suppression 

transcriptionnelles. Dans le cadre de la suppression transcriptionnelle, les lncRNAs agissent 

par interférence transcriptionnelle dans la région promotrice des gènes codants. SRG1 inhibe 

l’initiation de la transcription du gène SER3 (Martens et al., 2004). Up-DHFR forme une 

triple hélice ARN-ADN avec le promoteur du gène DHFR, interagit directement avec le 

facteur de transcription TFIIB, dissocie le complexe de pré-initiation et réprime DHFR 

(Martianov et al., 2007). 

 
 

Interactions avec l’ARN Polymérase II : Les lncRNAs peuvent interagir avec l’ARN 

polymérase II et bloquer la transcription en trans. B2 et Alu sont des lncRNAs produits par 

des séquences SINE. Leur induction par un choc thermique s’accompagne d’une diminution 

de la stabilité des complexes de pré-initiation et d’une inhibition des gènes cibles en 

interagissant avec le facteur de transcription TFIIF (Allen et al., 2004 ; Mariner et al., 2008). 
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Interactions   avec   les   protéines   :   Les   lncRNAs   peuvent   indirectement   affecter   la 

transcription en cis en se liant à des protéines spécifiques, en activant des facteurs de 

transcription accessoires ou en oligomérisant des protéines activatrices. Up-CCND1, induit 

par des altérations de l’ADN, coopère avec la protéine TLS (translocated in liposarcoma) au 

niveau du promoteur de CCND1. TLS se lie à CBP et p300 et est activée allostériquement. 

L’activation de TLS s’accompagne de l’inhibition de l’activité acétyltransférase de CBP et 

p300, supprimant ainsi la transcription des gènes cibles (Wang et al., 2008). HSR1 favorise la 

trimérisation de la protéine HSF1 qui induit l’expression des HSPs (heat shock proteins) 

(Shamovsky et al., 2006). NRON régule le traffic intracellulaire en réponse à un stress et 

permet de faire circuler le facteur de transcription NFAT depuis le cytoplasme de manière à 

promouvoir l’expression des gènes cibles (Sharma et al., 2011). THRIL, impliqué dans la 

réponse immune, se lie à la protéine hnRNP-1 et induit la transcription du gène TNFα en se 

fixant au niveau de son promoteur (Li et al., 2014a). 

 
 

Co-activation transcriptionnelle : Certains lncRNAs agissent comme des co-activateurs 

permettant de contrôler la transcription des gènes cibles. LincRNA-p21 interagit en tant que 

co-activateur avec hnRNP-K pour induire la transcription en cis du gène adjacent p21 et 

l’expression des gènes polycomb (Dimitrova et al., 2014). 

 
 
 
 
2.3.5.2.3 Régulation au niveau de l’ARN 

 

Les lncRNAs sont largement impliqués dans les processus post-transcriptionnels. Ils 

participent aux mécanismes de la compétition endogène avec divers types de RNAs et à la 

biogénèse de siRNAs endogènes. 

 
 

Interactions avec les mRNAs : La capacité des lncRNAs à reconnaitre des séquences 

complémentaires leur permet d’interagir spécifiquement avec des mRNAs cibles. Ils peuvent 

ainsi réguler plusieurs processus tels que la biogénèse et la maturation des mRNAs (capping, 

polyadénylation et épissage alternatif des pré-mRNAs), la stabilité et l'activité 

transcriptionnelle. Ils agissent également sur le traffic, leur localisation cellulaire et leur 

dégradation (Tripathi et al., 2010 ; Gong et al., 2011 ; Yoon et al., 2012). Concernant la 

maturation  des  mRNAs,  les  lncRNAs  peuvent  agir  par  2  mécanismes :  (i)  les  transcrits 

antisens naturels (NATs), en formant des duplex RNA-RNA avec leurs transcrits sens 

correspondants, altèrent directement la reconnaissance du site d’épissage et le recrutement du 
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spliceosome, (ii) les lncRNAs peuvent agir indirectement en régulant la phosphorylation des 

facteurs d’épissage et en interagissant avec des composants du spliceosome (petits RNAs 

nucléaires U1). L’anti-sens de ZEB2 peut masquer les sites d’épissage en agissant en cis et 

ainsi provoquer un épissage de l’ARNm de ZEB2 qui est alternativement épissé quand son 

lncRNA antisens est épissé, provoquant la rétention de la séquence 5’-UTR et une 

augmentation du niveau de traduction de ZEB2 (Beltran et al., 2008). MALAT1 régule 

l’activité des protéines riches en sérine/arginine (SR) qui sont impliquées dans l’épissage 

alternatif de multiples protéines (Hutchinson et al., 2007 ; Tripathi et al., 2010 ; Bardou et al., 

2014). Les lncRNAs peuvent stabiliser ou déstabiliser leur transcrits cibles. Ainsi, BACE1-AS 

augmente  la  stabilité  du  mRNA  BACE1  en  s’appariant  parfaitement  avec  sa  séquence 

(Faghihi et al., 2008). 1/2sbsRNA présente un appariement imparfait avec les mRNAs 

contenant des sites de fixation pour Staufen-1 et des séquences Alu. Ce processus favorise la 

combinaison de Staufen-1 et des séquences Alu qui entraine une dégradation du mRNA 

(Gong and Maquat, 2011). 

 

Interactions avec les miRNAs : Les miRNAs régulent la traduction des mRNAs en assurant 

leur dégradation via le complexe RISC ou leur séquestration dans les corps GW/P ou les 

granules de stress. Les lncRNAs peuvent soit interagir directement avec des miRNAs de 

manière  à  réguler  leur  biogénèse  et  leur  activité  et  ainsi  contrôler  la  traduction  et  la 

dégradation de leurs mRNAs cibles, soit se fixer sur des séquences de mRNAs se liant aux 

miRNAs (Bak et al., 2014). Les RNAs compétiteurs endogènes (ceRNAs) ont été initialement 

découverts chez les plantes. Ils comportent des pseudogènes, des lncRNAs, des mRNAs et 

des lncRNAs circulaires. Ils représentent un nouveau mécanisme de régulation post- 

transcriptionnelle (Shi et al., 2015a). Les ceRNAs possèdent des miRNAs response elements 

(MREs) et inhibent l’expression de leurs miRNAs cibles via 2 mécanismes, la compétition et 

« l’éponge moléculaire » (Yang et al., 2016a). Pandolfi et al. ont proposé l’hypothèse du 

réseau de compétiteurs endogènes (Salmena et al., 2011). Selon cette hypothèse, les MREs 

sont les lettres d’un language constitué d’ARN et les transcrits possédant des MREs 

spécifiques peuvent communiquer avec d’autres transcrits via la médiation d’un miRNA. Les 

MREs sont situés dans les régions non codantes 3’UTR ou dans les régions codantes. Tout 

transcrit possédant des MREs peut ainsi fonctionner comme un compétiteur endogène et 

déréprimer l’activité d’autres RNAs pourvus de MREs similaires. Des protagonistes sont 

nécessaires afin de constituer un réseau de compétiteurs endogènes : les miRNAs comme 

« messagers » et les transcrits comme compétiteurs endogènes, à l’origine de deux types de 
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réseaux d’interactions complexes intracellulaires : (i) mRNA/lncRNA/miRNA et (ii) 

mRNA/lncRNA/facteurs   de   transcription/miRNA.   Les   petits   ARNs   non   codants   ne 

contiennent pas suffisamment de MREs mais interfèrent avec la régulation du réseau de 

compétiteurs endogènes via leur abondance et leur disponibilité aux niveaux transcriptionnel 

et  post-transcriptionnel  (Yang  et  al.,  2016a).  Les  ceRNAs  peuvent  ainsi  neutraliser  les 

miRNAs (Deng et al., 2016b ; Liz and Esteller, 2016). Uc.283+A inhibe la maturation du pri- 

miR-195 en miRNA mature en prévenant son clivage par Drosha (Liz et al., 2014).   Linc- 

MD1 supprime l’action de miR-133 and miR-135 et contrôle la traduction de MEF2C et 

MAMAL1  (Cesana  et  al.,  2011 ;  von  Roretz  et  al.,  2011).  HULC  et  CDR1-as/ciRS-7 

séquestrent les miRNAs et les empêchent de se fixer et d’inactiver leurs mRNAs cibles 

(Memczak et al., 2013). PTENP1 module le niveau d’expression endogène de PTEN en 

séquestrant les miRNAs le ciblant (Deng and Sui, 2013). Linc ROR inhibe miR-145 

(Takahashi et al., 2014a). L’hypothèse du réseau compétiteur endogène a été validée par de 

nombreuses études et permet d’expliquer des résultats expérimentaux inattendus: (i) la 

découverte d’un mRNA de ZEB2 suppresseur de mélanome suggère qu’un mRNA codant 

pour une protéine peut fonctionner non seulement comme un lncRNA, mais aussi que le rôle 

de  la  protéine  peut  être  différent  voire  opposé  à  celui  du  ncRNA  (ZEB2),  (ii)  certains 

transcrits peuvent avoir différents rôles dans différents types tumoraux, dépendant du pool de 

miRNAs et d’autres transcrits du réseau de compétiteurs endogènes (Versican 3’UTR), (iii) 

des lncRNAs agissent comme compétiteurs endogènes dans le tissu normal mais non dans le 

cancer ou le réseau est aboli (PTENP1), (iv) des lncRNAs compétiteurs endogènes, bien que 

surexprimés  dans  le  cancer,  ne  sont  plus  fonctionnels  en  raison  de  la  transcription 

préférentielle d’isoformes dépourvus de MREs dans le cancer du sein (PVT1) et (v) les 

mRNAs pourraient constituer de nouvelles cibles thérapeutiques (mRNA de HMGA2 et 

BRAF). 

 

Interactions avec les siRNAs endogènes : La formation de duplex RNA/RNA constitués de 

séquences  codantes  et  de  lncRNAs  peut  générer  la  production  de  siRNAs  endogènes 

(CEND1, FERM) (Watanabe et al., 2008). 

 
 
 

2.3.5.2.4 Régulation au niveau des protéines 
 

Comme tous les RNAs, les lncRNAs ont la particularité biochimique de reconnaitre et de se 

lier  à  la  plupart  des  biomolécules,  dont  les  protéines.  Ils  peuvent  de  ce  fait  contrôler 

également l’homéostasie tissulaire en se liant et en modifiant l’activité des protéines. De plus, 
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certains lncRNAs régulent l’expression des gènes via leurs interactions avec des récepteurs 

hormonaux. Evi2 édifie des complexes stables avec les membres de la famille de facteurs de 

transcription Dlx/Dll impliqués dans le développement embryonnaire. SRA agit comme un 

co-activateur de différents récepteurs hormonaux stéroïdiens, tels les récepteurs aux 

oestrogènes, à la progestérone, aux androgènes et aux glucocorticoïdes (Lanz et al., 1999). 

GAS5 est également impliqué dans la régulation génique médiée par les hormones (Kino et 

al., 2010). PRNCR1 et PCGEM1 se lient à la partie COOH terminale du récepteur 

androgénique (AR) et sont impliqués dans son activation indépendante du ligand. Leur 

surexpression est habituellement observée dans les carcinomes prostatiques réfractaires aux 

androgènes. Toutefois, leur rôle dans la carcinogénèse prostatique a été récemment remis en 

cause (Prensner et al., 2014b). 

 
 
 
 

2.3.5.2.5 Régulation complexe à de multiples niveaux 
 

En réalité, plusieurs niveaux de régulation peuvent s’associer et être utilisés par les lncRNAs 

dans le contrôle de l’expression génique. L’oncosuppresseur PTEN est ainsi l’objet d’une 

régulation complexe par son pseudogène PTENP1. Lorsqu’il est transcrit en sens, le locus 

PTENP1  produit  le  lncRNA  PTENP1.  Transcrit  en  antisens,  le  locus  PTENP1  crée  2 

isoformes d’un autre lncRNA, α et β. L’isoforme α se lie au promoteur de PTEN, recrute la 

DNA méthyltransférase DNMT3A et les histones methyltransférases EZH2 et G9a et induit 

l’inactivation épigénétique de PTEN via la méthylation de H3K27 et H3K9. L’isoforme β 

constitue un duplex RNA/RNA avec le lncRNA sens PTENP1, renforce la stabilité de ce 

dernier et favorise sa fonction « d’éponge moléculaire » pour les miRNAs, résultant en une 

augmentation de l’activité de PTEN (Deng and Sui, 2013). HOTAIR en plus de ses fonctions 

régulatrices au niveau épigénétique, agit également au niveau post-transcriptionnel en servant 

de plateforme pour l’ubiquitinylation des protéines. PANDA inhibe l’expression des gènes de 

l’apoptose en séquestrant le facteur de transcription NF-YA. LncRNA-ATB agit comme un 

compétiteur endogène en séquestrant miR-200 de sa cible ZEB1/2 et promeut ainsi les 

fonctions pro-métastatiques de TGF-β (Shi et al., 2015b). 
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2.3.5.2.6 Régulation inductible 
 

Certains lncRNAs semblent fonctionner comme des molécules régulatrices dans certaines 

circonstances et interagir avec la machinerie traductionnelle pour produire des peptides 

fonctionnels sous d’autres conditions. Ainsi, certains lncRNAs cytoplasmiques pourvus de 

petits cadres de lectures ouverts (smORFs), observés chez la levure (Xrn1-sensitive unstable 

transcipts, XUTs) mais aussi chez la drosophile, le poisson-zèbre et la souris, peuvent être 

traduits en peptides impliqués en particulier dans les mouvements embryonnaires et l’activité 

cardiaque in vivo (Magny et al., 2013 ; Pueyo et al., 2016). Le système NMD (Nonsence- 

Mediated Decay) est un système de surveillance lié à la machinerie traductionnelle, qui assure 

l’élimination des mRNAs pourvus d’une terminaison aberrante et des lncRNAs cryptiques. Le 

système NMD contribue également à la régulation de l’expression génique médiée par les 

lncRNAs en réduisant physiologiquement le niveau d’expression des lncRNAs régulateurs 

antisens qui inhibent normalement la transcription de leurs transcrits appariés sens codant 

pour des protéines. L’inhibition du système NMD et de la traduction par le stress conduit à la 

stabilisation des lncRNAs et à la réduction de la transcription des transcrits sens appariés (de 

Andres-Pablo et al., 2016). D’autres mécanismes liés au stress hypoxique assurent la 

stabilisation de HIF1 (lncRNA LET) ou sont médiés par HIF1 et induisent la transcription 

d’isoformes non codants et codants à partir d’un même locus (EFNA3). Les isoformes non 

codants surexprimés neutralisent alors par compétition endogène les miRNAs qui inhibent les 

les transcrits codants, aboutissant à leur surexpression (Gomez-Maldonado et al., 2015). 

 
 
 
 

2.3.5.3 Fonctions structurales des lncRNAs 
 

 

Les lncRNAs peuvent également interagir avec leurs cibles en exploitant la conformation 

tridimentionnelle  du  noyau.  Ils  façonnent  ainsi  l’architecture  nucléaire  selon  plusieurs 

niveaux d’organisation et apparaissent essentiels à l’édification et au maintien de différents 

domaines intranucléaires (Clemson et al., 2009 ; Bergmann and Spector, 2014 ; Hacisuleyman 

et al., 2014 ; Quinodoz and Guttman, 2014). Ces domaines sont caractérisés par une 

concentration élevée des lncRNAs à proximité de leur site transcriptionnel et des complexes 

protéiques  interagissant  avec  les  lncRNAs.  Les  lncRNAs  pourraient  ainsi  constituer  des 

« centres organisationnels » édifiant de multiples domaines fonctionnels et/ou structuraux 

intranucléaires qui régulent temporairement ou de façon permanente l’expression des gènes. 
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Ce  modèle  spatial  de  régulation  épigénétique  pourrait  expliquer  le  très  faible  niveau 
 

d’expression habituel des lncRNAs (Chujo et al., 2016). 
 

 
 
 
 

2.3.5.3.1 Stabilité génomique et chromosomique 
 
 
 

2.3.5.3.1.1 Domaines régulateurs intrachromosomiques 
 

La restructuration tridimentionnelle du chromosome X en un corpuscule de Barr est assurée 

par Xist (Plath et al., 2002 ; Splinter et al., 2011). Ce lncRNA inactive progressivement 

l’ensemble du chromosome X en interagissant à proximité de son locus transcriptionnel avec 

les gènes non encore inactivés et les repositionne au sein de ce compartiment 

intrachromosomique périphérique à l’aide de son domaine répétitif A (Chaumeil et al., 2006). 

 
 
 
 
2.3.5.3.1.2 Domaines régulateurs interchromosomiques 

 

Les domaines interchromosomiques sont définis par l’accumulation spatiale de gènes 

présentant des fonctions communes ou régulés par les mêmes facteurs (Lanctot et al., 2007). 

Firre,  impliqué  dans  l’adipogénèse,  édifie  un  unique  domaine  nucléaire  trans- 

chromosomique hébergeant 5 gènes cibles localisés sur les chromosomes 2, 9, 15 et 17 (Sun 

et al., 2013). Ces gènes impliqués dans le métabolisme énergétique sont disposés à proximité 

du locus transcriptionnel de Firre situé sur le chromosome X. 

 
 
 
 
2.3.5.3.1.3 Boucles d’interaction enhancer-promoteur 

 

 De  larges  boucles  d’ADN  rapprochant  des  couples  enhancer/promoteur  et  des 

promoteurs éloignés sur un même chromosome ou situés sur plusieurs chromosomes 

ont été   découvertes    à   l’aide   des   techniques   de   capture   chromosomique 

conformationnelle, de microscopie haute résolution et de FISH (Lai et al., 2013 ; Li et 

al., 2013a). Ces larges boucles sont issues d’unités de la taille d’une mégabase 

dénommées « domaines topologiques » caractérisés par une importante concentration 

de sites liant le CTCF. Ce dernier participe à l’édification et au maintien de ces larges 

interactions et est lié à la chromatine par des lncRNAs (Fanucchi et al., 2013 ; Halley 

et al., 2014 ; Shibayama et al., 2014). 
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 Des  boucles  d’interaction  plus  courtes  entre  enhancer  et  promoteur  peuvent  être 

médiées par des lncRNAs exprimés à partir du site enhancer (eRNAs). Ces eRNAs 

interagissent avec les protéines du complexe Médiator afin d’initier la flexion de la 

chromatine.  Le  complexe  Médiator  stabilise  ensuite  la  boucle  chromatinienne  et 

assure la transcription. Des lncRNAs, tels PRNCR1 et PCGEM1, dont la synthèse est 

favorisée  par  les  androgènes  édifient  des  boucles  d’ADN  entre  enhancers  et 

promoteurs et favorisent l’activation des gènes induits par les androgènes (Lai et al., 

2013 ; Yang et al., 2013a). 
 
 
 
 
 

2.3.5.3.2 Edification de corps intra-nucléaires 
 

Les corps nucléaires (CN) sont des structures granuleuses dépourvues de membrane (Mao et 

al., 2011). Ils sont constitués de protéines et d’ARN et sont impliqués dans la biogénèse, la 

maturation, le stockage et la séquestration de divers ARNs, de protéines et de complexes 

ribonucléoprotéiques. Certains lncRNAs architecturaux (arcRNAs) servent de plateformes et 

de matrices à l’édification de différents types de CNs (Chujo et al., 2016). Les arcRNAs sont 

des lncRNAs localisés spécifiquement avec une concentration élevée dans des CNs. La 

disparition des arcRNAs entraine la désintêgration des CNs ou altère leur localisation. Ils 

présentent des caractéristiques communes : (i) les arcRNAs forment des CNs au niveau leur 

site de transcription, (ii) ils sont transcrits à partir de séquences répétitives ou en comportent, 

(iii) leur expression est transitoire (stress, étapes du développement, infection virale, cancer), 

(iv)  ils  séquestrent  diverses  protéines  régulatrices  (protéines  fixant  l’ADN  et  l’ARN, 

ubiquitine ligase) et affectent l’expression des gènes. 

 
Paraspeckles 

 

La formation des paraspeckles est corrélée à la transcription active du lncRNA NEAT1 et des 

amas de paraspeckles se développent autour des loci NEAT1. Ces structures 

ribonucléoprotéiques de 360 nm comportant plus de 60 types de protéines, sont impliquées 

dans la régulation de l’expression génique en assurant la séquestration de RNAs (Clemson et 

al., 2009 ; Choudhry et al., 2015 ; Hirose et al., 2014 ; Yamazaki and Hirose, 2015). Ils 

participent à la formation des corps lutéaux et au développement de la glande mammaire et 

sont impliqués dans la sclérose latérale amyotrophique et divers cancers, dont les carcinomes 

du sein et de la prostate. 
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Corps nucléaires de stress 
 

Le stress induit par un choc thermique conduit à la formation des corps nucléaires de stress en 

activant la transcription de répétitions en tandem de séquences satellites satIII situées dans les 

régions  péricentromériques  du  chromosome  9q12.  Dans  ces  corps  de  stress,  les  SatIII 

lncRNAs semblent affecter l’expression globale en séquestrant des facteurs de transcription et 

d’épissage, des protéines fixant l’ADN et des complexes de remodelage, dont SWI/SNF 

(Denegri et al., 2002 ; Rizzi et al., 2004 ; Jolly et al., 2006). 

 
 
Centres de détention nucléolaires 

 

La formation des centres de détention nucléolaires est liée à un stress cellulaire dû à l’acidose 

ou à un choc thermique. Elle est dépendante de l’expression de lncRNAs qui capturent et 

immobilisent les protéines nucléolaires, assurant un arrêt de la biogénèse ribosomale. La 

disparition des facteurs de stress induit une diminution de leur expression et le retour du 

nucléole à une conformation active (Audas and Jacob, 2012 ; Jacob et al., 2013). 

 
 

Les lncRNAs TUG1 et MALAT1 localisés respectivement dans les corps répresseurs 

polycomb et les granules activateurs interchromatiniens (speckles), ne sont pas stricto sensu 

des arcRNAs, mais contrôlent la localisation de multiples gènes et coordonnent l’inactivation 

(TUG1) ou l’activation (MALAT1) de leur transcription (Yang et al., 2011b). 

 

Ainsi, le modèle actuel de fonctionnement des lncRNAs suggère que les lncRNAs assurent la 

coordination et le transfert du flux d’informations entre les structures tridimentionnelles intra 

ou interchromosomiques, les modifications épigénétiques de la chromatine et la régulation de 

la transcription des gènes. 

 
 
 
 

2.3.5.4 Biogénèse de petits ARNs non codants 
 

 

Les  lncRNAs  servent  de  précurseurs  pour  divers  types  de  RNAs,  tels  les  piRNAs,  les 

snoRNAs et les miRNAs qui assureront à leur tour leurs fonctions régulatrices (Affimetrix 

ENCODE Transcriptome Project and Cold Spring Harbor Laboratory ENCODE 

Transciptome Project, 2009 ; Rother and Meister, 2011 ; Ha et al., 2014). En outre, certains 

lncRNAs antisens transcrits à partir de pseudogènes et  des  NATs peuvent se lier à des 

mRNAs spécifiques pour constituer des duplex qui seront ensuite dégradés en siRNAs 

endogènes régulant l’activité de ces mRNAs (Watanabe et al., 2008). 
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2.3.5.5 LncRNAs extra-cellulaires circulants 
 

Des lncRNAs ont été identifiés au sein des exosomes présents dans différents fluides 

biologiques (Liu et al., 2014a). Ainsi, le lncRNA linc-ROR apparait surexprimé dans les 

vésicules exosomales secrétées par les cellules cancéreuses des hépatocarcinomes (Takahashi 

et al., 2014a). 

 
 
 

 
2.3.6 Fonctions cellulaires des lncRNAs 

 
 

2.3.6.1 Développement embryonnaire, organogénèse et équilibre homéostatique 

Des  études  pangénomiques  analysant  les  profils  transcriptomiques  de  cellules  souches 

embryonnaires et adultes ainsi que différents types cellulaires et tissulaires spécifiques, ont 

identifié de nombreux lncRNAs impliqués dans la régulation du développement 

embryonnaire,  de  l’organogénèse  et  de  l’homéostasie  cellulaire  et  tissulaire  (Flynn  and 

Chang, 2014 ; Lopez-Pajares, 2016 ; Melissari and Grote, 2016). 

 

Au cours du développement embryonnaire, de nombreux lncRNAs régulateurs sont 

variablement exprimés selon les stades de différenciation des cellules souches (Rosa and 

Brivanlou, 2013). Certains lncRNAs sont impliqués dans le maintien de la pluripotence 

(HOTAIRM1, Rian, lncRNA-ES1-3, LincRNA-SFMBT2, lincRNA-VLDLR, MEG9), alors que 

d’autres, tels Mira favorisent la différenciation des cellules souches (Loewer et al., 2010 ; 

Cesana et al., 2011 ; Kretz et al., 2012 ; Ng et al., 2012 ; Klattenhoff et al., 2013 ; Berghoff et 

al., 2013 ; Eades et al., 2014 ; Shore et al., 2014 ; Zhang et al., 2014e). De plus, des lncRNAs 

soumis à l’empreinte parentale, tels H19, sont non seulement exprimés au cours du 

développement  par  les  cellules  souches  embryonnaires  mais  également  par  les  cellules 

souches adultes, où ils jouent un rôle additionnel dans la régulation de l’équilibre entre auto- 

renouvellement et différenciation dans divers tissus adultes (Mattick, 2009 ; Jeon et al., 2012). 

En outre, les lncRNAs présentent souvent chez l’adulte une expression temporo-spatiale 

précise, témoignant de leur rôle dans l’engagement et la différenciation au cours du 

développement (Clark and Mattick, 2011a ; Derrien et al., 2012a). 
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De nombreux lncRNAs sont exprimés au cours de l’organogénèse (Tableau 4). Ces lncRNAs 

participent au développement du système nerveux central (Six3os, Dlx1as, TUNA, RMST, 

Paupar), des muscles et du cœur (Braveheart, Fendrr), du tissu adipeux (SRA), du pancréas 

(H19), des vaisseaux (MALAT1, TUG1, MEG3), du poumon (NANCI) et du système osseux 

(DANCR, HOTAIR, HOTTIP) (Boon et al., 2016). 

 

L’homéostasie cellulaire réalise un équilibre dynamique permettant une adaptation aux 

différents stimuli provenant des cellules voisines et du microenvironnement. La régulation de 

l’expression génique représente une des réponses cellulaires majeures à ces modifications et 

son intégrité est assurée par des processus correcteurs situés aux niveaux transcriptionnel et 

post-transcriptionnel (Shi et al., 2015a). Bien que les protéines demeurent les effecteurs 

essentiels des mécanismes régulateurs de l’expression des gènes, les ARNs non codants et en 

particulier les lncRNAs, ont plus récemment émergé comme des coordonnateurs majeurs de 

l’expression des gènes impliqués dans le maintien de l’équilibre homéostatique (Audas and 

Lee,  2016  ;  Carpenter,  2016).  Les  lncRNAs  sont  pourvus  d’une  capacité  intrinsèque  à 

interagir avec les protéines, l’ARN et l’ADN via leur structures secondo-tertiaires et leurs 

séquences nucléotidiques. A l’échelle de la cellule, les lncRNAs régulent de nombreux 

processus physiologiques tels que l’adaptation au stress, la pluripotence, la différenciation, la 

sénescence, l’apoptose, le cycle cellulaire, le métabolisme et l’immunité (Schmitz et al., 2016 

; Kour and Rath, 2016 ; Carpenter, 2016). Leur expression est essentielle à la survie des 

cellules car des expériences de knock-out de certains lncRNAs chez la souris peuvent 

s’accompagner d’une létalité péri- ou post-natale ainsi que de divers troubles du 

développement. De plus, la dérégulation de leur expression est observée dans de multiples 

pathologies, dont le cancer. De nombreux lncRNAs jouent un rôle fondamental dans le 

maintien de l’homéostasie cellulaire et tissulaire en participant à la régulation du cycle 

cellulaire et de l’apoptose (PTENPpg1, LincRNA-RoR, LincRNA-EPS, FMR4, ANRIL) 

(Wapinski and Chang, 2011 ; Rossi and Antonangeli, 2014), de la réparation de l’ADN 

(DDSR1) (Sharma et al., 2015), de l’angiogénèse (MALAT1, TUG1, MEG3) (Zhou et al., 2010 

; Michalik et al., 2014 ; Tee et al., 2016), des rythmes circadiens et du métabolisme (116HG, 

asPer2, HULC) (Kornfeld and Brüning, 2014 ; Cui et al., 2015) et du système immunitaire 

(lincRNA-Cox2, THRIL, NEAT1, lnc-IL7R, PACER, lnc-DC, HOTAIRM1, NeST) (Wu et al., 

2015)(Tableau 4). 



 

 
 
 

Fonctions  Localisation  Rôles physiologiques  Phénotype après KO  Mécanismes et partenaires  Références 
 

 
 

Apoptose et cycle 
cellulaire 

 

PTENPpg1 noyau, cytoplasme apoptose via la voie PI3K/AKT prolifération répression transcriptionnelle 

éponge à miRNAs 

Wang et al. (2016) 

LincRNA-RoR cytoplasme inhibition de l’apoptose (p53) apoptose hnRNP1 Wang et al. (2013) 

LincRNA-EPS noyau prévention de l’apoptose apoptose et arrêt de la prolifération répression de Pycard, Bad, Bax Atianand et al. (2016) 

FMR4  rôle anti-apoptotique arrêt du cycle cellulaire et apoptose activation de FMR1 Peschansky et al. (2015) 

ANRIL noyau rôle anti-apoptotique prolifération répression épigénétique du locus 
INKA-ARF-INKB 

Qiu et al. (2016) 

Réparation de      
l’ADN      
DDSR1 noyau réparation de l’ADN défaut de réparation de l’ADN séquestration de BRAC1/RAP80 

activation de la voie ATM/NF-kB 

Lukas et al. (2015) 

Angiogénèse      
MALAT1 noyau rôle pro-angiogénique prolifération vasculaire phénotype vasculaire pro-migratoire 

et antiprolifératif 

Tee et al. (2016) 

TUG1 noyau rôle pro-angiogénique réduction de l’angiogénèse prolifération et différenciation 

vasculaire 

Michalik et al. (2014) 

MEG3 cytoplasme rôle anti-angiogénique 

empreinte 

prolifération vasculaire modification des histones 

méthylation de l’ADN 

Zhou et al. (2012) 

 
Rythme circadien  

116HG noyau régulation du rythme circadien cérébral dérégulation de gènes Clock et Per2 activation du FT RBBP5 Powell et al. (2013) 

asPer2 noyau régulation de l’oscillateur circadien Per2 dérégulation métabolique oscillations dans les modifications 

épigénétiques histoniques 

Vollmers et al. (2012) 

 
Différenciation et 

organogénèse 
Epiderme 

TINCR  cytoplasme  différenciation épidermique  dédifférenciation en cellules souches  STAU1  Kretz  et al. (2013) 

ANCR  noyau  maintien des cellules souches  différenciation en cellules épidermiques  FT MAF/MAFB  Kretz et al. (2012) 

Système nerveux 

  TUNA  noyau  développement neural  malformations du SN et des yeux  PTBP1, hnRNP-K  Lin et al. (2014) 



 

 
 
 
 
 

RMST noyau développement neural accroissement glial hnRNPA2/B1, SOX2 Ng et al. (2012) 

Paupar noyau développement neural croissance neuronale PAX6 Vance et al. (2014) 

Tissu squelettique      
et membres      

HOTAIR noyau développement vertébral malformations homéotiques PRC2/LSD1 Hansji et al. (2014) 

HOTTIP noyau développement des membres raccourcissement des os/membres WDR5 Sang et al. (2016) 

Tissu musculaire et      
myocarde      

Braveheart noyau développement cardiaque réduction des corps embryoïdes 
contractiles 

modification des histones 
PRC2 

Klattenhoff et al. (2013) 

Fendrr noyau développement cardiaque et 
pulmonaire 

malformations cardio-pulmonaires modification des histones 
PRC2/WDR5 

Grote et al. (2013) 

 
Poumon 

     
NANCI noyau développement pulmonaire réduction des saccules aériens WDR5 Herriges et al. (2014) 

Pancréas      
H19 noyau développement des ilots de Langhérans méthylation de l’ADN 

défaut de croissance des ilots de 
IGF2, miR-675 Dey et al. (2014) 

   Langhérans   
Tissu adipeux      

SRA noyau adipogénèse suppression de l’adipogénèse Pparg Novikova et al. (2012) 

Tissu osseux et      
cartillagineux      

DANCR noyau chondrogénèse suppression de la chondrogénèse Sox4 Zhu et al. (2013) 

Système      
immunitaire      

Immunité innée      
LincRNA-Cox2 noyau activation (IL-6, TLR1, IL23a) et 

répression (CCL5, CX3CL1) 
 hn-RNP-A/B et A2/B1 Hu et al. (2016) 

THRIL noyau régulation de TNFα  Hn-RNP-L Li et al. (2014a) 

NEAT1 noyau activation de gènes pro-inflammatoires  séquestration du FT SFPQ Imamura et al. (2014) 

PACER noyau régulation du niveau basal de Cox2  sous-unité p50 de NF-kB Krawczyk et al. (2014) 

Immunité adaptative      
Lnc-DC  différenciation des cellules dendritiques 

activation des lymphocytes T 
 STAT3 Wang et al. (2014b) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GAS5  inhibition des lymphocytes T récepteurs glucocorticoïdes Pickard et al. (2014) 

NeST  différenciation des lymphocytes Th1 WDR5 Zhao et al. (2016) 

LincR-Ccr2-5’AS  migration des lymphocytes Th2  Hu et al. (2013) 

Linc-MAF-4  différenciation des lymphocytes Th1/2 PRC2/LSD1 Ranzani et al. (2015) 

Pluripotence     
Gomafu noyau contrôle de Oct4 SF1 Barry et al. (2014) 

HOTAIRM1 noyau contrôle du locus HOXA PRC1, PRC2, CBX1 Zhang et al. (2014e) 

Rian noyau répression génique PRC1, JARID1B/1C, CBX3 Das et al. (2015) 

 
 
 

Tableau 4 : Fonctions et rôles biologiques, partenaires moléculaires et mécanismes d’action des lncRNAs dans le maintien de la pluripotence, de la différenciation, 

de l’organogénèse et de l’homéostasie (adapté d’après Grote and Herrmann, 2015 ; Schmitz et al., 2016). Pages 110-111-112. 
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2.3.6.2 Rôles des lncRNAs dans le développement et la physiologie mammaire 
 
 
 

2.3.6.2.1 LncRNAs régulant le développement de la glande mammaire 
 

 
 

H19 et SRA, qui ont été parmi les premiers lncRNAs identifiés, semblent jouer un rôle dans le 

développement de la glande mammaire. PVT1 a été plus récemment impliqué dans la 

physiologie mammaire. 

 
 

H19 est induit par les œstrogènes dans la glande mammaire de la souris et les techniques 

d’hybridation in situ ont révèlé l’existence d’une majoration de son expression dans les 

cellules épithéliales mammaires de souris pubères et dans les cellules alvéolaires de souris 

gravides (Adriaenssens et al., 1999). Bien qu’H19 ait été initialement considéré comme un 

inhibiteur de la croissance durant le développement embryonnaire, des données récentes l’ont 

identifié comme pouvant maintenir à long terme le pool de cellules souches hématopoïétiques 

adultes (Venkatraman et al., 2013). Si H19 possède un rôle équivalent dans la glande 

mammaire, il pourrait assurer la survie et le renouvellement des populations de cellules 

souches  et/ou  progénitrices  au  cours  du  développement  de  la  glande  mammaire  et  en 

particulier au cours des cycles hautement prolifératifs que sont la puberté et la grossesse. 

 
 

SRA  favorise  la  prolifération  cellulaire,  la  ramification  canalaire  et  la  différenciation 

alvéolaire précoce lorsqu’il est surexprimé dans des cellules epitheliales mammaires d'un 

modèle de souris transgénique (Lanz et al., 2003). SRA module l'activité des récepteurs 

hormonaux nucléaires et est impliqué dans la différenciation spécifique de nombreux tissus 

(Caretti et al., 2006 ; Xu et al., 2010), suggérant un rôle potentiel dans la différenciation 

epitheliale mammaire. 

 

PVT1 appartient au réseau compétiteur endogène mammaire MMI (miRNA mediated sponge 

interactions) et cible plus particulièement la famille mir-200. Ce lncRNA semble impliqué 

dans  le  développement  de  la  glande  mammaire  et  le  maintien  de  son  homéostasie  en 

préservant l'adhésion inter-cellulaire, la migration, la prolifération et l'apoptose (Cui et al., 

2016). 
 

 

Une étude relativement récente (Askarian-Amiri et al., 2011) a identifié près de 100 lncRNAs 

exprimés de manière différentielle entre les souris gestantes, allaitantes et en involution post- 

partum. 
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2.3.6.2.2 LncRNAs contrôlant la différenciation et l’homéostasie mammaire 
 
Deux lncRNAs sont impliqués dans la différenciation des cellules épithéliales mammaires : 

mPINC et Zfas1. Ces deux lncRNAs ont été identifiés par des analyses à grande échelle 

visant à isoler des gènes différenciellement exprimés pendant le développement mammaire 

post-pubertaire (Askarian-Amiri et al., 2011 ; Shore and Rosen, 2014). Les premières études 

in vitro ont révélé que l’inactivation de mPINC ou de Zfas1 dans les lignées de cellules 

mammaires gestantes HC11, conduit à une prolifération accrue, suggérant un rôle suppresseur 

de croissance de ces 2 lncRNAs (Ginger et al., 2006). Toutefois, d'autres études suggèrent 

qu'ils jouent un rôle plus spécialisé dans la glande mammaire. MPINC et Zfas1 présentent 

tous deux une expression spatio-temporelle stricte au cours du développement de la glande 

mammaire post-pubertaire (Askarian-Amiri et al., 2011 ; Shore et al., 2012). Leurs niveaux 

d'expression augmentent considérablement pendant la grossesse et l'hybridation in situ de 

glandes mammaires de souris à mi-grossesse révèle que mPINC est enrichi dans les cellules 

alvéolaires, alors que Zfas1 se localise préférentiellement dans les cellules canalaires et 

alvéolaires. Les analyses in vitro conduites à partir de lignées murines gestantes suggèrent que 

des niveaux élevés de mPINC et Zfas1 répriment l'étape finale d’alvéologénèse et assurent le 

maintien d’un pool de progéniteurs alvéolaires. A l’inverse, la réduction importante de leurs 

niveaux d’expression en début de lactation semble nécessaire à la différenciation alvéolaire 

terminale. Au début de l’involution, les niveaux d’expression de mPINC et de Zfas1 

augmentent à nouveau, permettant la préservation de progéniteurs alvéolaires pour les 

grossesses  ultérieures.  La  répression  de  la  différenciation  alvéolaire  par  mPINC  semble 

régulée épigénétiquement. Les données in vitro suggèrent que le complexe PRC2 comprenant 

mPINC et la protéine RbAp46 réprime les gènes nécessaires à la différenciation alvéolaire et 

maintient ainsi une population de cellules progénitrices  alvéolaires  (Zhang et  al., 2006). 
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3 LES LONGS ARNs NON CODANTS ET LE CANCER 
 
 
 
 

3.1 Généralités 
 
 

La plupart des maladies, dont le cancer, sont associées à une altération de leur profil 

transcriptomique. Cette altération n’est pas limitée à la production de niveaux aberrants 

d’ARNs codant pour les protéines, mais aussi à la dérégulation de l’expression de nombreux 

ARNs non codants, dont les miRNAs et les lncRNAs. 

 
 

En raison de l’implication des lncRNAs dans divers processus physiologiques fondamentaux, 

leur dysfonctionnement devrait avoir des conséquences néfastes pour le maintien de 

l'homéostasie cellulaire. La dérégulation des lncRNAs est observée dans divers états 

pathologiques : maladies auto-immunes, cardiovasculaires, infectieuses, neurodégénératives 

et les cancers. Plusieurs études récentes ont montré que l'expression de nombreux lncRNAs 

varie considérablement dans des conditions pathologiques, telles que le cancer par rapport aux 

tissus sains (Kitagawa et al., 2012 ; di Gesualdo et al., 2014 ; Haemmerle and Gutschner, 

2015). Les recherches ayant porté sur la transcription du génome non codant ont ainsi révélé 

une nouvelle dimension de l'architecture moléculaire du cancer (Chen et al., 2014c ; Malek et 

al., 2014 ; Sultmann and Diederichs, 2014). L’analyse des profils d'expression de différentes 

tumeurs et de leurs tissus normaux correspondants ainsi que des études fonctionnelles, ont 

validé l’expression tissulaire plus spécifique des lncRNAs et confirmé que ces derniers sont 

dérégulés dans un type particulier de tumeur ou dans de multiples types tumoraux. Ainsi, une 

étude récente globale concernant 1300 tumeurs appartenant à 4 types tumoraux différents a 

identifié 80 à 300 lncRNAs drivers impliqués dans la progression des types tumoraux (Du et 

al., 2013). En outre, des études pangénomiques consacrées à divers types de cancers, dont les 

tumeurs mammaires et hépatiques, ont identifié des mutations dans leurs séquences primaires 

(Ellis et al., 2012 ; Nik-Zainal et al., 2016 ; Fushimoto et al., 2016). Comme la plupart des 

variants génétiques identifiés par les études d'association pangénomique (GWAS) sont situées 

en dehors des gènes codants, certains de ces variants pourraient affecter des lncRNAs (Huarte 

and Rinn, 2010 ; Gibb et al., 2011 ; Prensner and Chinnalyan, 2011 ; Gutschner and 

Diederichs, 2012 ; Nie et al., 2012 ; Spizzo et al., 2012 ; Qiu et al., 2013). 
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Le cancer est caractérisé par des altérations génétiques et épigénétiques survenant dans divers 

processus qui régulent l’homéostasie cellulaire, tels que le cycle cellulaire, la réparation de 

l’ADN, la survie et la migration. Des lncRNAs dérégulés qui interviennent habituellement 

dans divers mécanismes homéostatiques tels l’apoptose, la stabilité génomique, le cycle 

cellulaire, la réparation de l’ADN, l’angiogénèse et la migration, ont été identifiés dans le 

cancer (Cheetham et al., 2013). Les lncRNAs PRNCR1 et PCGEM1 favorisent la prolifération 

cellulaire, PANDA induit la réparation de l’ADN et la survie et MALAT1 promeut la migration 

cellulaire et l’angiogénèse. Ainsi, les lncRNAs régulent les principales voies signalétiques 

impliquées dans l'initiation, la progression tumorale et la dissémination métastatique de façon 

similaire aux oncogènes et aux gènes oncosuppresseurs codant pour des protéines (Qi and Du, 

2013).  PINC  et  PGEM1  ont  été  les  premiers  lncRNAs  oncogènes  à  être  découverts 

surexprimés respectivement dans les cancers du sein et de la prostate. Depuis, de nombreux 

autres  lncRNAs  ont  été  identifiés,  avec  des  propriétés  oncogéniques  (KRASP,  HULC, 

HOTAIR,  MALAT1,  HOTTIP,  ANRIL  et  RICTOR)  ou  des  propriétés  oncosuppressives 

(MEG3, GAS5, lincRNA-p21, PTENP1, TERRA, CCND1/CyclinD1 et TUG1). Plusieurs 

lncRNAs peuvent présenter à la fois des activités oncogéniques et oncosuppressives selon le 

contexte cellulaire. De plus Xist est surexprimé dans les tumeurs de sexe masculin et sous- 

exprimé dans les tumeurs de sexe féminin. 

 
 
 

3.2 LncRNAs et mécanismes de la cancérogénèse 
 

 
3.2.1 LncRNAs et génétique du cancer 

Le cancer est une maladie génétique résultant d'une dérégulation des gènes contrôlant 

l’identité, la différenciation et la croissance normales des cellules. Alors qu’une faible 

proportion  de  cancers  est  attribuée  à  des  mutations  monogéniques  héréditaires  de  gènes 

codant pour des protéines, tels BRCA1 dans le cancer du sein familial (Miki et al., 1994) et 

RB1 dans le rétinoblastome familial (Du and Pogoriler, 2006), la majorité des cancers 

surviennent par l'intermédiaire de mutations somatiques. La prédisposition à développer un 

cancer sporadique est une donnée complexe à appréhender, comprenant divers facteurs 

génétiques et environnementaux. Sa composante héréditaire dépend du type de cancer, mais 

apparait souvent considérable (sein : 56%, thyroïde : 53%, prostate : 42%, ovaire : 40%, 

testicule : 25%, col : 22%, colon : 13%, pancréas : 10%, poumon : 8%, leucémie : 1%, 

estomac  :  1%)  (Cariaso  and  Lennon,  2012).  Les  analyses  intensives  ayant  concerné  les 
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mécanismes génétiques de prédisposition au cancer ont révélé qu'une grande partie de la 

susceptibilité au cancer ne peut être attribuée à la seule variation des séquences codant pour 

des protéines. Les études GWAS ont confirmé que la grande majorité des loci à risque de 

cancer (80% des 301 SNPs associés au cancer) sont situés à l'extérieur des régions codant 

pour des protéines. La plupart des SNPs sont en effet situés dans les introns de gènes codant 

pour des protéines (40%) ou dans les régions intergéniques (44%), alors que seuls 3% 

modifient la séquence des acides aminés constituant les protéines. Des études plus récentes 

ont révélé que les loci à risque de cancer sont transcrits en lncRNAs et que les SNPs associés 

au cancer sont impliqués dans la cancérogénèse via des mécanismes modifiant en particulier 

l'expression de lncRNAs suppresseurs de tumeurs. PTCSC3, un lncRNA spécifique de la 

thyroïde, apparait fortement associé au SNP rs944289 situé dans la région 14q13.3 et est sous- 

exprimé  dans  le  carcinome  papillaire  de  la  thyroïde.  PTCSC3  est  un  lncRNA  onco- 

suppresseur contrôlant l'expression de gènes impliqués dans la replication et la réparation de 

l'ADN, l’apoptose et la migration cellulaire. L'allèle à risque modifie la liaison de la protéine 

C/EBP avec le promoteur du gène PTCSC3, réduisant ainsi l’expression du lncRNA 

(Jendrzejewski et al., 2012). ANRIL est situé dans un hotspot de SNPs associé à de 

nombreuses maladies complexes (Pasmant et al., 2011a). Il interagit avec les complexes 

Polycomb PRC1/PRC2 afin d’apposer des marques histoniques suppressives au niveau du 

locus inhibiteur de la prolifération cellulaire p15-CDKN2B/p16-CDKN2A/p14-ARF. Les 

polymorphismes situés dans les différentes régions de l'ARN d’ANRIL peuvent modifier les 

interactions ARN-ADN ou ARN-protéine nécessaires à l’inactivation du locus. Il est probable 

que de nombreux autres lncRNAs sont transcrits à partir de loci associés aux cancers. De plus, 

la combinaison de l’étude GWAS et de l’analyse de l'ARN par capture-Seq appliqué aux « 

déserts  géniques  »,  a  confirmé  que  de  nombreux  loci  non  codants  à  risque  de  cancers 

identifiés par l’étude GWAS sont transcrits en lncRNAs présentant d’importantes fonctions 

régulatrices dans la biologie du cancer. Ainsi, le lncRNA PRNCR1 a été localisé dans la 

région désertique comportant le locus 8q24 lié au cancer de la prostate (Chung et al., 2011). 

 
 
 
 
 

3.2.2 LncRNAs et épigénétique du cancer 
 
 

3.2.2.1 Généralités sur l’épigénétique du cancer 
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L’épigénétique se réfère à des événements réversibles qui modulent l'activité du génome sans 

changer sa séquence. Les différents acteurs de l’épigénétique participent au contrôle de 

l'expression  globale  du  génome  et  à  l'établissement  de  profils  d'expression  géniques 

spécifiques du type cellulaire et tissulaire. Les principaux mécanismes épigénétiques 

comprennent  des  modifications  chimiques  de  l'ADN  et  des  histones  (méthylation  des 

cytosines, modifications post-traductionnelles des histones, remodelage de la chromatine et 

positionnement des nucléosomes). Ces modifications chimiques sont réversibles et contrôlées 

tant par des complexes enzymatiques directement connectés aux voies métaboliques et de 

signalisation que par des senseurs appartenant aux microenvironnements intra et extra- 

cellulaires. La dérégulation de ces mécanismes épigénétiques a été observée dans des cellules 

cancéreuses présentant des altérations de la transcription génique ou de l’expression protéique 

bien que dépourvues de lésions de l’ADN. Les lncRNAs sont impliqués dans l'épigénétique 

du cancer (Morris, 2009 ; Saxena and Carninci, 2011 ; Lee, 2012 ; Mercer and Mattick, 2013 ; 

Timp and Feinberg, 2013). 

 
 
 
 

3.2.2.2 Les lncRNAs comme régulateurs épigénétiques 
 

 

Méthylation de l'ADN: L’épigénome des cellules cancéreuses se caractérise à la fois par une 

hypométhylation globale conduisant à une instabilité génomique et par une hyperméthylation 

des îlots CpG provoquant l'inactivation des gènes oncosuppresseurs impliqués dans les voies 

de signalisation (réparation de l'ADN, apoptose, cycle cellulaire) ou de l’inactivation de 

facteurs de transcription impliqués dans le contrôle de ces gènes (Feinberg and Volgenstein, 

1983; Wang and Leung, 2004; Mohammad et al., 2012). Les lncRNAs se lient à l'ADN 

méthyltransférase, la guident vers les promoteurs de gènes oncosuppresseurs et assurent leur 

répression transcriptionnelle (AS1DHRS4) (Lee et al., 2012). 

 
 

Remodelage des nucléosomes : Des mutations et une inactivation de sous-unités de ces 

complexes ont été observés dans divers types de cancers. De plus, des lncRNAs guidant le 

complexe de remodelage SWI/SNF ont été récemment découverts et pourraient repositionner 

les nucléosomes en interagissant et en guidant ces complexes vers des régions génomiques 

spécifiques où la restructuration des nucléosomes assurerait la répression des gènes 

oncosupresseurs (Zhu et al., 2013). 
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Modification des histones : Les lncRNAs recrutent des enzymes modifiant les histones qui 

agissent à proximité du site de transcription des lncRNAs. Les enzymes modifiant les histones 

ajoutent ou suppriment des liens covalents avec pour conséquences un changement dans 

l'accessibilité de la chromatine et la fixation d’effecteurs protéiques non histones qui lisent le 

code ainsi modifié (Kouzarides, 2007). Des altérations de l'expression des enzymes modifiant 

les histones (mutations, surexpression) ont été observées dans différents types de carcinomes 

(Ropero et al., 2006). Ces altérations inhibent la transcription des gènes oncosuppresseurs 

(histone méthyltransférase EZH2 responsable de la marque répressive H3K27me3 ; histone 

méthyltransférase  G9a  induisant  la  marque  répressive  H3K9me3  ;  histone  déacétylase 

assurant la perte de la lysine acétylée H4) ou activent la transcription d’oncogènes 

(déméthylases et désacétylases) (Kondo et al., 2008). 

 
 
 
 

3.2.3 LncRNAs et hallmarks du cancer 
 

 

Un nombre croissant de lncRNAs sont impliqués dans les mécanismes caractéristiques du 

cancer. Ils peuvent agir sur la prolifération par co-activation (SRA1) et inhibition de 

l'élongation (RN7SK). Les lncRNAs permettent l’échappement aux voies de signalisation 

oncosuppressives via des mécanismes de compétition (PFS), d’inactivation (ANRIL) et de 

répression ribonucléique (GAS5). Plusieurs lncRNAs sont impliqués dans l'immortalité 

réplicative  en  inhibant  la  télomérase  (TERRA).  Certains  lncRNAs  favorisent  la 

néoangiogénèse en inhibant HIF1A (AHIF, MALAT1). Ils induisent une résistance à la mort 

cellulaire en agissant sur p53 et p21 (PCGEM1) et en réduisant l'expression de gènes pro- 

apoptotiques (PANDA). Ils peuvent enfin être régulés par des facteurs de transcription (p53, 

B-MYB, c-Myc, STAT3). 

 

De nombreux lncRNAs présentent des effets pro-oncogéniques et une expression majorée 

dans un type tumoral spécifique ou dans divers cancers. Ainsi, parmi les lncRNAs 

intergéniques,  MALAT1  promeut  la  prolifération,  la  migration  et  l’invasion  dans  de 

nombreux cancers (Ji et al., 2003; Xu et al., 2011; Lai et al., 2012; Gutschner et al., 2013b); 

HULC induit la prolifération médiée par HBV et la croissance indépendante de l’ancrage des 

hépatocarcinomes (Panzitt et al., 2007); H19 favorise la croissance après survenue d’une 

hypoxie, inhibe l’apoptose et induit l’EMT dans divers cancers (Raveh et al., 2015); HOTAIR 

supprime l’expression de nombreux oncosuppresseurs via l’induction d’une méthylation de 

certaines histones (Yang et al., 2011c; Kim et al., 2012; Li et al., 2013b; Nie et al., 2013); 
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PGEM1 induit la prolifération cellulaire et la formation de tumeurs via la phosphorylation de 

Rb dépendante de la voie androgénique dans les cancers de prostate (Petrovics et al., 2004). 

Parmi les lncRNAs antisens (NATs), ANRIL favorise la croissance cellulaire en réprimant 

l’expression des gènes du cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF dans divers cancers 

et hémopathies (Yap et al., 2010) ; ZEB2-NAT altére l’épissage alternatif et induit la 

transcription de ZEB2 (Beltran et al., 2008); aHIF induit la dégradation de HIF1α et réduit la 

stabilité de p53 durant l’hypoxie dans les cancers du rein et du sein (Span et al., 2011). Parmi 

les régions ultra-conservées transcrites, uc.73 est associé à un pronostic défavorable dans 

les carcinomes colo-rectaux (Sana et al., 2012) ; TUC 338 favorise la croissance cellulaire des 

hépatocarcinomes (Bracconi et al., 2011) ; uc.460 est activé par l’amplification de NMyc et t- 

uc.300a induit la répression d’INPP5D dans les neuroblastomes (Mestdagh et al., 2010 ; 

Watters et al., 2013). Parmi les pseudogènes, ATP8A2-ψ augmente l’expression de la 

protéine ATP8A2 dans les cancers de prostate (Kalyana-Sundaram et al., 2012) ; Oct4-pg agit 

comme un leurre pour les miRNAs et promeut l’expression d’OCT4 dans les cancers du sein, 

les  gliomes  et  les  hémopathies  (Guo  and  Tang,  2012)  ;  PTENP1  fonctionne  également 

comme un leurre pour les miRNAs ciblant PTEN dans les carcinomes colo-rectaux (Poliseno 

et al., 2010). 

 

De plus rares lncRNAs présentent une activité oncosuppressive dans les cancers et pourraient 

être potentiellement controlés par des thérapies géniques (GAS5, MEG3, linc-p21). 

 
 
 
 
 
 

3.2.4 LncRNAs et voies de signalisation du cancer 
 

Les lncRNAs jouent un rôle majeur dans l’activation des voies de signalisation oncogéniques 

qui édifient le phénotype cancéreux (Schmitt and Chang, 2016). Ils sont impliqués dans la 

régulation de la voie MYC (PVT1 dans les cancers gastriques et mammaires et les 

hémopathies; lncRNA XLOC_010588 dans les cancers de vessie) et p53 (lincRNA-p21dans 

les carcinomes pulmonaires; MALAT1dans diverses types tumoraux), des voies 

PI3K/Akt/mTOR et MAPK (ANRIL dans les carcinomes gastriques, lncRNARMEL3 dans 

les mélanomes), de la voie NFkB (BANCR dans les carcinomes gastriques), des sphingosines 

kinases  (HULC  dans  les  hépatocarcinomes),  de  l’EMT  et  de  la  migration  cellulaire 

(LncRNA-ATB dans les carcinomes hépatocellulaires, MALAT1 dans les carcinomes de 

vessie, MVIH dans les carcinomes pulmonaires, HOTAIR dans les carcinomes coliques), la 
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signalisation hormonale (NEAT1 et PRNCR1 dans les carcinomes prostatiques) et la voie de 

l’angiogénèse (HOTTIP dans les carcinomes hépatocellulaires et TUG1 dans les carcinomes 

pulmonaires) (Flippot et al., 2016). 

 
 
 
 

3.2.5 LncRNAs, progression tumorale et évolution métastatique 
 

L’évolution métastatique est un processus multi-étapes comportant habituellement: (i) 

l'invasion locale par migration collective ou EMT et l’intravasation, (ii) la survie des cellules 

tumorales (CTC) présentant surtout un phénotype mixte épithélial et mésenchymateux dans la 

circulation sanguine ou lymphatique, (iii) l’arrêt des CTCs dans les petits vaisseaux d’un 

organe secondaire, leur transition mésenchymato-épithéliale (MET) et leur extravasation, (iv) 

la survie des cellules tumorales au contact de niches prémétastatiques induites par la 

production d’exosomes et (v) le développement et la croissance de micrométastases et de 

macrométastases (Mehlen et al., 2006; Chaffer and Weinberg, 2011; Spano et al., 2012). 

 

Il est actuellement bien établi que les lncRNAs possèdent des fonctions pro- et anti- 

métastatiques via la survie cellulaire et l’inhibition de l’apoptose, l’hypoxie et la plasticité, le 

contrôle des voies de signalisation Wnt, TGF-β, Notch, PI3K/Akt-mTOR, JNK, Hedgehog, 

l'adhésion cellulaire, la migration et la dormance transitoire (Tahira et al., 2011 ; Bhartiya et 

al., 2013 ; Crea et al., 2014a ; Serviss et al., 2014) (Tableau 5). Les mécanismes pro- 

métastatiques  utilisés  par  les  lncRNAs  altèrent  (i)  la  régulation  épigénétique  :  HOTAIR 

(Gupta et al., 2010), PTENP1-AS (Hesson et al., 2012), ANRIL (Congrains et al., 2013), (ii) la 

régulation transcriptionnelle : H19 (Matouk et al.,2014), CT13 (Cruickshanks et al., 2013), 

(iii) la régulation post-transcriptionnelle : PTENP1-AS (Wang et al., 2016), PCAT1 (Ge et al., 

2013), MALAT1 (Gutschner et al., 2013a,b), ZEB2 NAT (Beltran et al., 2008), (iv) la 

compétition endogène intracytoplasmique entre les divers types de RNAs : HOTAIR, H19, 

EFNA3, CCAT2 (Ling et al., 2013; Gómez-Maldonado et al., 2015), (v) la dégradation 

protéosomale : LET (Yang et al., 2013d), (vi) la secrétion des protéiques : MVIH (Yuan et al., 

2012), (vii) la composition du cytosquelette : Dreh (Huang et al., 2013) et la l’angiogénèse 
 

(ANRIL et MALAT1). 
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3.2.6 LncRNAs et interactions avec les différentes classes d’ARNs 
 

Les lncRNAs interagissent avec de nombreux mRNAs, miRNAs et lncRNAs impliqués dans 

les mécanismes de la cancérogénèse. Certains lncRNAs régulent des miRNAs, tels ANRIL 

qui inhibe miR99A et miR449A et induit l’expression de mTOR et d’E2F1 (Zhang et al., 

2014d). A l’opposé, des miRNAs peuvent réguler l’activité des lncRNAs, tels miRNA 141 

qui inhibe l’expression de HOTAIR (Flippot et al., 2016). Les lncRNAs peuvent interagir 

entre eux dans le cadre de processus régulateurs très complexes (PTENP1 et PTENP1-AS 

dans la régulation de PTEN). Les lncRNAs, qui représentent chez l’homme 25% de l’ARN 

total cellulaire et 70% des transcrits, constituent un réseau d’interactions pouvant jouer un 

rôle majeur dans l’acquisition du phénotype cancéreux (Iyer et al., 2015). 

 

 
 
 
 

3.2.7 LncRNAs, sensibilité et résistance aux thérapies anti-cancéreuses 
 

De nombreux lncRNAs participent aux mécanismes de résistance aux thérapies. NEAT1, 

PRNCR1 et PCGEM1 activent la voie du recepteur androgénique indépendamment du ligand 

et la prolifération dans les carcinomes prostatiques (Yang et al., 2013a). UCA-1 accroit la 

chimiorésistance des carcinomes vésicaux au cisplatine en régulant la voie Wnt (Fan et al., 

2014). HOTAIR induit une résistance au carboplatine dans les carcinomes ovariens 

(Teschendorff et al., 2015). D’autres lncRNAs pourraient représenter des biomarqueurs de 

réponse aux traitements, tels CCAT-1 dans les carcinomes coliques, dont la transcription est 

corrélée à une sensibilité accrue aux inhibiteurs des bromodomaines in vitro (McCleland et 

al., 2016). 



 

 
 
 

lncRNA  Description  Niveau  Corrélation avec la  Topographie Fonctions dans  Fonctions et mécanismes d'action  dbles  Localisations Références 

d'expression   survenuede     cellulaire     les cellules  molécula..-es molérulaires  tumora les 

tumoral métastases tumorales 

Proliféraion (+) 

Migration (+) Modification des histooes PRC1/PRC2 LO<US Sein, ovaire, 

ANRIL/CDKN28-AS Antisense nc.RNA in the INK4  Ha ut  Positive Noyau Invasion(+) Régulation transcriptionneUe CDKN2-B/CDKN2- poumon, foie  Aguiloet al. 

locus  Apoptose(-) A/ARF  (2016) 

 
Proliférat on {+) Melanome, colon, 

Haut Noyau Migration(+)  NF-kB  estomac, 

BIWŒ BRAFac.tiliOfed nc.RNA  Bas  Positive cytoplasme  EMT(+) miR-9  poumon,  Lui  etal. 

Métastases (+)  VoieMAPK thyroide, (2016a) 

oesophage, 

rétinoblastome 

Proliféra tion (+)  Modification des listones  SNPl,PNUTS 

8CAR4  Bœast cancer c. ti-estrogen Ha ut  Positive Noyau Migration (+)  Régulation transcriptionneUe Voie HedgehogfGU2 Sein  Xinget al. 

resistance 4  Métastases (+)     (2014) 

Migration(+)  abel de c-Myc MMP9  laroangeli and Tiec\;e. 

BCYRNJ Brcin c.yto,Jasmic RNA 1 Ha ut  Positive Cytoplasme Invasion(+) Régulation trackxtionnelle  MMP13  Poumon (2013) 

Métastases (+) 

Proliféra tion (+)  Compétition endogène  F-oie_ estomac, 

CCAT1  Colon cancer-assoôated  Ha ut  Positive Noyau  Migration (+) Oérepression de HMGA2 and c---Myc let-7 coloo Deng etal. 

trooscript 1  Invasion(+)  (2015) 

Prolifération (+)  Enhanc.erRNA Sein,oesophage_ 

CCAT2  Colon canœr-assoâated  Haut  Positive Noyau Migration(+)  Régulation transcriptionneUe  TŒ7l2 estomac, Lingetal. 

trcnsaipt2 Invasion(+)  Activation de la voie Wnt (Mye)  poumon,  (2013) 

Métastases (+) 

Noyau  Transformatioo (-) 

DRAIC  Downreg!Jated RNA in Bas  Négative Cytoplasme Migration(-)  Activation aberrante du RA FOXAl,NKX3-1 Prostate Sa kurai  et al. 

canc.er Invasion(-)  (2015) 

EMT(-)  Altération de la 

hDreh Dou4'J-regliated expression Bas  Négative Cytoplasme Invasion(-)  Modification du cytos.q uelette vimentine foie H uang et al. 

byHBx  Métastases H (2013) 

Migration Compétition endogène  miRNAsinti bant la  Gomez-Maldonado et al. 

EFNA3  Ephrin-A3 (lqZ1-qll}  Haut Positive Cytoplasme cellulaire Traduction accrued'EFNA3 et de traduction de la  Sein  (2015) . 

Angiogénèse. rEphrineA3  protéine EFNA3 

EGFR-ASJ EGF reœptor-mti sense 1  Haut Positive Cytoplasme Prolifération (+)  Activation de EGFR GHR  foie Qi etal. 

Invasion(+)   EGFR (2016) 

Prolifération H Antagonise la 

EGOT EosinophU r;,cmule ontogeny  Bas  Négative cytoplasme  Invasion(-) ObledeHCV réponse antivirale  Sein  Ca mero et al. 

TrCTisaipt (2016) 

fpist Esophagus epithelial Bas  Négative Migrat on(-)  Oesophage Wejetal. 

intergenic.spedfic tran.saipt   Invasion(-)    (2015) 

Prolifération H Séquest ration de FT Inhibition de la 

GAS5  Growth a"est-spedfic Bas  Négative Noyau Miglilt on (-) Riborépres.sion tra ns.c-riptionnelle via les. prolifération i nduite F-oie,col,cerveau, Sun et al. 

lneRNA cytoplasme  lrwasion (-) récepteursdesglueocorticoides par lestress. et  sein  (2014a) 

l'apoptose 

Prolifération (+)  CD44 

GAPUNC  Gastric adenocadnomo  Haut Positive cytoplasme Migration(+) Compétition endogène  SNA12 Estomac,colon Wang et al. 

predictive lincRr.IA  Invasion(+)   PFSjNONO  (2016) 

Mét  Tfiation derAON  PRC2  Sein,vess.ifoi 

Noyau EMT(+)  Régulation transcriptionnelle let-7,miR-138, cerveau, estomac, 

HJ9  HJ9  Ha ut  Positive Cytoplasme Métastases (+)  Biogénèse de miRNA.s miR200a colon,  poumon  Matouk et al. 

Compétition endogène  IGF21, gfrl,RbJ,  (2014) 

Inactivation traductionnelle TP53,TGF6, 

Smodl/5 

Prolifération (+)  Remodelagechromatinien 

HOTAIR  HOX transcriptœtisense  Ha ut Positive  Noyau Migration(+)  Modification des tistones locus HOXD Sein,colon, Gupta et al. 

cytoplasme  Invasion(+)  PRC2/LSD1   HER2 poumon,tissus      (2010) 

Métasta ses (+)  Compétition endogène miR331-3p mous 

Apoptose (-) Contrôle de la sta bilité protéique 



 

 

 
 

 
HOTTIP  HOXA transcript at the distal 

tip 

 

 
HULC Highly upregulated in liver 

cancer 

 

 
Haut Positive  Noyau 

 
 
 
Haut Positive   Noyau 

cytoplasme 

Prolifération (+) 
Migration (+) 
Invasion (+) 

Métastases (+) 
Apoptose (-) 

Prolifération (+) 
Migration (+) 

EMT (+) Invasion 
(+) Métastases 
(+) Apoptose (-) 

 
Remodelage chromatinien 

Modification des histones WDR5/MLL 

 
 
 

Compétition endogène 

 
 
Inactivation épigénétique de la protéine 

 
HOXA13 

Voie Wnt-β caténine 

 

 
Voie miR-200a/3p- 

ZEB1 
TNFα 

Voie PI3K/Akt/mTOR 

 
Foie, pancréas, 

langue Sang et al. 
(2016) 

 
Foie, colon, 

estomac, 
pancréas, os Xie et al. 

(2013) 

LCT13 LINE-1 chimeric transcripts 13 Haut -  Noyau Métastases (-) anti-métastatique TFPI2 Régulation 
transcriptionnelle 

Régulation transcriptionnelle 

TFPI2  Sein, colon Cruickshanks et al. 
(2013) 

Foie, colon, 

 
LET LncRNA-low expression in 

tumor 

 
Bas Négative  Cytoplasme 

Invasion (-) 
Métastases (-) 

Stabilité protéique 
Dégradation protéosomale 

Stabilisation de HIF1-α 

 
NF90 

poumon, col, 
vessie, vésicule 

biliaire 

Liu et al. 
(2016c) 

 
Linc00461/VISC2 

 
long intergenic non-protein 

coding RNA 461 -  -  Cytoplasme 

 
Prolifération (-) 

Migration (+) Précurseur de miRNA-9  CREB  Oliver et al. 
(2015) 

 
LincRNA-ROR  LincRNA-Regulator of 

reprogramming 

 
Haut Positive 

 
Noyau 

Cytoplasme 

 
Noyau 

 
EMT (+) 

Invasion (+) 
Métastases (+) 

 
EMT (+) 

 
Régulation transcriptionnelle 

Compétition endogène 

 
Compétition endogène 

 
miR-145 

ZEB1, Nanog, Oct4, 
Sox2 

p53, p27 
ZEB1 

 
Sein  Zhou et al. 

(2016) 

 
Foie, colon, 

lncRNA-ATB  lncRNA-activated by TGF-ß  Haut Positive Cytoplasme 

 
Noyau 

Invasion (+) 
Métastases (+) 

Prolifération (+) 
EMT (+) 

Stabilité des mRNAs miR-200a 
E-cadhérine 

estomac, rein, 
prostate, sein 

Shi et al. 
(2015b) 

LncRNA-HIT  HOXA transcript induced by 
TGF-ß 

Haut Positive Cytoplasme Migration (+) 
Invasion (+) 

Métastases (+) 

-  E-cadhérine 
TGF- ß 

Sein  Richards et al. 
(2015) 

 
lncTCF7 lncRNA T-cell factor-7  Haut Positive  Noyau 

EMT (+) 
Invasion (+) 

Remodelage chromatinien SWI/SNF 
Régulation transcriptionnelle 

Cible de IL-6/STAT3 
EMT Foie Wu et al. 

(2015) 

 
MALAT1 

 
Metastasis-associated lung 
adenocarcinoma transcript 

1 

 
Haut Positive 

 
Noyau 

Cytoplasme 

Prolifération (+) 
EMT (+) 

Migration (+) 
Invasion (+) 

Métastases (+) 

Remodelage chromatinien 
Epissage alternatif 

Compétition endogène 

Activation de gènes impliqués dans 
l’EMT et l’évolution métastatique 

 
CAMK2B, HMG2L1, 
ARHGEF1, B-MYB 

Poumon, 
prostate, sein, 

rein, col, 
pancréas, 

oesophage, 

 
Gutschner et al. 

(2013a) 

 
MEG3 Maternally expressed gene 3 Bas Négative  Noyau 

Cytoplasme 

 
Prolifération (-) 

Migration (-) 
Invasion (-) 

Apoptose (+) 
Prolifération (+) 

 
Remodelage chromatinien 

Compétition endogène 

 
Voie Notch 
c-Myc p53 

miR-1297 

 
Estomac, 
poumon, 

thyroïde, colon, 
hypophyse 

 
Guo et al. 

(2016) 

MVIH  Microvascular invasion in 
hepatocellular carcinoma 

Haut Positive  Cytoplasme Angiogénèse (+) 
Métastases (+) 

Secrétion protéique   PGK1 
miR-199a 

Sein,foie, poumon  Lei et al. 
(2016) 

 
NBAT-1  Neuroblastoma associated 

transcript-1 

 
Bas Négative  Noyau 

 
Prolifération (-) 

Migration (-) 
Invasion (-) 

Prolifération (+) 

 
Remodelage chromatinien  NRSF/REST 

 
Sein, rein, 

neuroblastome  Xue et al. 
(2015) 

Poumon, foie,
 

NEAT1  Nuclear enriched abundant 
transcript 1 

Haut Positive  Noyau Migration (+) 
Invasion (+) 

Biogénèse des paraspeckles  ABCG2, miR- 
204/ZEB1 

miR-377-3p-E2F3, 
FUS miR-548, miR- 

449b 

cerveau, colon, 
prostate, vessie 

Zeng et al. 
(2014) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

NKILA NF-kB interacting lncRNA Bas Négative Cytoplasme Métastases (-) Régulation transcriptionnelle 
Stabilité protéique 

IκB/NF-kB Sein Liu et al. (2015b) 

 P50-associated COX-2 Haut -  Prolifération (+) Régulation transcriptionnelle COX-2 Os Qian et al. 
PACER extragenic RNA    Migration (+)    (2016) 

     Prolifération (+) Défaut de recombinaison homologue  Œsophage, foie,  
PCAT1 Prostate cancer associated Haut - Noyau Migration (+) Augmentation des cassures double-brin BRCA2 prostate Wen et al. 

 transcript 1     Répression post-transcriptionnelle   (2016) 

     Prolifération (-)     
PCAT29 Prostate cancer-associated Bas Négative - Migration (-) lncRNA réprimé par le récepteur aux - Prostate Malik et al. 

 transcript 29    Invasion (-) androgènes   (2014) 

     Métastases (-)     
    Noyau  Régulation épigénétique PRC2    

PTENP1-AS PTENP1 antisense RNA - - Cytoplasme - Répression post-transcriptionnelle PTENP1  Deng and Suil. 

         (2013) 
SCHLAP1 Second chromosome locus Haut Positive Noyau Invasion (+) Remodelage chromatinien SWI/SNF SNF5 Prostate, vessie Atala. 

 associated with prostate 1    Métastases (+)    (2014) 

     Prolifération (+) Régulation de l’expression de la PRC2   
SPRY4-IT1 SPRY4 Intronic Transcript 1 - - Noyau Migration (+) cadhérine-E et de la vimentine (EMT) ZNF703 Estomac, cerveau, Shen et al. 

     Invasion (+)  SNAI1  (2016) 

    Noyau Migration (+) Enhancer RNA    
treRNA Translational regulatory Haut Positive Cytoplasme Invasion (+) Contrôle traductionnel E-cadhérine Sein Gumireddy et al. 

 lncRNA    Métastases (+)    ( 2013) 

     Prolifération (+)  Voie Wnt-β caténine Vessie, langue,  
UCA1 Urothelial cancer associated- Haut Positive Cytoplasme Migration (+) Contrôle traductionnel miR-507-FOXM1 sein, peau, foie, Li et al. 

 1    Invasion (+)  miR-204-5p 
p27Kip1/CDK2 

oesophage, 
estomac 

(2014b) 

     EMT (+) Epissage alternatif    
ZEB2-AS1 (ZEB2- ZEB2- antisense RNA 1 Haut - Noyau Migration (+) Blocage du site de fixation ribosomal du ZEB2 Colon, vessie Zhuang et al. 

NAT)     Invasion (+) mRNA de ZEB2   (2015) 

 
 

 
Tableau 5 : Rôles biologiques et mécanismes d’action des principaux lncRNAs dans l’EMT, l’invasion et l’évolution métastatique (Adapté d’après Crea et al., 2014 ; 

Dhamija and Diederichs, 2016). Pages 123-124-125. 



 

4 LONGS ARNs NON CODANTS ET CANCER DU SEIN 
 
 

4.1 Dérégulation des lncRNAs dans les cancers du sein 
 

 
 

4.1.1 Dérégulation globale des lncRNAs dans les carcinomes mammaires 
 
 
 
Les lncRNAs peuvent réguler l'expression des gènes à de multiples niveaux par des 

mécanismes très variés, et une expression aberrante de ces lncRNAs peut contribuer 

significativement à l'initiation et à la progression des cancers du sein (Tableau 6). 

 
 

Les oestrogènes, la progestérone et leurs récepteurs jouent un rôle crucial dans la progression 

du cancer du sein (Brisken, 2013). De nombreuses études utilisant les techniques de global 

run-on sequencing (GRO-seq) et de RNA-seq ont révélé que 25% du génome est régulé au 

niveau transcriptionnel par les récepteurs aux oestrogènes et ont identifié des milliers de 

lncRNAs régulés par les œstrogènes dans les cellules carcinomateuses mammaires (Hah et al., 

2011  ;  Hah  et  al.,  2013a  ;  Li  et  al.,  2013a ;  Hah  and  Kraus,  2014a).  Ces  lncRNAs 

appartiennent à 2 groupes, l’un constitué d’eRNAs transcrits à partir d’enhancers adjacents à 

des gènes activés par les oestrogènes (Li et al., 2013a) et l’autre comportant des lncRNAs qui 

interagissent avec les récepteurs hormonaux et modulent leur activité. Les analyses à grande 

échelle ont également révélé l'expression aberrante de nombreux lncRNAs dans le cancer du 

sein. Des études ont permis d’identifier 220 lncRNAs anormalement exprimés dans les 

carcinomes mammaires par rapport au tissu mammaire normal et des centaines de lncRNAs 

spécifiquement dérégulés dans les tumeurs du sein par rapport à d'autres types de tumeurs, 

pouvant ainsi servir de biomarqueurs des tumeurs du sein (Gibb et al., 2011). Parmi ceux-ci, 

HOTAIR est surexprimé au niveau transcriptionnel par les oestrogènes dans les lignées de 

cancers du sein (Bhan et al., 2013). 

 

Pour la description des principaux lncRNAs impliqués dans la carcinogénèse mammaire, nous 

prendrons uniquement en compte les lncRNAs oncogènes et oncosuppresseurs pour lesquels 

il existe des preuves de leur dérégulation dans le cancer du sein et/ou des preuves d'une 

fonction ou d'un mécanisme tumorigénique potentiel. 
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LncRNA  Chromosome Expression 

aberrante 

Localisation 

génomique 

Oncogène 

Oncosuppresseur 

Fonctions 

biologiques 

Mécanismes  d’action dans 

la cancérogénèse 

Références 

HIF-1α-AS1  14q23.2  surexpression   antisens 

chevauchant 

oncogène  régulation de HIF-1α  induction de la prolifération 

inhibition de l’apoptose 

Gutschner and 

Diederichs. ( 2012) 

ANRASSF1  3p21.3  surexpression   antisens 

chevauchant 

ANRIL  9p21.3  surexpression   antisens 

chevauchant 

oncogène  régulation du suppresseur RASSF1 

par recrutement de PRC2 

oncogène  régulation du locus  p16-CDKN2A/p15- 

CDKN2B/p14-ARF 

régulation de la prolifération 

inhibition de RASSF1 induction 

de la prolifération inactivation du 

locus p16- CDKN2A/p15-

CDKN2B/p14-ARF instabilité 

génomique 

Beckedorff et al. 

(2013) 

Yap et al. 

(2010) 

ARA Xq23  surexpression intronique  oncogène  régulation de la voie MAPK, du cycle 

cellulaire et de l’adhésion 

résistance à l’adriamycine Jiang et al. (2014) 

ATB 14q11.2  surexpression  intergénique  oncogène  régulation de la voie TGF-β   EMT et métastase 

résistance au trastuzumab 

Shi et al. (2015b) 

BCAR4 16p13.13  surexpression  intergénique  oncogène  développement embryonnaire 

grossesse et placenta 

résistance au tamoxifène 

sensibilité au lapatinib 

Xing et al. 

(2014) 

BCYRN1/B200 2p21  surexpression intronique  oncogène  régulation traductionnelle  répression de suppresseurs de 

métastases 

CCAT2 8q24.21  surexpression intronique  oncogène  régulation transcriptionnelle   instabilité chromosomique 

activation de la voie Wnt (Myc) 

CYTOR 2p11.2  surexpression  intergénique  oncogène  régulation du cycle cellulaire  EMT et migration 

activation des voies MAPK, 
EGFR  et mTOR 

Iacoangeli.  (2013) 

Redis et al. (2013) 

Van Grembergen et 

al. (2016) 

EFNA3  1q21.22  surexpression  oncogène   adhésion  et répulsion cellulaires  par 

interactions avec  les récepteurs Ephrine 

FAL1/FALEC  1  surexpression  intergénique  oncogène  stabilisation post-traductionnelle de 
BMI-1, inhibition de p21 

extravasation des cellules 

tumorales et métastase 

prolifération, croissance 

indépendante de l'ancrage, 

pluripotence 

Gomez-Maldonado 

et al. (2015) 

Hu et al. 

(2014c) 

HOTAIR  12q13.13  surexpression   antisens 

chevauchant 

oncogène  régulation épigénétique, compétition 

endogène,  stabilité  protéique 

répression multigénique en trans 

du locus HOXD via PRC2/LSD1 

Gupta et al. 

(2010) 

HOTAIRM1  7p15.2  surexpression  antisens  oncogène 

LSINCT5  5p15.33  surexpression  oncogène  régulation de MALAT1, NEAT1 et 
PSPC1 induite  par les stress 

 
prolifération  Silva et al. 

(2011) 

lncRNA-JADE 4q28.2  surexpression  intergénique  oncogène  réparation de l’ADN  prolifération et survie des cellules 

cancéreuses 

LncRNA-Smad7  18q21.1  surexpression  antisens  oncogène  expression induite  par TGF-β  fonction anti-apoptotique de 
TGF-β 

Wan et al. 

(2013c) 

Arase et al. 

(2014) 

MALAT1 11q13.1  surexpression  intergénique  oncogène  régulation transcriptionnelle 

épissage alternatif 
 

NEAT1 11q13.1  surexpression  intergénique  oncogène  architecture des paraspeckles 
régulation transcriptionnelle 

prolifération,  métastase 

migration par compétition 

endogène avec cdc42 et miR-1 

séquestration de mRNAs et 

miRNAs 

Gutschner et al. 

(2013a) 

 
Knott  et al. 

(2016) 



 

 
 
 
 
 
 

PVT1 8q24 surexpression intergénique oncogène répression épigénétique 

compétition endogène (CE) avec mir-200 

coopération entre PVT1 et MYC 

perte de la CE 

Cui et al. 

(2016) 

SOX2OT 3q26.33 surexpression chevauchant oncogène maintien de la pluripotence prolifération indépendante de 

l’ancrage par induction de SOX2 

Askarian et al. 

(2014) 

SPRY4-IT1 5q31.3 surexpression intronique oncogène régulation de la croissance et de 

l’apoptose 

activation de la protéine 

oncogénique  ZNF703 

Shen et al. 

(2016) 

TreRNA 20q13.13 surexpression intergénique oncogène activateur transcriptionnel de SNAI1 

inhibiteur traductionnel de l’E- 

EMT, migration 

métastases 

Gumireddy et al. 

(2013) 

     cadhérine   
UCA1 19p13.12 surexpression intergénique oncogène complexe ribonucléoprotéique 

fonctionnel  avec hnRNPl 

prolifération cellulaire via 

l’inhibition compétitive  de p27. 

Li et al. 

(2014b) 

 
GAS5 1q25.1 sous-expression chevauchant oncosuppresseur riborépression transcriptionnelle perte de l’inhibition de la 

croissance 

Pickard et al. 

(2014) 

LIMT  sous-expression intergénique oncosuppresseur suppresseur de métastase inactivation par EGFR Sas-Chen  et al. 

(2016) 

MEG3 14q32.2 sous-expression intergénique oncosuppresseur régulation de la voie TGFβ interaction avec EZH2 via des 

triplex RNA-DNA 

Guo et al. 

(2016) 

NKILA 20q13.31 sous-expression antisens oncosuppresseur inhibition de la voie NF-kB activation de la voie NF-kB et de 

gènes suppresseurs de métastases 

Liu et al. 

(2015b) 

PTENP1 9p13.3 sous-expression antisens oncosuppresseur compétition endogène inhibition de PTEN Hesson et al. (2012) 

Xist Xq13.2 sous-expression intergénique oncosuppresseur inactivation du chromosome X duplication et perte de 

l'inactivation de l’autre 

Lee. 

(2009) 

      chromosome X  
Zfas1 20q13.13 sous-expression antisens 

chevauchant 

oncosuppresseur inhibition de la prolifération et de la 

différenciation mammaire 

augmentation de la prolifération Askarian et al. 

(2011) 

H19 11p15.15 surexpression chevauchant controversé empreinte génomique,  méthylation de 

l’ADN, régulation transcriptionnelle, 

activation par C-MYC 

éponge moléculaire inhibant let-7 

Gabory et al. 

(2010) 

     biogénèse de miRNAs, compétition précurseur de miR675  
     endogène, inactivation traductionnelle   
SRA 5q31 surexpression intergénique controversé co-activateur des récepteurs stéroïdiens prolifération et différenciation Novikova et al. 

  (2012)   
 

 
 

Tableau  6 : Principaux lncRNAs oncogènes et oncosuppresseurs impliqués dans la cancérogénèse mammaire (adapté  d’après Shore and Rosen, 2014 ; Vikram et al., 2014). 

Pages 127-128. 



130  

4.1.2 LncRNAs oncogéniques et oncosuppresseurs 
 
 

4.1.2.1 LncRNAs oncogéniques 
 
 
 

4.1.2.1.1 Prolifération cellulaire et apoptose 
 
 

 UCA1 
 

UCA1 a été initialement identifié comme un lncRNA surexprimé dans les carcinomes 

urothéliaux et plus récemment dans les cancers du sein (Huang et al., 2014). Dans les lignées 

de carcinome mammaire MCF7, la surexpression d’UCA1 s’accompagne d’une augmentation 

de la prolifération, alors que son inactivation la réduit. La transplantation de lignées MCF7 

présentant une inactivation d’UCA1 dans des modèles murins se traduit par une réduction de 

la prolifération et de la taille tumorales. En pathologie humaine, il existe une corrélation 

négative entre UCA1 et p27 et de faibles niveaux d’expression de p27 ont été observés dans 

des carcinomes mammaires ER- et PR- de haut grade par rapport au tissu mammaire normal. 

L’hypothèse de sa fonction oncogénique a été confortée par la découverte de son mécanisme 

d’action moléculaire (Li and Hu, 2015). UCA1 forme un complexe ribonucléoprotéique 

fonctionnel en interagissant avec hnRNPl (heterogeneous nuclear RiboNucleoProtein 1) et 

inhibe sa fonction d’activateur de la traduction de l’oncosuppresseur p27. UCA1 présente 

donc des propriétes oncogéniques potentielles au cours de la cancérogénèse mammaire en 

favorisant la prolifération cellulaire via l’inhibition compétitive de p27. 

 
 

 
 LSINCT5 

 

LSINCT5 est un lncRNA antisens de 2.6 kb induit par le stress. Il est normalement localisé 

dans le noyau et est transcrit par l'ARN polymérase III (Dieci et al., 2007 ; Silva et al., 2011). 

LSINCT5 est surexprimé dans les tumeurs mammaires et ovariennes par rapport aux tissus 

normaux. Son inactivation dans des lignées mammaires MCF7 entraîne une diminution de la 

prolifération cellulaire. L’analyse par microarray de l’inactivation de LSINCT5 a permis 

d’identifier 95 cibles potentielles, dont les lncRNAs NEAT1 et MALAT1 et le gène PSPC1 

(Silva et al., 2011). Ce lncRNA est donc considéré comme potentiellement oncogénique en 

raison de son effet sur la prolifération cellulaire et sur l’expression post-transcriptionnelle des 

gènes. 
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 LncRNA-Smad7 
 

LncRNA-Smad7 a été récemment identifié comme un lncRNA localisé au voisinage du gène 

murin Smad7. L'expression de lncRNA-Smad7 est induite par TGF-β dans les cellules 

épithéliales et dans les lignées tumorales mammaires. Son inactivation neutralise la fonction 

anti-apoptotique de TGF-β. Inversement l'expression ectopique de lncRNA-Smad7 restaure 

l’apoptose induite par un inhibiteur du récepteur du TGF-β. Toutefois, l’implication de 

LncRNA-Smad7 dans la cancérogénèse mammaire semble être limitée à l'apoptose puisque 

son inactivation n’affecte pas l’EMT induite par TGF-β, la phosphorylation de Smad2 ou 

l'expression du gène Smad7 (Arase et al., 2014). 

 
 
 
 

 LOC554202/MIR31HG 
 

LOC554202 est l'hôte du miRNA miR31 (Augoff et al., 2012). Son expression est augmentée 

dans les lignées et les tissus tumoraux mammaires (Shi et al., 2014). Le rôle de ce lncRNA 

dans la cancérogénèse mammaire est encore controversé. Son inactivation diminue la 

prolifération des cellules cancéreuses mammaires, induit l'apoptose et inhibe la migration et 

l’invasion in vitro et la tumorigénèse in vivo. Toutefois, une autre étude a montré que 

l'expression de LOC554202 est inhibée dans les carcinomes mammaires de type triple-négatif 

(Augoff et al., 2012). 

 
 

 
 LncRNA-JADE 

 

La transcription de ce lncRNA est induite par des altérations de l'ADN selon un mécanisme 

dépendant d’ATM (Wan et al., 2013c). Après la survenue de lésions de l’ADN, lncRNA- 

JADE se lie à BRCA1 et amplifie la transcription du gène codant voisin Jade1, impliqué dans 

l’acétylation de H4 et les mécanismes de réparation de l’ADN (DDR) (Ciccia and Elledge, 

2010). Dans les lignées de cancer du sein MCF7, l’inactivation de lncRNA-JADE réduit la 

prolifération cellulaire, tandis que sa surexpression l’augmente. Son inactivation favorise 

également l’apoptose induite par les lésions de l’ADN. En outre, la transplantation 

orthotopique de lignées inactivées pour le lncRNA-JADE dans le coussinet adipeux mammaire 

de souris réduit la croissance de la tumeur par rapport aux cellules témoins. En pathologie 

humaine, le lncRNA-JADE est exprimé à des niveaux élevés dans les tumeurs du sein par 

rapport aux tissus normaux. Ainsi, lncRNA-JADE est un lncRNA associé aux mécanismes de 
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réparation de l’ADN dont l'expression aberrante favorise la prolifération et la survie des 

cellules cancéreuses du sein. 

 
 

 PVT1 
 

Le gène PVT1 humain est un grand locus (> 30 kb) situé dans la région chromosomique 
 

8q24.21. Cette région est un hotspot d’altérations génétiques qui contient l'oncogène MYC à 

environ 57 kb en amont de PVT1. Ce lncRNA intergénique possède une taille de 1716 nt et 

comporte plus de 20 isoformes. Il a été récemment démontré que PVT1 participe tant aux 

processus physiologiques que pathologiques, dont le cancer. Dans des modèles murins, 

l’inactivation de PVT1 provoque une létalité embryonnaire, soulignant le rôle essentiel de ce 

lncRNA dans le développement normal. PVT1 semble se comporter comme un compétiteur 

endogène appartenant au réseau MMI (miRNA mediated sponge interactions) normal et 

interagit préférenciellement avec la famille miR-200. Ce lncRNA pourrait avoir un rôle 

déterminant dans la morphogénèse et le maintien de l’homéostasie tissulaire mammaire (Cui 

et al., 2016). Les niveaux d'expression de PVT1 sont plus élevés (jusqu'à 100 fois) dans des 

lignées de cellules cancéreuses et dans différents types de cancers par rapport aux tissus non 

tumoraux adjacents, dont les tumeurs du sein. De plus, la surexpression de PVT1 est un 

facteur prédictif d’agressivité des carcinomes mammaires et de pronostic défavorable dans la 

plupart des tumeurs malignes (Colombo et al., 2015). Les expériences de gain et de perte 

réalisées sur des lignées et tissus tumoraux du sein et de diverses autres tumeurs malignes, ont 

montré   que   PVT1   présente   des   fonctions   oncogéniques.   Son   inactivation   inhibe   la 

prolifération, la progression du cycle et la migration cellulaire in vitro et in vivo tandis que sa 

surexpression favorise la prolifération, la progression du cycle cellulaire, l'acquisition de 

propriétés de cellules souches et la migration. PVT1 peut de plus constituer un partenaire de 

fusion dans divers types de cancers et code pour un grand nombre de ncRNAs (Cui et al., 

2016). Dans les cancers du sein, certains isoformes surexprimés de PVT1 sont dépourvus de 

miRNAs response elements (MREs) et ne peuvent plus assurer leur fonction de compétition 

endogène. Une coopération entre PVT1 et MYC semble indispensable à la promotion tumorale 

mammaire en induisant la surexpression de Rspo1, un régulateur majeur de la voie Wnt-β- 

caténine (Sarver et al., 2016). De plus, des modèles murins MMTV-neu comportant un gain de 

copies MYC et PVT1 présentent une accélération de leur progression tumorale, une 

augmentation  de  la  réplication  de  l'ADN  et  de  la  phosphorylation  de  H2AX  et  une 

prolifération canalaire (Tseng and Bagchi, 2015). En outre, PVT1 semble constituer une cible 

thérapeutique potentielle dans le traitement des cancers, car sa surexpression contribue à la 



133  

résistance aux chimiothérapies, tandis que son inhibition améliore la sensibilité des réponses 

aux thérapies anticancéreuses. 

 
 
 
 
4.1.2.1.2 Invasion et évolution métastatique 

 

 

 TreRNA 
 

TreRNA régule l’expression des gènes aux niveaux transcriptionnel et traductionnel. Dans le 

noyau, treRNA agit comme un activateur en cis et régule la transcription de SNAI1 (Orom et 

al., 2010). Dans le cytoplasme, treRNA interagit avec un complexe ribonucléoprotéique et 

supprime la traduction de l’E-cadhérine (Gumireddy et al., 2013), favorisant aussi l’EMT. La 

surexpression de treRNA dans les lignées MCF7 se traduit par une réduction des niveaux 

d’expression de l’E-cadhérine et une surexpression de marqueurs mésenchymateux, suggérant 

un rôle de treRNA dans l’induction d’un phénotype d’EMT partielle. Sa surexpression dans 

les cellules MCF7 augmente également la migration cellulaire et l'invasion in vitro et stimule 

la survenue de métastases dans le poumon après xénogreffes orthotopiques chez la souris. 

L’hypothèse du rôle oncogénique de treRNA est également renforcée par la mise en évidence 

de sa surexpression dans des échantillons appariés de tumeurs mammaires primitives et de 

métastases ganglionnaires, suggérant que treRNA pourrait constituer une cible thérapeutique 

anti-métastatique potentielle. 

 
 
 
 

 HOTAIR 
 

HOTAIR est un lncRNA intergénique de 2.2 kb appartenant au locus HOXC. Il est le premier 

lncRNA   modulateur   des   structures   chromatiniennes   à   avoir   été   impliqué   dans   la 

carcinogénèse et le premier lncRNA identifié dont le mécanisme d’action s’effectue en trans 

(Rinn et al., 2007). HOTAIR est considéré comme un régulateur épigénétique constituant une 

plateforme et un guide pour les structures chromatiniennes qui présente une remarquable 

capacité à se lier à des complexes répresseurs chromatiniens de nature variée (Rinn et al., 

2007 ; Tsai et al., 2011). Son extrémité 5' terminale interagit avec le complexe polycomb 

PRC2 tandis que son extrémité 3' terminale se lie à l'histone déméthylase LSD1, qui elle- 

même interagit avec les facteurs de transcription CoREST et REST (Kaneko et al., 2010). 

L’action de ces deux complexes est responsable d’une inactivation épigénétique via la marque 

répressive H3K27me3 (Gupta et al., 2010 ; Kogo et al., 2011). La cible de PRC2 est le locus 
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HOXD présent sur le chromosome 2 où PRC2 et HOTAIR favorisent la répression 

transcriptionnelle  de  854  gènes  disposés  sur  une  distance  de  40  kb,  dont  des  gènes 

suppresseurs de métastases (HOXD10, PR, PCDH10, PCDHB5 et JAM2) (Croce, 2010 ; 

Kogo et al., 2011). HOTAIR est actuellement considéré comme un lncRNA oncogénique 

associé à la prolifération, l’invasion et l’inhibition apoptotique. Si l'expression ectopique de 

HOTAIR augmente modestement la croissance tumorale, elle favorise l’invasion mais surtout 

la colonisation pulmonaire et la survenue de métastases in vivo. Sa déplétion dans les lignées 

cancéreuses mammaires diminue l’invasion de la matrice extra-cellulaire (Gupta et al., 2010 ; 

Kogo et al., 2011) et induit une reprogrammation des marqueurs chromatiniens tels que la 

perte du marqueur répressif H3K27me3 au sein du locus HOXD (Rinn et al., 2007), des 

métalloprotéases et des facteurs de croissance vasculaire (Geng et al., 2011). Le profil 

d'expression de PRC2 dans les cellules tumorales mammaires surexprimant HOTAIR 

ressemble à celui des fibroblastes embryonnaires et HOTAIR pourrait reprogrammer les 

cellules cancéreuses en cellules de morphologie fibroblastique (Gupta et al., 2010). En 

pathologie humaine, HOTAIR est très fortement surexprimé (jusqu’à 2000 fois la normale) 

dans les métastases de cancer du sein alors que son expression est modérément élevée et de 

façon  hétérogène  dans  les  tumeurs  mammaires  primitives  (Gupta  et  al.,  2010).  Il  est 

également surexprimé dans diverses tumeurs primitives et métastatiques, telles que les 

carcinomes du sein (Gupta et al., 2010), du rein (Kogo et al., 2011), du foie (Geng et al., 

2011), du tractus intestinal (Niinuma et al., 2012), du pancréas (Kim et al., 2012) et du 

poumon (Li et al., 2013a). En outre, son niveau d’expression est prédictif de la survenue de 

métastases et de la survie (Geng et al., 2011 ; Yang et al., 2011a ; Chisolm et al., 2012 ; Lu et 

al., 2012 ; Niinuma et al., 2012 ; Ishibashi et al., 2013 ; Liu et al., 2013 ; Hansji et al., 2014). 

Le niveau global de méthylation de l'ADN génomique est corrélé positivement au niveau 

d’expression de HOTAIR, suggérant que ce lncRNA pourrait être régulé au cours de la 

cancérogénèse mammaire par la méthylation de l'ADN intergénique (Lu et al., 2012). 

Globalement, ces résultats montrent que HOTAIR pourrait jouer un rôle important dans 

l’épigénome du cancer et représenter un biomarqueur d’intérêt et une cible thérapeutique 

potentielle pour le cancer du sein (Chisholm et al., 2012). 

 
 

 
 BCYRN1/BC200 

 

BCYRN1/BC200 est un lncRNA de 200 pb, spécifique des primates, fonctionnant comme un 

répresseur traductionnel impliqué dans la synthèse des protéines neuronales au niveau des 
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synapses (Iacoangeli and Tiedge, 2013). BCYRN1 est fortement surexprimé dans le cancer du 

sein mais aussi dans d’autres carcinomes d’origine ovarienne, cervicale et pulmonaire 

(Iacoangeli et al., 2004). BCYRN1 pourrait jouer un rôle dans la progression tumorale des 

carcinomes mammaires via la répression traductionnelle de suppresseurs de métastases. En 

outre, il est également surexprimé dans les carcinomes canalaires in situ de haut grade, 

suggérant son utilisation comme indicateur de leur potentiel invasif. 

 
 

 
 EFNA3 

 

Les  éphrines  sont  des  protéines  cellulaires  de  surface  qui  régulent  divers  processus 

biologiques modulant l'adhésion et la répulsion cellulaire en induisant des interactions avec 

des récepteurs de type tyrosine kinase, les récepteurs Eph (Pasquale et al., 2010). La présence 

au sein des carcinomes mammaires de régions hypoxiques est un facteur pronostique 

défavorable  pour  la  survie  des  patientes  (Semenza  et  al.,  2012).  L’hypoxie  favorise 

l'expression de l’éphrine-A3 (EFNA3) via un mécanisme dépendant de HIF1 (Vihanto et al., 

2005). En réponse à l'hypoxie, les niveaux d’expression du transcrit codant pour la protéine 

EFNA3 demeurent relativement stables, mais HIF1 induit également à partir du même locus 

la  transcription  du  lncRNA  EFNA3  qui  augmente  l’expression  et  l’accumulation  de  la 

protéine EFNA3. La surexpression à la fois de la protéine EFNA3 et du lncRNA EFNA3 

majorerait le potentiel métastatique des cellules cancéreuses mammaires humaines, en 

favorisant l’extravasation des cellules tumorales dans les tissus environnants. En outre, une 

forte corrélation a été établie entre la surexpression du lncRNA EFNA3 et une plus courte 

survie sans métastases chez les patientes atteintes de cancer du sein. L'hypoxie pourrait de ce 

fait contribuer à la propagation métastatique du cancer du sein via la surexpression médiée par 

HIF1 du lncRNA EFNA3, l’accumulation de la protéine EFNA3 et l’altération de 

l’angiogénèse (Gomez-Maldonado et al., 2015). 

 
 
 
 

 NEAT1 
 

NEAT1 est un lncRNA architectural localisé dans le noyau où il représente la matrice des 

paraspeckles. Il agit comme un régulateur transcriptionnel de nombreux gènes (Clemson et 

al., 2009). Le gène du lncRNA NEAT1 produit deux isoformes, l'un court de 3.7 kb (NEAT1- 

1) et l’autre long de 23 kb (NEAT1-2). NEAT1 est largement exprimé dans plusieurs tissus, 
 

bien que le niveau d’expression du long isoforme soit beaucoup plus faible que celui de 
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l'isoforme court (Hutchinson et al., 2007). NEAT1 pourrait servir de plateforme pour le 

recrutement des protéines DBHS (drosophila behavior/human splicing), telles SFPQ, NONO 

et PSPC1 (Clemson et al., 2009 ; Chen and Carmichael, 2009 ; Knott et al., 2016). La 

surexpression de NEAT1 est observée dans plusieurs types de tumeurs malignes et plus 

particulièrement dans les carcinomes mammaires (Hutchinson et al., 2007 ; Clemson et al., 

2009 ; Sunwoo et al., 2009 ; Zeng et al., 2014). NEAT1 et MALAT1 sont les 2 gènes de 

lncRNAs les plus souvent mutés parmi les cancers du sein analysés par whole-genome 

sequencing (Nik-Zainal et al., 2016). NEAT1 est impliqué dans la survie des cellules 

cancéreuses mammaires via ses interactions avec l’oncoprotéine de fusion liant l’ARN FUS- 

TLS et miR-548. Ainsi, l’inactivation de NEAT1, la sous-expression de FUS-TLS et la 

surexpression de miR-548 s’accompagnent d’une augmentation de l’apoptose des cellules 

tumorales mammaires (Ke et al., 2016). 

 
 
 
 

 CCAT2 
 

Les études GWAS étudiant les SNPs ont conduit à la découverte de nombreuses régions 

génomiques associées au cancer. L’analyse du SNP rs6983267, associé à un risque accru de 

cancer colorectal, de la prostate, de l'ovaire et du sein inflammatoire, a permis d’identifier un 

lncRNA très conservé, CCAT2. Son rôle dans l’invasion et l’évolution métastatique a été 

analysé en combinant des essais in vitro et des modèles murins de xénogreffes de carcinomes 

coliques, révélant que la surexpression de CCAT2 s’accompagne d’une plus grande incidence 

de tumeurs métastatiques (Ling et al., 2013). CCAT2 favorise l’évolution métastatique et 

l'instabilité chromosomique par un mécanisme impliquant des facteurs de transcription, des 

oncogènes et des miRNAs (Ling et al., 2013). Il est impliqué dans la régulation de la 

signalisation Wnt et l’activation de la voie Wnt entraine sa surexpression. CCAT2 module à 

son tour l'expression de gènes cibles de la voie Wnt, tels MYC, ainsi que ses cibles d’aval, 

miR17HG et miR20a. Les lignées cellulaires surexprimant CCAT2 présentent une 

augmentation de l'activité Wnt. Collectivement, ces résultats suggèrent que CCAT2 agit en 

amplifiant les effets de la signalisation Wnt, favorisant ainsi le processus métastatique (Ling 

et al., 2013). En outre, l'amplification de la région génomique 8q24, où est localisé CCAT2, a 

été observée dans les cancers du sein (Courjal and Theuillet, 1997). Néanmoins, si CCAT2 

apparait globalement surexprimé dans 2/3 des carcinomes mammaires, la valeur pronostique 

de son expression n’est cliniquement informative que dans le sous-groupe de patientes N+ 

ayant bénéficié d’une chimiothérapie (Redis et al., 2013). 
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4.1.2.1.3 Acquisition de caractères de cellules souches 
 

 
 

 SOX2OT 
 

La séquence codante du gène SOX2 est située dans l'intron du lncRNA multi-exonique 

SOX2OT (Amaral et al., 2008). Les expressions de SOX2 et SOX2OT sont corrélées 

positivement dans le cancer du sein et SOX2OT s’exprime différentiellement dans les 

carcinomes mammaires RE+ et RE- (Askarian-Amiri et al., 2014). SOX2 et SOX2OT sont 

tous deux surexprimés dans les cellules cancéreuses de type souche et SOX2 est l'un des gènes 

clés impliqués dans le maintien de la pluripotence. En outre, l'expression ectopique de 

SOX2OT conduit à une importante surexpression de SOX2 et à une augmentation de la 

croissance indépendante de l’ancrage. Le lncRNA SOX2OT présente donc un potentiel 

oncogénique dans le cancer du sein en induisant ou en maintenant l'expression de SOX2. 

 
 
 
 

 FAL1 
 

FAL1 est pourvu de propriétés potentiellement oncogéniques dans le cancer du sein. 

L’inactivation de FAL1 réduit significativement la clonogénicité et inhibe la prolifération et la 

croissance indépendante de l'ancrage des cellules cancéreuses mammaires. Cette inactivation 

supprime aussi la croissance des xénogreffes sous-cutanées issues des lignées cellulaires 

MDA-MB-231  (Hu  et  al.,  2014c).  FAL1  interagit  directement  avec  la  sous-unité  BMI- 

1/PCGF4 du complexe polycomb PRC1, qui est impliquée dans l’acquisition et le maintien 

des  propriétés  de  pluripotence  de  type  souche  des  cellules  cancéreuses  mammaires 

(Godlewski et al., 2008). En outre, l’inactivation de FAL1 diminue significativement le niveau 

d’expression de la protéine BMI-1, mais non le niveau d’expression de son mRNA, ce qui 

suggère que FAL1 régule BMI-1 à un niveau post-traductionel en la stabilisant. Enfin, FAL1 a 

été impliqué dans la régulation de la transcription d'un grand nombre de gènes importants 

pour la prolifération, l’apoptose, la survie ainsi que les mouvements cellulaires et la 

dégradation des protéines. L'un de ces gènes est p21 qui est un gène suppresseur de tumeur 

clé dans de nombreux types de carcinomes, dont le cancer du sein. 

 
 
 

 
4.1.2.2 LncRNAs oncosuppresseurs 
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4.1.2.2.1 Prolifération et apoptose 
 

 
 

 GAS5 
 

Le gène GAS5 est situé au niveau du locus 1q25.1 et produit 2 variants d’épissage tandis que 

ses introns sont transcrits en plusieurs snoRNAs (Mourtada-Maarabouni et al., 2008 ; Kino et 

al., 2010). GAS5 est largement surexprimé dans les tissus embryonnaires et adultes. Il 

fonctionne comme un suppresseur de tumeur en facilitant l’arrêt du cycle et l’apoptose via la 

riborépression de la transcription médiée par les récepteurs des glucocorticoïdes (Pickard et 

al., 2014). Il se fixe au domaine de liaison à l'ADN du récepteur des glucocorticoïdes (GR) et 

entre en compétition avec l'élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE), qui est une 

séquence de régulation génomique. Les GREs sont séquestrés et l'induction médiée par les 

glucocorticoïdes de plusieurs gènes de réponse est supprimée, incluant celle de l’inhibiteur de 

l'apoptose cellulaire 2 (cIAP2). GAS5 favorise aussi l’inhibition de mTOR normalement 

impliqué dans la synthèse protéique, le cycle cellulaire et la prolifération (Mourtada- 

Maarabouni et al., 2010). Les niveaux d'expression de GAS5 sont significativement diminués 

dans les cellules carcinomateuses mammaires par rapport aux cellules normales. A l’opposé, 

la surexpression de GAS5 dans les cellules MCF7 et MCF10A majore l'apoptose induite par 

un stress génotoxique, l’irradiation UV et l’utilisation de cisplatine (Mourtada-Maarabouni et 

al., 2009). En outre, des lignées cellulaires soumises à un manque d’apport nutritif et de 

facteurs  de  croissance  expriment  des  niveaux  élevés  de  GAS5  qui  les  sensibilisent  à 

l’apoptose (Piao et al., 2012). GAS5 est aussi régulé par le miRNA oncogène miR21, qui 

contrôle de nombreux gènes impliqués dans la croissance cellulaire et l'apoptose, et par le 

suppresseur de tumeur PTEN. La sous-expression de GAS5 et de ses snoRNAs associée à des 

anomalies génétiques du locus 1q25.1 ont été observées dans diverse tumeurs de pronostic 

défavorable, dont les cancers du sein (Mourtada-Maarabouni et al., 2009), mais aussi les 

cancers du rein et de la vessie (Liu et al., 2013 ; Qiao et al., 2013), de la prostate (Pickard et 

al., 2013), de l’estomac (Sun et al., 2014a) et du col de l’utérus (Cao et al., 2014). 

Globalement, ces études suggèrent que le lncRNA GAS5 pourrait être un suppresseur de 

tumeur favorisant l’inhibition de la croissance cellulaire induite par le stress et l'apoptose. 

 
 
 
 

 PTENP1 
 

PTENP1 est un pseudogène du gène onco-suppresseur codant pour PTEN. Dans les lignées 

cellulaires de cancers, la surexpression de PTENP1 en 3'UTR conduit à une augmentation des 
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niveaux d’expression de PTEN et à une inhibition de la prolifération, alors que l’inactivation 

de PTENP1 diminue les niveaux d’expression de PTEN et favorise la prolifération cellulaire 

(Poliseno  et  al.,  2010).  De  plus,  les  niveaux  de  PTENP1  et  de  PTEN  sont  corrélés 

positivement dans les échantillons normaux et tumoraux, suggérant qu’ils sont co-régulés. En 

outre, PTENP1 et PTEN contiennent des MREs communs, et pourraient agir par compétition 

endogène. Récemment, plusieurs lncRNAs antisens provenant du locus PTENP1ont été 

identifiés et mettent ainsi en évidence la complexité de la régulation de PTEN. Ces asRNAs 

régulent à la fois la transcription et la stabilité de PTEN et sont également susceptibles de 

jouer un rôle dans la tumorigénèse (Johnsson et al., 2013). Le locus PTENP1 est focalement 

délété dans le cancer du sein (Poliseno et al., 2010) et le promoteur de PTENP1 subit une 

hyperméthylation somatique dans des lignées cellulaires de cancers du sein, indiquant que la 

perte de PTENP1 peut également contribuer à la progression des tumeurs mammaires via une 

inactivation épigénétique (Hesson et al., 2012). 

 

 
 
 

 Zfas1 
 

Zfas1 est un lncRNA antisens situé à l'extrémité 5' terminale du gène codant pour la proteine 

Znfx1. Il a été considéré initialement comme un lncRNA générant des snoRNAs. 

Ultérieurement, ce lncRNA a été observé dans les canaux et les structures ductulo-alvéolaires 

de la glande mammaire et semble impliqué dans son développement ainsi qu’au cours de la 

grossesse et de l'allaitement. Zfas1 est un inhibiteur de la prolifération épithéliale mammaire 

et de la différenciation. L’inactivation de Zfas1 dans les cellules épithéliales mammaires 

entraîne une augmentation de la prolifération cellulaire, et son expression dans des lignées 

tumorales est réduite par rapport aux cellules et tissus mammaires normaux (Askarian-Amiri 

et al., 2011). Zfas1 est actuellement considéré comme un lncRNA pourvu d’un potentiel 

oncosuppresseur mais il est nécessaire de clarifier sa fonction et son mécanisme spécifique 

d’action dans la cancérogénèse mammaire. 

 

 
 
 

4.1.2.2.2 Invasion et évolution métastatique 
 

 
 

 Xist 
 
 

Xist a été parmi les premiers lncRNAs identifiés et est exprimé essentiellement dans les 

cellules  somatiques  féminines  (Lee,  2009).  Il  joue un  rôle majeur dans  l'inactivation  du 
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chromosome X au cours du développement embryonnaire et dans le maintien de la stabilité 

génomique. Ce lncRNA de 17kb agit au niveau du chromosome X en recrutant les complexes 

polycomb afin de maintenir l’inactivation de plus de 1000 gènes sur ce chromosome. La 

dérégulation de Xist, conduisant à la perte ou au gain de chromosome X, est observée dans 

divers cancers féminins, masculins et non liés au sexe. Dans les cancers féminins, le 

chromosome X inactivé (corpuscule de Barr) est essentiellement absent dans les cellules 

malignes et parfois dupliqué. Les lignées de cancers féminins comportent de multiples copies 

du chromosome X actif, aboutissant à une ploïdie aberrante et à l’origine d’une 

chimiorésistance accrue (Kawakami et al., 2004). Xist est également surexprimé dans les 

tumeurs germinales testiculaires où la présence d’un nombre accru de chromosomes X semble 

jouer un rôle oncogénique (Looijenga et al., 1997 ; Kawakami et al., 2003). Le rôle de Xist 

dans la cancérogénèse mammaire a été largement étudié mais reste néanmoins encore 

actuellement controversé et incertain. Le gène oncosuppresseur BRCA1 contrôle les niveaux 

des transcrits Xist sur le chromosome X inactif et joue un rôle essentiel dans le maintien des 

marqueurs de son inactivation (Ganesan et al., 2002). Cette observation suggère que la perte 

de BRCA1 dans des cellules feminines pourrait conduire à une déstabilisation du chromosome 

X et à une réactivation de nombreux gènes normalement inactivés en raison de la perte de 

Xist. Toutefois, il a été ultérieurement constaté que les fonctions de Xist semblaient 

indépendantes de celles de BRCA1 dans l’inactivation du chromosome X (Xiao et al., 2007). 

Une étude a récemment rapporté que l’expression de Xist est très altérée dans les carcinomes 

mammaires de type triple-négatif, dont 80% présentent des anomalies des chromosomes X, 

incluant la duplication et la perte de l'inactivation de l’autre chromosome X (Richardson et al., 

2006). A l’opposé, seuls 10% des carcinomes mammaires appartenant aux autres sous-types 

tumoraux présentent une perte de l’inactivation de l’un de leurs chromosomes X. Ces 

anomalies ne semblent toutefois pas liées à BRCA1 puisque la majorité des prélèvements 

tumoraux présentent un statut BRCA1 sauvage. 

 

 
 
 
 

 NKILA 
 

La voie NF-kB représente un lien essentiel entre l'inflammation et le cancer et son activation 

constitutive dans les tumeurs malignes constitue un facteur clé de la progression tumorale. 

Seule une minorité des tumeurs présentant une activation aberrante de NF-kB comporte des 

mutations génétiques activatrices affectant les composants de la voie NF-kB. L’activation 
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constitutive de la voie NF-kB dans les cellules malignes de nombreuses tumeurs solides 

semble être surtout favorisée par les cytokines inflammatoires du microenvironnement 

tumoral. NKILA se lie au complexe NF-kB/IkB et réprime la voie de signalisation NF-kB et 

l'inflammation chronique associée au cancer (O’Dea et al., 2008). NKILA bloque directement 

la phosphorylation d'IkB en formant un complexe ternaire stable avec NF-kB/IkB (Sue et al., 

2011). De plus, NKILA est un régulateur négatif de NF-kB, à la fois dans les cellules 

quiescentes et les cellules activées. Son expression peut réduire l'activité de NF-kB dans les 

cellules épithéliales mammaires normales et malignes, tandis que son inhibition conduit à une 

activation aberrante de NF-kB, même en l’absence des stimulations inflammatoires, suggérant 

que NKILA pourrait être un gatekeeper essentiel de la signalisation NF-kB dans les cellules 

quiescentes. Dans les cancers du sein, une faible expression de NKILA est associée à une 

évolution métastatique plus fréquente et à un pronostic péjoratif. Par conséquent, NKILA 

pourrait interagir directement avec les domaines fonctionnels de protéines de signalisation, et 

constituer une classe de modulateurs de la voie NF-kB et de suppresseurs de métastases (Liu 

et al., 2015b). 

 
 
 
 

 LIMT 
 
LIMT (LncRNA Inhibiting Metastasis) a été récemment identifié comme un lncRNA très 

conservé au cours de l’évolution. LIMT est, avec NEAT1 et LINC00472, un lncRNA inactivé 

par le facteur de croissance EGFR. Il agit comme un lncRNA suppresseur de métastase et 

inhibe l’invasion de la matrice extra-cellulaire in vitro et la formation de métastases in vivo. 

Dans les sous-groupes agressifs de cancers du sein, tels les carcinomes HER2+ et basal-like, 

l’activation plus fréquente d’EGFR résultant d’interactions réciproques entre le 

microenvironnement tumoral et les cellules cancéreuses, induit une inactivation de LIMT via 

la déacétylation de son promoteur et favorise l’évolution métastatique (Sas-Chen et al., 2016) 

 
 
 
 
4.1.2.3 LncRNAs controversés dans la cancérogénèse mammaire. 

 
 
 

 H19 
 

H19  est  parmi  les  premiers  lncRNAs  à  avoir  été  identifié  comme  un  régulateur  clé  de 
 

l’expression des gènes (Brannan et al., 1990). Il est transcrit à partir du locus 11p15.5 soumis 
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à l’empreinte parentale. Ce locus où est situé le gène H19, contient également le gène IGF2. 

Ces deux gènes subissent l’empreinte parentale avec une expression différentielle, H19 à 

partir de l’allèle maternel et IGF2 à partir de l'allèle paternel. H19 est un transcrit de 2.3 kb 

contrôlant l’inactivation du gène IGF2 (Edwards and Ferguson-Smith, 2007). Il est fortement 

exprimé pendant l’embryogénèse mais est inactivé après la naissance dans la plupart des 

tissus. Il est reexprimé durant la cancérogénèse et représente l'un des lncRNAs les plus 

controversés quant à sa nature oncogénique ou oncosuppressive. Bien que l’inactivation de 

H19 ne soit pas létale chez la souris, ce lncRNA semble présenter à la fois des propriétés 

oncogéniques et oncosuppressives (Matouk et al., 2014). Les expériences initiales réalisées in 

vitro à partir de lignées cancéreuses et les analyses plus récentes utilisant des modèles in vivo 

de tumeurs de souris, indiquent que H19 semble agir en tant que suppresseur de tumeur dans 

des contextes cellulaires variés, en particulier via la perte de la croissance indépendante de 

l’ancrage  (Yoshimizu  et  al.,  2008  ;  Gabory et  al.,  2010).  Toutefois,  d'autres  études  ont 

identifié des fonctions oncogéniques dans les cellules épithéliales mammaires (Matouk et al., 

2013). La surexpression de H19 dans la lignée mammaire MDA-MB-231 diminue le temps de 

latence tumorale et augmente la taille tumorale (Lottin et al., 2002). L’inactivation de H19 

s’accompagne de la diminution de la clonogénicité et de la suppression de la croissance 

indépendante de l’ancrage (Lottin et al., 2002). H19 est une cible directe du facteur de 

transcription oncogénique c-MYC surexprimé dans les lignées cellulaires de cancer du sein, et 

les niveaux d’expression des transcrits de H19 et c-MYC sont corrélés significativement  dans 

les carcinomes mammaires (Barsyte-Lovejoy et al., 2006). C-MYC se lie au promoteur de 

H19 et favorise l'initiation de sa transcription, alors qu’il inactive l’expression du gène IGF en 

se liant à son premier intron (Barsyte-Lovejoy et al., 2006). La fonction oncogénique de H19 

semble confortée via son rôle dans l’activation de gènes impliqués dans l’angiogénèse, la 

survie et la prolifération et dans l’établissement du phénotype tumoral des cancer du sein 

(Lottin et al., 2002 ; Berteaux et al., 2005), du foie (Fellig et al., 2005), du colon (Cui et al., 

2002), du poumon (Matouk et al., 2010), du pancréas (Ma et al., 2014), de l’œsophage (Hibi 

et al., 1996), de la vessie (Luo  et al., 2013) et du col utérin (Douc-Rasy et al., 1996). 

Toutefois, l’analyse par hybridation in situ de tumeurs du sein montre que H19 est localisé 

principalement dans les cellules stromales plutôt que dans l'épithélium. Bien que sa fonction 

exacte dans les cellules mammaires soit encore méconnue, H19 joue un rôle clé au cours de la 

cancérogénèse mammaire. Le mécanisme d'action de H19 semble se situer en partie au niveau 

de la régulation traductionnelle des gènes. En effet, H19 antagonise, à la manière d’une 

« éponge  moléculaire »,  le  miRNA  let-7  qui  inhibe  l’autorenouvellement  des  cellules 
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cancéreuses souches et la tumorigénicité des cancers du sein (Kallen et al., 2013). En outre 

H19 est le précurseur de miR-675, miRNA qui présente des fonctions antagonistes 

oncogéniques et oncosuppressives. MiR-675 supprime l'expression de pRB (Cai et al., 2007 ; 

Tsang et al., 2010) et inactive IGF1R, le récepteur d’IGF2 (Keniry et al., 2012). Une étude 

récente  a  révélé  que  H19  est  associé  à  la  voie  TGF-β,  à  l’EMT  et  à  des  protéines 

épigénétiques, telles SETD7, KDM1 et EZH1 (van Grembergen et al., 2016). 

 
 
 
 

 SRA 
 

SRA est le premièr lncRNA à avoir été identifié dans la cancérogénèse mammaire comme 

fonctionnant indépendamment de mécanismes épigénétiques ou catalytiques (Novikova et al., 

2012). Il est transcrit à partir du locus 5q31.3 en un lncRNA de 2 kb fonctionnant comme un 

co-activateur de récepteurs stéroïdiens. Le gène SRA1 joue un double rôle en codant à la fois 

pour une protéine (SRAP) et un lncRNA, SRA, obtenus par épissage alternatif (Kawashima et 

al., 2003 ; Hube et al., 2006 ; Cooper et al., 2011). La protéine SRAP et le lncRNA SRA 

transcrits à partir du gène SRA1 sont susceptibles d’influencer la cancérogénèse et la 

progression tumorale en modulant les niveaux d’expression des différents gènes cibles 

(Gutschner et al., 2012). SRA a été initialement identifié comme un nouveau régulateur de 

l'ARN du récepteur de la progestérone (Lanz et al., 1999), mais il peut également interagir 

avec de multiples récepteurs nucléaires, des co-régulateurs, ainsi que d'autres facteurs de 

transcription non nucléaires (Colley and Leedman, 2011a). Ainsi, SRA est actuellement 

considéré comme un lncRNA servant de plateforme multimoléculaire assurant les interactions 

de  plusieurs  régulateurs  transcriptionnels  au  niveau  de  loci  génomiques  cibles  afin  d’y 

moduler l'expression des gènes. SRA est localisé dans le noyau et le cytoplasme. Il régule 

l'expression génique des récepteurs stéroïdiens en interagissant avec des protéines contenant 

également un co-activateur du récepteur des stéroïdes (SRC-1). Les données expérimentales 

actuelles fournissent des arguments pour un rôle à la fois oncogénique et oncosuppresseur. La 

surexpression de SRA favorise également la prolifération et la différenciation cellulaire 

mammaire (Lanz et al., 2003). En pathologie humaine, SRA est exprimé à des niveaux très 

faibles dans le sein normal et son expression est augmentée dans les tumeurs du sein, en 

particulier dans les carcinomes RP+, ainsi que dans d’autres cancers (Leygue et al., 1999 ; 

Kawashima et al., 2003 ; Chooniedass-Kothari et al., 2006 ; Cooper et al., 2009). Enfin, le 

rôle de SRA  dans  la  tumorigénèse pourrait  être dépendant  du  contexte tissulaire ou  des 

niveaux d’expression différentiels des isoformes codants et non codants (Cooper et al., 2009). 
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4.2 Rôles des lncRNAs au cours de la progression tumorale 
 

Bien qu’encore très largement méconnue, l'expression différentielle des lncRNAs à chaque 

étape de l’initiation et de la promotion tumorale mammaire peut être prédite sur la base de 

leurs fonctions tumorigènes (Fig. 27). 

 

Les lncRNAs oncosuppresseurs, tels Zfas1 (Askarian-Amiri et al., 2011), MEG3 (Braconi 

et al., 2011), PTENP1 (Johnsson et al., 2013) et GAS5 (Brisken, 2013), sont exprimés par les 

cellules épithéliales mammaires normales et agissent principalement comme des inhibiteurs 

de croissance. 

 

Les lncRNAs oncogènes, tels UCA1 (Huang et al., 2014), LSINCT5 (Silva et al., 2011), 

lncRNA-JADE (Wan et al., 2013c), H19 (Matouk et al., 2013) , BC200 (Iacoangeli and 

Tiedge, 2013) et SRA (Novikova et al., 2012), favorisent la prolifération des cellules 

épithéliales mammaires et sont surexprimés dans les hyperplasies canalaires atypiques et les 

carcinomes in situ. 

 

Les lncRNAs pro-métastatiques, tels treRNA, MALAT1 et HOTAIR, sont impliqués dans la 

progression tumorale et la dissémination systémique (Dhamija and Diederichs, 2016). 
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Figure 27 :Principaux lncRNAs oncogènes et oncosuppresseurs ùnpliqués dans la survenue  des lésions 

d'hyperplasie canalaire atypique, de carcinomes  canalaires in situ et de carcinomes canalaires inrdtrants 

(Adapté  de Shore and Rosen, 2014) 
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4.3 Classifications des cancers du sein intégrant des lncRNAs 
 
 

Les principales classifications moléculaires ont été jusqu’à présent essentiellement basées sur 

l’intégration de données concernant les gènes codant pour des protéines. Cependant, les 

tumeurs d’un même sous-type moléculaire peuvent répondre différemment aux thérapies et 

présenter  des  évolutions  variées.  La  compréhension  des  mécanismes  moléculaires 

responsables de l’hétérogénéité tumorale demeure un enjeu majeur de manière à améliorer les 

diagnostics et les traitements. La relative haute spécificité des lncRNAs les font considérer 

comme des drivers oncogéniques potentiels et des biomarqueurs de cancers. Des études ont 

révélé l’intérêt diagnostique et pronostique croissant de l’intégration des lncRNAs dans les 

classifications des cancers, dont les tumeurs du colon (Hu et al., 2014b), de l’ovaire et du 

poumon (Du et al., 2013), de l’endomètre (Jiang et al., 2015), du rein (Malouf et al., 2015) et 

des gliomes (Li et al., 2014d). 

 

L’étude des profils d’expression des lncRNAs dans le cancer du sein, a permis l’identification 

de nouveaux lncRNAs associés aux diverses classifications cliniques, aux sous-types 

moléculaires et au pronostic. 

 

 L’étude des lncRNAs dérégulés entre les différents sous-types de cancers du sein a 

permis d’identifier 20 gènes de lncRNAs significativement corrélés avec les sous- 

types moléculaires de cancers mammaires, 14 lncRNAs avec les grades et 3 lncRNAs 

avec l’évolution clinique et la survie des patientes (Zhao et al., 2014). 

 
 

 L’analyse du profil d’expression de 1623 lncRNAs dans une série de 658 tumeurs 

mammaires  a  conduit  à  l’identification  de  4  clusters  corrélés  à  la  classification 

PAM50. L’analyse non supervisée a permis d’identifier 4 groupes de lncRNAs de 

pronostic différent : le groupe 1 lié aux tumeurs de type basal-like, le groupe 2 associé 

aux tumeurs HER2+, le groupe 3 lié aux tumeurs luminales A et le groupe 4 associé 

aux tumeurs luminales B (Fig. 28) (Su et al., 2014). 

 

 

 L’étude des profils transcriptomiques des lncRNAs dans une série de 995 tumeurs 

mammaires a mis en évidence 215 lncRNAs dérégulés par rapport au tissu normal. Le 

clustering non supervisé basé sur les lncRNAs a révélé 4 sous-groupes corrélés aux 

sous-types de la signature PAM50 définis par des mRNAs. Le profil des lncRNAs 

permet de distinguer les tumeurs RH+ des tumeurs RH-. Les lncRNAs dérégulés sont 
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impliqués dans les principales voies de signalisation oncogéniques. Ainsi, des 

corrélations significatives ont été observées entre (i) le sous-groupe de lncRNAs 

spécifiques du sous-type luminal A et l’activation de PI3K, FGF et TGFβ, (ii) entre le 

sous-groupe basal-like et EGFR, IL6 et l’EMT, (iii) le sous-groupe HER2 et mTOR, 

p53, PI3K et (iv) le sous-groupe luminal B et MYC, MAPK et RAF. Les sous types 

tumoraux contenant des lncRNA ou des mRNA activent ou inhibent globalement les 

mêmes voies à l’exception d’EGFR. Une signature pronostique comportant 27 

lncRNAs a été identifiée (van Grembergen et al., 2016). 

 

Les différents sous-types moléculaires des carcinomes définis soit par des lncRNAs, soit par 

des mRNAs, sont globalement associés à l’activation ou à l’inhibition des mêmes voies de 

signalisation, à l’exception des lncRNAs spécifiques du sous-type basal-like des carcinomes 

mammaires impliqués dans l’activation de la voie EGFR (van Grembergen et al., 2016). 
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Figure 28 : Classification moléculaire intégrant des longs ARN non codants. A: Clustering non supervisé identifiant les différents 

sous-groupes; B: courbe de survie (D'après Su et al., 2014) 
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5 LES LONGS ARNs NON CODANTS COMME BIOMARQUEURS 

ET CIBLES THERAPEUTIQUES POTENTIELS 

 

5.1 Les lncRNAs comme biomarqueurs pronostiques et prédictifs 
 
 

5.1.1 Généralités 
 

 

La découverte d’une plus grande spécificité cellulaire et tissulaire des lncRNAs ainsi que leur 

capacité à établir de multiples interactions rend possible leur utilisation comme biomarqueurs 

et cibles thérapeutiques potentielles (Tableau 7). L’utilisation de ncRNAs comme 

biomarqueurs diagnostiques et pronostiques présente des avantages par rapport aux mRNAs 

traduits  en  protéines  (Wapinski  and Chang,  2011  ; Wahlestedt,  2013).   Par rapport  aux 

mRNAs dont les niveaux d’expression ne sont que le reflêt indirect de l’activité fonctionnelle 

de la protéine active, le niveau d’expression des lncRNAs mesure exactement l’activité de ces 

molécules. A l’inverse des mRNAs qui sont exprimés par de nombreux sous-types de tumeurs 

malignes, les lncRNAs semblent présenter une plus grande spécificité cellulaire et tissulaire. 

De  plus,  les  lncRNAs  sécrétés  ou  libérés  par  les  cellules  tumorales  apoptotiques  ou 

nécrotiques peuvent être détectés dans le sang, le plasma, la salive et l'urine (Tong and Lo, 

2006 ; Ayers, 2013). En outre, les lncRNAs sont souvent stables dans le sérum humain et 

peuvent de ce fait être mesurés par les techniques non-invasives individuelles (qPCR) ou 

pangénomiques (RNA-seq). Enfin, il semble exister une corrélation significative entre les 

niveaux d’expression des lncRNAs circulants et les altérations génomiques, épigénétiques ou 

transcriptionnelles observées dans les tumeurs malignes. 

 
 
 
 

5.1.2 Les lncRNAs comme biomarqueurs dans divers types de cancers 
 

 

 Sein  :  Hormis  ANRIL  et  MALAT1,  les  principaux  autres  lncRNAs  oncogéniques 

dérégulés   dans   les   cancers   du   sein   sont   UCA1,   LSINCT5,   LncRNA-Smad7, 

LOC554202, lncRNA-JADE, PTV1, CYTOR, treRNA, HOTAIR, HOTAIRM1, 

BCYRN1/BC200, EFNA3, NEAT1, CCAT2, SOX2OT, ANRASSF1, MIR31HG, SPRY4- 

IT1, ARA, DSCAM-AS1, α-HIF, BCAR4 et FAL1. Les LncRNAs oncosuppresseurs 

dérégulés comprennent GAS5, PTENP1, Zfas1, Xist, NKILA et LIMT. Les lncRNAs 

controversés  dans  la  cancérogénèse  mammaire  sont  H19  et  SRA.  La  plupart  des 
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lncRNAs associés spécifiquement au sous-type basal-like apparaissent sous-exprimés 

(van Grembergen et al., 2016). HOTAIR est significativement surexprimé dans les 

cancers du sein HER2+ et HOTAIRM1 dans les cancers basal-like (Su et al., 2014). La 

surexpression de LINC00472 est significativement corrélée avec un risque moindre de 

récidive et de mortalité (Shen et al., 2015). La surexpression de NKILA est associée à 

un bon pronostic (Liu et al., 2015b) et la sous-expression de SNHG17 est corrélée à 

une plus longue survie (Zhao et al., 2014). La surexpression d’a-HIF est un facteur de 

mauvais pronostic dans les cancers du sein (Gutschner and Diederichs, 2012). 

 
 

 Œsophage : Les lncRNAs CCAT2 et PCAT1 sont surexprimés dans les carcinomes 

oesophagiens et corrélés à un pronostic défavorable (Chen et al., 2014b). 

 
 

 Estomac : HOTAIR, CCAT1, GHET1, MALAT1, PVT1, ANRIL, HULC, GACAT1/2/3, 

H19 et SUMO1P3 sont surexprimés dans les carcinomes gastriques et les lncRNAs 

oncosuppresseurs MEG3 et GAS5 sont sous-exprimés. Ce profil est souvent associé à 

l’existence de métastases ganglionnaires et viscérales (Hajjari et al., 2013a ; Sun et al., 

2013 ; Mei et al., 2013 ; Fang et al., 2015). 
 

 
 

 Intestin : Les principaux lncRNAs impliqués la cancérogénèse colique sont MALAT1, 

H19, CCAT1, uc.73, CCAT2, HOTAIR, PRNCR1, PVT1, CRNDE, GAS5 et lincRNA- 

p21 (Hu et al., 2014b). La surexpression de HOTAIR, MALAT1 et uc.73 est observée 

dans les carcinomes colorectaux de stade avancé présentant des métastases hépatiques 

(Sana et al., 2012). 

 

 

 Foie : HULC, H19, MALAT-1 et HOTAIR sont les principaux lncRNAs surexprimés 

dans les hépatocarcinomes (CHC) (Xie et al., 2013 ; Hu et al., 2014a). De plus, 

HOTAIR est un biomarqueur pronostique de récidive après transplantation hépatique 

(Yang  et  al.,  2011c).  HOTTIP  et  HOXA13  sont  également  surexprimés  et  leurs 

niveaux  d’expression  sont  corrélés  à  la  progression  tumorale,  la  survenue  de 

métastases  et  la  survie  (Quagliata  et  al.,  2014b).  HEIH  est  un  autre  lncRNA 

surexprimé dans les CHC et un facteur pronostique indépendant associé à la récidive 

(Yuan et al., 2012). 
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 Poumon : MALAT1 est un biomarqueur pronostique clé d’évolution métastasique dans 

les adénocarcinomes pulmonaires (Gutschner et al., 2013a,b). HOTAIR est fortement 

surexprimé dans les carcinomes pulmonaires non à petites cellules (CPNPC) de stade 

avancé ou comportant des métastases ganglionnaires (Chen et al., 2014a). BANCR et 

TUG1 sont sous-exprimés dans les CPNPCs et leurs faibles niveaux d’expression sont 

associés à un stade TNM avancé, une grande taille tumorale et une survie globale 

réduite (Sun et al., 2014b ; Zhang et al., 2014c). 

 
 

 Glioblastome : Le lncRNA oncogénique le plus surexprimé est CRNDE et le lncRNA 
 

oncosuppresseur MEG3 est sous-exprimé dans les glioblastomes (Graham et al., 2011 
 

; Ellis et al., 2012). H19 et le miRNA miR-675 appartiennent à une voie de 

signalisation majeure impliquée dans la progression tumorale des glioblastomes et la 

surexpression de H19 est observée dans les gliomes de haut grade (Shi et al., 2014). 

 
 

 Vessie : UCA1, H19, TUG1, Linc-UBC1, MALAT1, CUDR, HIF1α-AS et linc-UBC1, 

sont surexprimés dans les carcinomes de vessie et activent les voies de signalisation 

PI3K-Akt et Wnt/β-caténine (Zhang et al., 2013 ; Wang et al., 2014d). Le lncRNA 

oncosuppresseur MEG3 est sous exprimé. Le dosage de UCA1 dans les urines s’est 

avéré être particulièrement utile pour les patients atteints de tumeurs vésicales 

superficielles de grade G2/G3 et présentant un risque élevé d'invasion musculaire. 

 
 

 Prostate : PCA3, PCGEM1, PCAT1 et ANRIL sont fortement surexprimés dans les 

carcinomes de la prostate (Walsh et al., 2014 ; Crea et al., 2014b ; Fang et al., 2016a). 

PCA3  peut  être  détecté  dans  les  tissus  tumoraux  prostatiques,  l'urine  et/ou  les 

sédiments urinaires. Sa spécificité est plus élevée que celle du biomarqueur classique 

PSA (Ploussard et al., 2011). Le dosage de PCA3 pourrait être utilisé comme un test 

urinaire non invasif destiné au dépistage à grande échelle des carcinomes prostatiques 

et à la prédiction de leur agressivité (Roobol et al., 2010). 

 
 

 Peau : BANCR est surexprimé dans les mélanomes malins et favorise la prolifération 

et l’invasion des cellules mélanocytaires atypiques via l’activation des voies ERK1/2 

et JNK MAPK. Sa surexpression est corrélée à un taux de survie plus faible (Li et al., 

2014c). 
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 Ovaire : HOTAIR, HOST2, MALAT1 et LSINCT5 sont surexprimés dans les tumeurs 

ovariennes et fortement corrélés à un stade FIGO avancé, un grade histologique élevé, 

la survenue de métastases ganglionnaires et une survie globale réduite (Qiu et al., 

2014a). 
 
 
 Pancréas : SNHG8, PVT1, H19, HOTAIR, MIAT, GAS5, LINC00261, LINC00152, 

HNF1A-AS1 et AFAP1-AS1 apparaissent dérégulés dans les cancers pancréatiques 

(Müller et al., 2015). 



 

 

 
 
 

LncRNA Taille  Locus Mécanismes et fonctions Nature  Cancer Références 

 
ANRIL  3.9 kb  9q21.3  répression en cis du locus CDKN2A/2B via 

PRC1/PRC2 

 
HOTAIR  2.2 kb  12q13.13  répression multigénique en trans via 

PRC2/LSD1 

oncogène  prostate, sein, 

poumon 

colon, ovaire, foie 

oncogène  sein, foie, poumon, 

estomac, colon 

Aguilo et al.  (2016) 
 
 
Hansji  et al. (2014) 

MALAT1 8 kb  11q13.1  modulation de l’épissage alternatif  oncogène  sein, colon  Gutschner et al. (2013a) 

 
H19  2.3 kb  11p15.5  empreinte génomique oncogène   sein, vessie, col, 

colon, foie, pancréas 

Matouk et al. (2014) 

 

UCA1 1.4 kb, 2.2 kb, 2.7 kb  19p13.12  régulation du cycle cellulaire via CREB  oncogène  sein, vessie  Li et al. (2014b) 

 
NEAT1  3.7 kb, 23 kb  11q13.1  régulation transcriptionnelle et post- 

transcriptionnelle 

oncogène  prostate, sang  Zeng et al. (2014) 

 

HULC  0.5 kb  6p24.3  interacteur de CREB  oncogène  foie, colon, estomac, 

pancréas 

Zhang  et al. (2015) 

KCNQ1OT1  91.5 kb  11p15.5  empreinte génomique oncogène  estomac, colon  Kanduri, 2011 

 
CCAT1  2.6 kb, 5.2 kb  8q.24  régulation de Myc  oncogène  foie, estomac, colon  Deng et al. (2015) 

 
CCAT2  0.34 kb  8q24.21  Régulation transcriptionnelle  oncogène  sein, poumon,  colon  Ling et al. (2013) 

 
BC200  0.2 kb  2p21  modulation de la traduction  oncogène  multiples  Iacoangeli and Tiedge. (2013) 

 
SRA 2 kb  5q31.3  régulation via les hormones stéroïdes et PRC2  oncogène  prostate, sein, ovaire Novikova et al. (2012) 

 
TUG1  6.7 kb  22q12.2  interaction avec PRC2 et répression génique  oncogène  vessie, poumon  Nakagawa et al. (2012) 

 
anti-NOS2A  1.9 kb  17q23.2  répression de  Nos2A  oncogène  cerveau  Korneev et al. (2008) 

 
lncRNA-ATB  2.4 kb  14q11.2  activation par TGF-β  oncogène  foie  Shi et al. (2015b) 



 

 
 
 

 
CRNDE  10.3 kb  16q12.2  interaction avec PRC2 et CoREST 

régulation par l’insuline  et IGF 

oncogène  estomac,  colon, 

cerveau, ovaire 

Liu et al. (2016b) 

 

CUDR  2.2 kb  19p13.12  résistance médicamenteuse  oncogène  poumon, vessie, col, 

estomac,  colon 

Pu et al. (2015) 

HEIH  1.6 kb  5q34.3  répression des gènes cibles de PRC2 via EZH2  oncogène  foie  Zhang  et al. (2015) 

 
ncRAN  2 kb  17q25.1  interaction avec N-myc  oncogène  vessie, estomac, 

colon, cerveau 

Buechner et al. (2012) 

PCA  2, 4 et  23 kb  9q21.2  signalisation du RA  oncogène  prostate  Crea et al. (2014b) 

 
PCAT1  7.8 kb  8q24.21  inhibition de la recombinaison homologue  oncogène  prostate  Wen et al. (2016) 

 
PCGEM  27 kb  2q32  activation des gènes régulés par le RA  oncogène  prostate  Prensner et al. (2014b) 

 
PCNA-AS1  384 bp  20p12.3  accroissement de la stabilité  du mRNA de PCNA  oncogène  foie, estomac  Yuan et al. (2014) 

 
PlncRNA-1  245 pb  21q22.12  interaction avec le RA  oncogène  prostate  Fang et al. (2016) 

 

PRNCR1  13 kb  8q24.22  activation des gènes régulés par le RA  oncogène  prostate  Prensner et al. (2014b) 

 
PVT1  >300 kb  8q24  Répression épigénétique, MYC, miR-200, Rspo1  oncogène   foie, sein, ovaire, 

estomac,  poumon 

Colombo  et al. (2015) 

 

SChLAP1  224.8 kb  2q31.3  inhibition de la fixation aux complexes SWI/SNF  oncogène  prostate  Atala. (2014) 

 
AK126698 3.8 kb  1q24.2.  résistance au cisplatine via la voie Wnt  oncogène  poumon  Yang et al. (2013b) 

 
BANCR  693 bp  9q21.11  régulation de la voie MAPK  oncosuppresseur peau, rétine, poumon Liu et al. (2016a) 

 

GAS5 lncRNAs et snoRNAs  1q25.1  régulation hormonale  oncosuppresseur  sein, prostate, 

estomac,  col, rein 

Sun et al. (2014a) 

 

LET  2.6 kb  15q24.1  répression par HDAC3 sous hypoxie  oncosuppresseur  poumon, foie, 

estomac,  colon 

Liu et al. (2016c) 

LincRNA-p21  3 kb  6p21.2  répression de gènes induits  par TP53 via 

hnRNP-K 

oncosuppresseur poumon, estomac, 

colon, sang 

Tang et al. (2015) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
MEG3  1.6 kb  14q32.2  activation de la voie p53  oncosuppresseur  prostate, vessie, 

hypophyse, cerveau 

Guo et al. (2016)] 

 

PTEN-P1  4 kb  9p13.3  augmentation de l’expression de PTEN  oncosuppresseur prostate, TD  Deng and Sui. ( 2013) 

 
XIST  19 kb  Xq13.2  empreinte génomique, inactivation du 

chromosome X, fixation à PRC2 

oncosuppresseur sein, ovaire, col  Lee. (2009) 

 
 

 
Tableau  7 : Principaux lncRNAs pouvant  représenter des biomarqueurs et des cibles thérapeutiques potentiels (D’après Wahlestedt, 2013 ; Roshan et al. ; 2013). 

Pages 152-153-154. 
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5.2 Les lncRNAs comme cibles thérapeutiques potentielles 
 
 

 
5.2.1 Généralités 

 

En raison de leur rôle central dans la régulation de l’expression des gènes et de leur spécificité 

cellulaire, les lncRNAs pourraient représenter des cibles thérapeutiques potentielles 

prometteuses. Le ciblage des lncRNAs peut être réalisé en utilisant plusieurs approches, 

incluant l’invalidation médiée par les siRNAs, le blocage fonctionnel utilisant de petites 

molécules, des inhibiteurs oligonucléotidiques empêchant les interactions entre les lncRNAs 

et des protéines et la désorganisation de leur structure par de petites molécules ou des 

inhibiteurs oligonucléotidiques modifiant ou mimant leur structure secondaire de manière à 

les empécher de se fixer à leurs partenaires (Sanchez and Huarte, 2013; Fatemi et al., 2014; 

Takahashi and Caminci, 2014a). Les stratégies actuellement employées pour cibler les 

lncRNAs  sont  issues  de  procédés  utilisant  des  acides  nucléiques.  Parmi  celles  ci,  les 

techniques basées sur l'interférence par l’ARN (ARNi) sont sans doute les méthodes les plus 

couramment utilisées pour inhiber les lncRNAs dans les cellules cancéreuses. Les siRNAs et 

shRNAs présentent habituellement une grande sélectivité et sont dans l’ensemble efficaces 

dans l’inactivation des RNAs. Cependant, d'autres méthodes incluant les oligonucléotides 

antisens (ASO), les ribozymes, les aptamères et les petites molécules inhibitrices peuvent 

également être efficaces pour moduler les lncRNAs et présentent des avantages par rapport 

aux siRNAs. Néanmoins, si certains essais thérapeutiques sur des modèles murins laissent 

entrevoir des espoirs, de nombreux lncRNAs sont spécifiques des primates ou des humains et 

ne peuvent être étudiés in vivo par des modèles classiques de knockdown/knockout. En outre, 

s’il est actuellement bien établi que la dérégulation des lncRNAs est associée à de nombreux 

cancers, la question demeure quant à la signification de cette dérégulation, cause ou 

conséquence de la maladie. 

 
 
 
 

5.2.2 Techniques de ciblage thérapeutique des lncRNAs 
 
 
 

5.2.2.1 SiRNAs 
 

Les petits ARNs interférents (siRNAs) sont de courtes séquences (19-30 nt) d’ARN double 

brin qui ciblent les molécules d'ARN par leur complémentarité avec des séquences non 

appariées de lncRNAs. Les siRNAs sont totalement complémentaires de leurs cibles d'ARN 
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qui sont ensuite clivées au niveau d’une simple liaison phosphodiester située près du centre de 

la séquence complémentaire de celle des siRNAs. Ils présentent un rendement d’inactivation 

élevé   vis-à-vis   de   nombreux   lncRNAs   oncogéniques   surexprimés   dans   les   cellules 

cancéreuses et induisent des effets antitumoraux à la fois in vitro et in vivo. 

 
 

 HOTAIR est un biomarqueur diagnostique et pronostique potentiel surexprimé dans 

les cancers du sein, du poumon, du foie et du colon (Yao and Yang, 2014). Son 

inhibition par des siRNAs diminue le caractére invasif des cellules cancéreuses 

mammaires et inhibe la croissance tumorale des xénogreffes de carcinomes 

pancréatiques (Bhan et al., 2013 ; Kim et al., 2013b). L’inhibition de HOTAIR est 

également associée à une sensibilité accrue des cellules cancéreuses au TNFα induit 

par la réponse immune et au cisplatine et à la doxorubicine (Yang et al., 2011c). 

 
 

 MALAT1 est un biomarqueur pronostique potentiel pour divers types de cancers et 

son inhibition par des siRNAs peut s’accompagner d’une réduction partielle de la 

viabilité  et  de  la  migration  des  cellules  cancéreuses  et  d’un  accroissement  de 

l’apoptose (Lai et al., 2012). 

 
 

 PCA3,  PCAT1,  PCGEM  et  PRNCR1  sont  considérés  comme  des  biomarqueurs 

potentiels surexprimés dans les carcinomes prostatiques aggressifs. Leur inactivation 

par des siRNAs induit un arrêt de la prolifération et provoque une apoptose via 

l’inhibition du récepteur androgénique (Cui et al., 2013 ; Crea et al., 2014b ; Yang et 

al., 2014b). 

 

 

 H19, HULC, HEIH et MVIH apparaissent surexprimés dans les hépatocarcinomes et 

leur inhibition par des siRNAs se traduit par une réduction de la croissance tumorale 

des xénogreffes (Yang et al., 2011a ; Du et al., 2012). 

 

 

 H19, CUDR et HIF1A-AS sont des biomarqueurs des carcinomes de vessie dont 

l’activité oncogénique est réduite suite à l’utilisation de siRNAs (Dorsett et al., 2004 ; 

Bertozzi et al., 2011 ; Wang et al., 2012). 

 
 
Des essais cliniques de phase I et II utilisant des siRNAs sont en cours d’évaluation, de même 

 

que des thérapies combinant des siRNAs et des chimiothérapies conventionnelles (Dorsett et 
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al., 2004 ; Burnett et al., 2011). Toutefois, le principal obstacle des thérapies utilisant les 

siRNAs reste leur faible biodisponibilité. En particulier, les siRNAs utilisant des acides 

ribonucléiques sont sensibles à la dégradation par la nucléase et ont de ce fait une 

pharmacocinétique peu performante. 

 
 
5.2.2.2 ASO 

 

Les oligonucleotides antisens (ASO) sont de courtes molécules d’ADN ou d'ARN simple brin 

(8 à 50 nt) dotées de séquences spécifiques destinées à cibler entre autres des lncRNAs. Les 

ASOs s’hybrident directement aux transcrits des gènes codant pour les lncRNAs par 

appariement des bases et les hybrides ainsi formés sont ensuite reconnus par la RNase H1 

endogène, résultant en un clivage des molécules de lncRNAs (Bennett and Swayze, 2010). 

Les ASOs sont plus aisés à utiliser que les siRNAs qui sont plus instables et dont les capacités 

de ciblage sont moins performantes in vivo (Veedu and Wengel, 2010). Parmi les ASOs, les 

antagoNATs sont dirigés contre les lncRNAs antisens et utilisés pour majorer l’expression de 

mRNAs spécifiques via l’inhibition du lncRNA antisens correspondant (Modarresi et al., 

2012). L'inhibition de MALAT1 par les ASOs atténue divers phénotypes malins via l'arrêt du 

cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses du col utérin (Tripathi et al., 2013). Dans des 

modèles xénogreffés de cancers pulmonaires, l'injection d’ASOs dans des tumeurs sous- 

cutanées de souris nude inhibe efficacement MALAT1 in vivo et bloque l’apparition de 

métastases (Gutschner et al., 2013a). Certains ASOs sont l’objet de premiers essais cliniques 

(Watts et al., 2012). Globalement, les ASOs peuvent être utilisés contre les NATs 

(AntagoNATs), les interactions lncRNAs-complexes de remodelage chromatinien (PRC2), les 

eRNAs et les facteurs de transcription. 

 
 
 
 
5.2.2.3 Ribozymes 

 

 

Les  ribozymes  sont  des  molécules  d'ARN  produites  naturellement  qui  présentent  des 

fonctions intracellulaires catalytiques, parmi lesquelles la dégradation des molécules d'ARN 

(Citti and Rainaldi, 2005). Parmi les différents types de ribozymes, les ribozymes « en tête de 

marteau »  (Hammerhead  ribozyme,  HamRz)  semblent  présenter  un  intérêt  thérapeutique 

majeur car ils possèdent des actions inhibitrices efficaces tout en ayant le plus petit motif 

d'ARN endoribonucléolytique (Ruffner et al., 1990 ; Tedeschi et al., 2009). 
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5.2.2.4 Aptamères 
 

 

Un obstacle à l’utilisation des thérapies antisens est la présence de structures secondaires 

étendues au sein des molécules de lncRNAs, qui réduisent l’efficacité des siRNAs, des ASOs 

et des ribozymes (Luo and Chang, 2004 ; Gredell et al., 2008). Les aptamères sont de courts 

oligonucléotides d’ADN, d'ARN ou de peptides qui ont une structure tridimentionnelle stable 

in vivo (Watrin et al., 2009). Ils présentent un large spectre de cibles moléculaires dont les 

protéines, l’ARN et de petites molécules (Mayer et al., 2007). Ils se lient spécifiquement aux 

lncRNAs via leur structure tridimentionnelle. Des données récentes suggèrent que les 

aptamères pourraient constituer des agents thérapeutiques prometteurs par la dégradation ou 

l’inhibition des fonctions des lncRNAs (Darfeuille et al., 2006 ; Kotula et al., 2012). 

 
 
 
 
5.2.2.5 Petites molécules inhibitrices modulant l’activité des lncRNAs 

 

Ces  petites  molécules  sont  synthétisées  de  manière  à  se  lier  de  façon  compétitive  aux 

lncRNAs et à bloquer les interactions avec leurs partenaires protéiques (Fatemi et al., 2014). 

L’action de ces petites molécules peut également induire un changement conformationnel 

dans  les  lncRNAs  et  perturber  la  formation  de  structures  secondo-tertiaires  dotées  de 

fonctions importantes. Ainsi, l’inhibition de l’interaction de HOTAIR avec PRC2/LSD1 par 

ces molécules pourrait réduire la survenue de métastases dans les carcinomes mammaires 

(Tsai et al., 2011). 

 
 
 
 
5.2.2.6 Plasmides 

 

Une nouvelle approche thérapeutique non spécifique utilisant un plasmide, BC-819/DTAH19, 

permet d’injecter aux cellules tumorales une sous-unité de la toxine diphtérique et de la placer 

sous le contrôle du promoteur du lncRNA H19. La production de toxines diphtériques dans 

les cellules cancéreuses urothéliales, pulmonaires, coliques, ovariennes et pancréatiques 

s’accompagne plutôt d’une réduction de la taille des tumeurs que de l’inhibition de lncRNAs 

(Mizrahi et al., 2009 ; Gibb et al., 2011). 
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5.2.2.7 Thérapie génique 
 

Des essais de thérapie génique pourraient être proposés pour compenser la baisse du niveau 

d’expression de certains lncRNAs dont l’activité onco-suppressive est inhibée au cours de la 

cancérogénèse (Wahlestedt, 2013): PTCSC3 dans les carcinomes papillaires de la thyroïde 

(Fan et al., 2013), PTENP1 dans les carcinomes coliques (Poliseno et al., 2010), MEG3 dans 

les méningiomes et les glioblastomes (Zhang et al., 2010), LincRNA-p21 dans les carcinomes 

colo-rectaux, les carcinomes pulmonaires et les lymphomes (Huarte et al., 2010). 

 
 
 
 
5.2.2.8 LncRNAs circularisés 

 

La dérégulation du niveau d’expression de nombreux lncRNAs circulaires dans les tissus 

tumoraux par rapport au tissu sain, a été récemment observée au cours de la cancérogénèse 

(surexpression de ciRS-7 dans les neuroblastomes, les astrocytomes, les carcinomes rénaux et 

pulmonaires ; sous-expression de cir-ITCH dans les carcinomes oesophagiens et colorectaux). 

Certains   circRNAs   sont   associés   à   des   miRNAs   liés   au   cancer   (ciRS-7   et/   miR- 

7/miR671 dans les cancers du sein, les hépatocarcinomes et les cancers du col utérin). Les 

circRNAs régulent des voies de signalisation associées au cancer (ciRS-7 et voie EGFR) et la 

majorité d’entre eux sont régulés par l’EMT. Des translocations génèrent des circRNAs de 

fusion oncogéniques (F-circRNAs) en plus des oncoprotéines de fusion et contribuent à la 

transformation cellulaire et à la résistance aux thérapies (MLL/AF9 et f-circM9) (Guarnerio et 

al., 2016). Les circRNAs pourraient représenter des biomarqueurs pertinents (circRNAs 

circulants dans le sérum, le plasma, la salive, les urines) et des vecteurs thérapeutiques 

innovants (circularisation des « éponges » à miRNAs). 

 

 
 
 
 
 

6 PERSPECTIVES 
 
 

Les lncRNAs représentent une nouvelle famille de molécules impliquées dans l’édification de 

l’architecture nucléaire, la coordination de l’expression des gènes, la modulation des grandes 

fonctions  physiologiques  et  l’équilibre  homéostatique  cellulaire  et  tissulaire.  Les 

conséquences d’une expression aberrante des lncRNAs au cours de la carcinogénèse peuvent 

diversement associer une désorganisation des structures intranucléaires, la dérégulation de 
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l’expression des gènes et l’activation/inactivation de multiples voies de signalisation. Leur 
 

utilisation potentielle comme biomarqueurs et cibles thérapeutiques est prometteuse. 
 

 
 

Toutefois, de nombreuses questions demeurent concernant les lncRNAs. Leur définition 

demeure actuellement ambiguë et il n’existe pas de réelle classification fonctionnelle. Les 

lncRNAs sont des molécules très hétérogènes présentant de nombreux variants d’épissage. 

Les domaines structuraux et fonctionnels des lncRNAs et la nature de leurs interactions avec 

l’ADN, l’ARN et les protéines, sont largement méconnus. Bien que leur implication dans le 

cancer  soit  établie  et  leurs  mécanismes  d'action  mieux  connus,  il  n’est  pas  encore 

formellement exclu que les lncRNAs soient en partie des produits situés en aval de certaines 

structures chromatiniennes ou de processus transcriptionnels dérégulés. En outre, leur 

fonctionnalité est actuellement encore débattue en raison de leur faible niveau d'expression et 

de conservation entre les espèces. En raison d’une divergence évolutive survenue récemment, 

la majorité des lncRNAs sont observés chez les primates, avec pour conséquence une moindre 

pertinence des modèles murins pour leurs investigations et donc la nécessité d’utiliser des 

modèles humanisés, des xénogreffes et des cultures organoïdes. De plus, les mécanismes 

moléculaires  sous-tendant  leurs  fonctions  moléculaires  ne  sont  pas  encore  totalement 

élucidés, les lncRNAs possédant souvent plus d’un mécanisme d’action et leurs fonctions 

semblant modifiées dans les tissus cancéreux par rapport aux tissus sains (Xist). En outre, de 

nouvelles fonctions ont été très récemment découvertes, même pour les lncRNAs déjà connus 

et analysés (H19 et Xist), d’où l’importance d’utiliser des méthodes innovantes, telles le 

CRISPr, les études de perte de fonction in vivo et de délétion du locus ou du promoteur. 

Enfin,  les  lncRNAs  interagissent  dans  le  cadre  de  réseaux  très  complexes  incluant  des 

mRNAs, des miRNAs, des lncRNAs et des facteurs de transcription, qui sont dérégulés au 

cours de la cancérogénèse. 

 
 

Ainsi, les principaux défis durant les prochaines années concerneront l'identification et la 

cartographie de tous les lncRNAs appartenant au génome humain, leur caractérisation 

fonctionnelle et l’identification de leurs réseaux d’interactions. Ces défis ne pourront être 

atteints que grâce aux efforts combinés de la génomique fonctionnelle, de l’épigénomique et 

de la bioinformatique. 
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L’importante hétérogénéité des cancers du sein complique le pronostic, l’approche 

thérapeutique et la compréhension des mécanismes de résistance aux traitements. 

Actuellement, les récepteurs des estrogènes (ER) et de la progestérone (PR), le récepteur 2 du 

facteur de croissance épidermique humain (HER2), l’index Ki67 et la signature PAM50 sont 

pris en compte dans la classification histologique et l’orientation thérapeutique. La recherche 

de nouveaux biomarqueurs et de nouvelles cibles thérapeutiques s’avère donc impérative et 

est l’objet de recherches intensives. 

 

Les  études  pangénomiques  systématiques  réalisées  durant  la  dernière  décennie  ont 

révélé un large spectre de lncRNAs impliqués dans la cancérogénèse. La fonction globale 

des lncRNAs est de coordonner l'expression des gènes codant pour les protéines aux niveaux 

épigénétique, transcriptionel et post-transcriptionnel. Ils ont été également impliqués dans la 

régulation de nombreuses fonctions cellulaires fondamentales, dont la croissance, l'apoptose, 

le  cycle,  la  réparation  de  l’ADN,  le  métabolisme,  le  maintien  de  la  pluripotence, 

l’angiogénèse et la migration. En raison de leur plus grande spécificité tissulaire, les lncRNAs 

pourraientt aussi servir de biomarqueurs cliniques très performants à des fins diagnostiques et 

pronostiques mais aussi comme cibles thérapeutiques potentielles. 

 

Dans le cancer du sein, plusieurs lncRNAs ont été très récemment impliqués dans la 

progression tumorale des carcinomes mammaires. La plupart ont été identifiés comme des 

oncogènes et plus rarement comme des suppresseurs de tumeur. En outre, certains lncRNAs 

semblent secrétés par les cellules cancéreuses dans des exosomes, suggérant qu’ils pourraient 

également jouer un rôle crucial dans la dissémination métastatique via leurs interactions avec 

les  populations  cellulaires  des  niches  pré-métastatiques.  Cependant,  le  rôle  exact  des 

lncRNAS dans la cancérogénèse mammaire et leur intérêt réel dans la pratique clinique 

demeure encore largement méconnu et se doit d’être clarifié. 

 

L’objectif principal du projet vise à analyser l’expression des lncRNAs, leur 

fonctionnalité et leur rôle dans l’oncogénèse mammaire en recherchant plus 

particulièrement l’intérêt potentiel de ces molécules comme biomarqueurs à visée 

diagnostique, pronostique ou thérapeutique. 



166 
 

La première partie de la thèse s’est focalisée sur l’étude de deux lncRNAs, ANRIL et 

MALAT1, fortement impliqués dans de nombreux types de cancers, mais dont les 

mécanismes d’action biologiques et la signification clinique au cours de la 

cancérogénèse mammaire sont encore controversés et/ou méconnus. 

 
 
 
 

ANRIL 
 
 

Localisation génomique 
 

 

Le lncRNA CDKN2B-AS1, communément appelé Antisense Non-coding RNA in the INK4 
 

Locus  (ANRIL),  est  un  lncRNA  naturel  antisens  situé  chez  l’homme  dans  la  région 
 

chromosomique 9p21.3 au niveau du gène INK4b. ANRIL chevauche une région critique de 
 

35 kb englobant trois principaux suppresseurs de tumeur juxtaposés et réunis en un cluster 

p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF, ainsi que le gène de la méthyl-thioadénosine 

phosphorylase (MTAP). ANRIL a été initialement identifié au sein d’une délétion germinale 

de 403 kb, observée parmi les membres d'une famille française porteurs de mélanomes et de 

tumeurs du système nerveux (Pasmant et al., 2007). 

 
 
 
 

 
 

 
Figure 29 : Interactions du lncRNA ANRIL et des complexes polycomb PRC2/PRC1 au niveau du 

locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (D’après Congrains et al., 2013) 
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Caractéristiques moléculaires 
 

 

ANRIL est transcrit par l'ARN polymérase II en un lncRNA de 3.834 pb à partir du brin 

opposé au cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (Yu et al., 2008). Il partage un 

promoteur bidirectionnel avec p14-ARF, l'extrémité 5 ' du premier exon d’ANRIL étant situé à 

300 pb en amont du site d’initiation de la transcription (TSS) du gène p14-ARF. En 

conséquence, l'expression des deux gènes est coordonnée et l’activation de la transcription de 

ce promoteur divergent est assurée par le facteur de transcription E2F1 et l’insulateur CTCF 

(Sato et al., 2010 ; Rodriguez et al., 2010). ANRIL contient 20 exons dont la plupart consistent 

en des séquences répétitives de type LINE, SINE et Alu pouvant être épissées alternativement 

(Jarinova et al., 2009). Les nombreux transcrits d’ANRIL peuvent être classés en 4 grands 

sous-types d’isoformes épissés linéaires et circulaires et sont exprimés à des niveaux 

habituellement très faibles. Parmi les isoformes linéaires, les plus abondants sont les deux 

isoformes courts se terminant avec l’exon 13 polyadénylé et l’isoforme long dépourvu d’exon 

13 et se terminant par l’exon 20 polyadénylé. Des isoformes circulaires non polyadénylés 
 

d’expression plus abondante ont été récemment décrits, dont 2 lncRNAs mesurant 3.9kb et 
 

34.8kb, résultant d’un mécanisme d’exon skipping survenu lors de l'épissage alternatif (Yu et 

al., 2008 ; Folkensen et al., 2009 ; Kotake et al., 2011). De nombreux isoformes d’ANRIL 

peuvent en réalité coexister dans un même type de cellules, ou au contraire être spécifiques de 

tissus (Folkersen et al., 2009), augmentant ainsi la complexité de ses mécanismes d’action et 

de régulation. 

 
 
 
 

Mécanismes d’action 
 

 

Des études mécanistiques ont révélé qu’ANRIL peut réguler ses gènes voisins immédiats en 

cis en servant de plateforme pour les complexes modifiant la chromatine, tels PRC1 et PRC2, 

et médiant la répression en cis du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (Yap et al., 

2010 ; Kotake et al., 2011) (Fig. 29). Un mécanisme d'action possible pour ANRIL serait que 

plusieurs de ses variants d’épissage interagiraient spécifiquement avec le complexe PRC1 via 

CBX7 à proximité du promoteur du gène p16-INK4a afin de réprimer sélectivement ce gène 

(Aguilo et al., 2016). L'épissage alternatif pourrait ainsi modifier la structure d’ANRIL, 

conduisant à des changements dans la régulation du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14- 

ARF, médiée par les protéines des complexes polycomb. La présence de multiples enhancers 
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dans cette région suggère que l'expression du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF 
 

subit une régulation temporo-spatiale. 
 

 

Le locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF comporte les gènes p14-ARF (p19-ARF chez 

la souris), p15-INK4b et p16-INK4a. Ces trois gènes suppresseurs de tumeur jouent un rôle 

central dans l’arrêt du cycle cellulaire et sont impliqués dans la sénescence, l'apoptose et 

l’auto-renouvellement des cellules souches en favorisant les activités anti-prolifératives des 

deux gènes RB1 et TP53 (Popov and Gil, 2010). Les suppresseurs p15-INK4b et p16-INK4a 

ciblent les kinases CDK4 et CDK6 dépendantes des cyclines, empêchant la liaison de ces 

protéines aux cyclines de type D, et induisant l'inhibition de la phosphorylation (inactivation) 

médiée par CDK4/6, des membres de la famille RB1. La protéine p14-ARF agit 

principalement en se liant à l'E3 ubiquitine protéine ligase MDM2, favorisant sa dégradation 

et donc l'abrogation médiée par MDM2 de l'activité de p53 (Popov and Gil, 2010). 

 

Les deux complexes macromoléculaires répressifs sont le complexe polycomb répressif 1 

(PRC1) et le complexe polycomb répressif 2 (PRC2). Le complexe PRC2 se compose de trois 

sous-unités : embryonic ectoderm development (EED), suppressor of zeste 12 (SUZ12) et 

enhancer of zeste 2 or 1 (EZH2/1), qui catalysent les mono-, di- et triméthylation de la lysine 

27 de l'histone H3 (H3K27me1, H3K27me2 et H3K27me3) (Margueron et al., 2008). Le 

complexe PRC1  est  plus  hétérogène et  sa  composition  dépend  du  contexte cellulaire.  Il 

associe de façon variable des protéines de la famille PCGF (PCGF1-PCGF6), HPH (HPH1- 

HPH3),  des  protéines  à  domaine  chromobox  (CBX)  et  des  protéines  RING1a/1b  qui 

catalysent la monoubiquitination de H2A sur K119 (H2AK119ub1), de manière à maintenir 

fermement l’inactivation de la chromatine (Wang et al., 2004). 

 

ANRIL se lie spécifiquement à deux protéines polycomb, SUZ12 puis CBX7, afin de modifier 

le code histonique du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (Popov and Gil, 2010). Il 

interagit initialement avec la sous-unité SUZ12 de PRC2 et favorise sa liaison au niveau du 

locus p15-INK4b, la triméthylation de la lysine 27 de l'histone H3 et l’inactivation du gène 

p15-INK4b. H3K27me3 est une marque épigénétique répressive constituant un signal de 

reconnaissance pour les protéines à domaines chromobox CBX et le recrutement du deuxième 

complexe polycomb PRC1. ANRIL, en s’associant avec la sous-unité protéique CBX7 

(chromodomain of chromobox homolog 7) du complexe PRC1, favorise la reconnaissance de 

H3K27me3  par  CBX7  et  l’inactivation  du  cluster  p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF 

(Yap et al., 2010). CBX7 stabilise les complexes PRC1/PRC2 au niveau de la chromatine, 
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maintient l'inactivation des gènes cibles et la compaction de la chromatine au niveau du locus, 

en interagissant directement avec H3K27me3 via ses chromodomaines. Ainsi, PRC2 et PRC1 

agissent de concert et successivement pour déposer les marques répressives H3K27me3 et 

H2AK119Ub1, assurant ainsi une répression transcriptionnelle ferme et pérenne. En outre, 

EZH2 recrute et interagit également avec des ADN méthyltransférases, assurant ainsi la 

méthylation des ilots CpG des promoteurs de gènes cibles et l’établissement de structures 

chromatiniennes répressives. Il est aussi un régulateur clé du contrôle de l’engagement et de la 

différenciation  des  cellules  souches  embryonnaires  et  adultes.  De  même,  CBX7  joue 

également un rôle essentiel dans l’auto-renouvellement des cellules souches et le maintien de 

la pluripotence. 

 
 
 
 

Fonctions 
 

 

ANRIL est impliqué dans le contrôle des checkpoints du cycle cellulaire, l'apoptose, la 

sénescence et la réparation de l’ADN. Des niveaux transcriptionnels accrus d’ANRIL sont 

observés à la phase tardive de la réparation cellulaire des altérations de l'ADN. Ils 

s’accompagnent de l’inactivation transitoire de l’expression des gènes p14-ARF, p15-INK4b 

et p16-INK4a, afin de favoriser le retour à une cinétique cellulaire normale. ANRIL est 

également impliqué dans la sénescence induite par le stress et par les oncogènes (oncogene- 

induced senescence, OIS). Les mécanismes de l’OIS dépendent en partie de trois lncRNAs : 

ANRIL, UCA1 et un transcrit non codant du gène MIR31HG situé à 400 kb en amont du locus 

p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF. 

 
 
 
 

Régulation 
 

 

ANRIL est régulé par la voie ATM-E2F1 et est activé au niveau transcriptionnel par le facteur 

de  transcription  E2F1  à  la  suite  de  lésions  de  l'ADN.  La  voie  Ras/Raf/MEK/ERK  est 

également impliquée dans la régulation d’ANRIL et du cluster p16-CDKN2A/p15- 

CDKN2B/p14-ARF   (Malumbres   et   al.,   2000).   La   protéine   oncogénique   Ras   inhibe 

l'expression d’ANRIL, favorise l’activation de p15INK4b et induit le mécanisme protecteur de 

l’OIS. TET2 (Ten to eleven translocation 2) se lie à la région promotrice d’ANRIL et inhibe 

son expression, favorisant ainsi l'apoptose. 
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Rôles d’ANRIL dans la cancérogénèse 
 
 

Polymorphismes et altérations structurales 
 

 

Les polymorphismes d’ANRIL et ses altérations structurales peuvent affecter l'homéostasie 

cellulaire et contribuer à l'apparition de diverses pathologies. 

 

Des nombreuses études d'association pangénomique (GWAS) ont identifié des régions 

spécifiques du génome humain présentant une forte corrélation non aléatoire avec des facteurs 

de prédisposition à diverses maladies (de los Campos et al., 2010). Ces études ont permis de 

préciser que la région 9p21.3 est le siège de multiples altérations génétiques associées à un 

nombre croissant de pathologies et comporte des polymorphismes nucléotidiques simples 

(SNPs), correspondant à une sensibilité accrue vis à vis de diverses maladies humaines. Les 

SNPs ont été identifiés au niveau du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF et sont 

étroitement associés aux maladies cardiovasculaires, aux accidents vasculaires cérébraux, aux 

anévrysmes de l’aorte, au diabète de type II et au cancer (Yap et al., 2010 ; de los Campos et 

al., 2010). Les SNPs présents au sein du locus d’ANRIL affectent ses niveaux d'expression et 

modifient les sites de liaison aux facteurs de transcription et l’épissage alternatif, à l’origine 

de nouveaux transcrits qui perturbent l'expression du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14- 

ARF  (Harismendy  et  al.,  2011).  Ainsi,  le  SNP  rs1063192-C  est  fortement  corrélé  à  la 

survenue de gliomes, le SNP rs1011970-T à la survenue de mélanomes (Cunnington et al., 

2010), et le SNP Rs564398 augmente le risque de leucémie lymphoblastique (Iacobucci et al., 
 

2011). 
 

 

Les altérations structurales d’ANRIL, telles les délétions et les translocations, peuvent affecter 

son efficacité dans la répression du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (Burd et al., 

2010) et sont associées à une diminution de la viabilité cellulaire, une augmentation de la 

prolifération et de l'adhérence, et une diminution de l'apoptose et de la sénescence. Ces 

modifications peuvent conduire à la dérégulation de l'expression des gènes en cis. Les gènes 

du cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF sont le siège d’une délétion homozygote ou 

d’une inactivation transcriptionnelle dans environ 40% des cancers humains (Iacobucci et al., 

2011). ANRIL apparait ainsi comme l’un des lncRNAs plus fréquemment altérés dans les 

cancers, dont les carcinomes de l'ovaire, du sein, du nasopharynx, de la peau, les 

neurofibromes  et  les  gliomes  ainsi  que  les  leucémies  lymphoblastiques  (Pasmant  et  al., 

2011b). Des transcrits de fusion MTAP-ANRIL ont été récemment identifiés dans des lignées 
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cellulaires de mélanomes et les tumeurs mélanocytaires malignes et sont associés à une 

délétion focale au niveau du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF (Xie et al., 2016). 

L'oncoprotéine traduite à partir du transcrit de fusion MTAP-ANRIL est analogue à la protéine 

MTAP tronquée, car ANRIL contribue seulement à trois résidus d'acides aminés. Un transcrit 

de fusion similaire a été identifié dans une tumeur gliale, résultant de la fusion de l’exon 4 de 

MTAP avec l’exon 2 d’ANRIL et la protéine produite contient 27 acides aminés issus du gène 

non codant. Les altérations structurales d’ANRIL conduisent également à une dérégulation de 

l'expression des gènes en trans. La surexpression des exons 13-19 d’ANRIL dans les cellules 

HeLa  aboutit  à  la  répression  de  nombreux  gènes  impliqués  dans  le  remodelage  de 

l'architecture chromatinienne, dont la protéine centrosomale CEP290, p300 et TCF7L1 (Sato 

et al., 2010). 

 
 
 
 

Mécanismes moléculaires 
 

 

La  dérégulation  d’ANRIL  dans  le  cancer  se  traduit  par  sa  surexpression  aberrante,  une 

moindre efficacité dans la répression en cis du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF et 

une capacité inattendue à réguler de nombreux gènes en trans. La liaison directe d’ANRIL 

avec  les  complexes  répressifs  polycomb  favorise  la  compaction  chromatinienne  et  la 

répression permanente en cis des gènes CDKN2A, CDKN2B et ARF. La liaison avec 

l’insulateur CTCF, qui est nécessaire afin de maintenir le locus p16-CDKN2A/p15- 

CDKN2B/p14-ARF dans une conformation inductible, est abrogée lors de la méthylation de 

l'ADN, avec des conséquences sur la progression tumorale (Rodriguez et al., 2010). Les 

altérations de l’ADN favorisent l’activation de la voie ATM et E2F1 et induisent la 

surexpression d’ANRIL. Sa surexpression provoque une inefficacité des mécanismes de 

réparation des lésions de l'ADN, conduisant à une instabilité génomique et à la progression 

tumorale (Wan et al., 2013a). Le locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF responsable de 

l’OIS est inactivé dans les cellules cancéreuses. Au cours de la cancérogénèse gastrique, 

ANRIL inhibe des miRNAs en se liant à EZH2. En inactivant épigénétiquement miR-49a et 

miR-449A, ANRIL favorise l’activation des voies mTOR et CDK6/E2F1 et un mécanisme de 

feed-back positif, qui augmente l'expression d’ANRIL (Aguilo et al., 2016). MiR-449a inhibe 

l'expression de bcl2 et induit l’arrêt du cycle et la sénescence dans les cellules cancéreuses 

prostatiques. MiR-99a inhibe la prolifération des cellules cancéreuses hépatiques et gastriques 

et la malignité des cellules cancéreuses mammaires en inhibant IGF-1R (Zhang et al., 2014d). 
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ANRIL favorise la croissance cellulaire en inhibant la voie de signalisation TGFβ /Smad dans 

les carcinomes malpighiens de l'œsophage (Chen et al., 2014c). L’expression de KLF2 peut 

être inhibée par EZH2, qui est recruté par ANRIL au niveau la région promotrice de KLF2 

dans les hépatocarcinomes (Huang et al., 2015). La surexpression d’ANRIL favorise 

l’inhibition de p21. C-Myc se lie directement au promoteur d’ANRIL et favorise son 

expression. La régulation d’ANRIL par l’enzyme TET2 qui induit normalement l’apoptose, est 

altérée avec une sous-expression de TET2 dans les mélanomes et les carcinomes mammaires 

et gastriques (Deng et al., 2016c). ANRIL est corrélé positivement à TNF-α, NF-kB et aux 

cytokines inflammatoires. La surexpression d’ANRIL dans des modèles murins de carcinomes 

pulmonaires induit l’augmentation de l’expression de VEGF-C et VEGFR-3, une 

lymphangiogénèse et des métastases ganglionnaires (Sun et al., 2016 ; Wang et al., 2016). 

 
 
 
 

Analyses fonctionnelles 
 

 

Les  expériences  de  gain  et  de  perte  de  fonction  réalisées  in  vitro  et  in  vivo  suggèrent 

qu’ANRIL  est  un  lncRNA  oncogénique  favorisant  la  progression  du  cycle  cellulaire  et 

inhibant l'apoptose et la sénescence pour stimuler la prolifération tumorale. 

 

La surexpression d’ANRIL (i) provoque d'importants changements dans l'expression des gènes 

distribués à distance dans le génome, favorise l'activité métabolique et majore la prolifération 

et l'adhésion cellulaire tout en inhibant l'apoptose, (ii) promeut la prolifération cellulaire dans 

les cellules cancéreuses du colon et (iii) augmente la prolifération, favorise la progression du 

cycle cellulaire et inhibe l'apoptose et la sénescence des cellules carcinomateuses ovariennes, 

(iv) provoque la sous-expression de plusieurs gènes impliqués dans des mécanismes de 

remodelage chromatinien, dont p300 et (iv) induit l’hyperméthylation de l’ADN du locus 

p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF dans les cellules différenciées. 

 

La déplétion d’ANRIL (i) s’accompagne de la surexpression de CDKN2B mais pas de celle de 

CDKN2A ou d’ARF dans des lignées cellulaires de fibroblastes foetaux. Cette inactivation 

réduit de plus les niveaux de H3K27me3 dans le cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14- 

ARF, (ii) inhibe la croissance des tumeurs de l'ovaire chez la souris  nude et induit une 

apoptose in vitro et in vivo dans le cancer de l'ovaire, (iii) diminue la croissance cellulaire et 

augmente le nombre de cellules sénescentes dans les fibroblastes humains, (iv) supprime la 

prolifération, la migration et l'invasion des cellules cancéreuses gastriques, pulmonaires et 
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vésicales, et favorise l'apoptose des cellules cancéreuses in vivo et in vitro, (v) supprime 

l’invasion, la prolifération et l'apoptose des cellules hépatocarcinomateuses à la fois in vivo et 

in vitro et (vi) induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G2/M des cellules carcinomateuses 

du col de l’utérus. 

 

L’inactication complête d’ANRIL s’accompagne d’une réduction de la marque répressive 

H3K27me3, d’une diminution des liaisons de CBX7 et EZH2 au niveau du TSS de p16- 

CDKN2A et d’une expression accrue de p15-CDKN2B et p16-CDKN2A, provoquant la 

suppression de la prolifération cellulaire et la sénescence (Yap et al., 2010). 

 
 
 
 

Pathologie humaine 
 

 

ANRIL est surexprimé dans de nombreux tissus pré-néoplasiques et néoplasiques par rapport 
 

aux tissus non tumoraux (Yap et al., 2010), dont les cancers de l’estomac (Zhang et al., 
 

2014d), de la prostate, du rein, de l'œsophage (Chen et al., 2014b), du côlon, de l'ovaire, du 

poumon ainsi que les leucémies (Yu et al., 2008 ; Cunnington et al., 2010). Pour ces cancers, 

les analyses statistiques et les méta-analyses ont révélé que la surexpression d’ANRIL est 

corrélée positivement à un stade TNM avancé, la survenue de métastases ganglionnaires et un 

facteur prédictif indépendant de survie globale défavorable (Liu et al., 2016a). 

 
 
 
 

Conclusion 
 

 

ANRIL apparait comme un driver oncogénique inhibant l'apoptose et la sénescence et 

favorisant la prolifération tumorale et la lymphangiogénèse. Il pourrait constituer un 

biomarqueur pertinent et une cible thérapeutique potentielle en raison de son implication dans 

de  nombreux  cancers.  Toutefois,  en  dépit  d’importants  progrés  réalisés  dans  la 

compréhension   de   son   fonctionnement,   ses   fonctions   physiologiques   ainsi   que   les 

mécanismes de sa dérégulation au cours de la carcinogénèse mammaire restent encore 

largement méconnus. En outre, des études successives suggèrent que certaines sous-unités 

polycomb, dont CBX7, pourraient agir tantôt comme des oncogènes, tantôt comme des 

oncosuppresseurs, en fonction de la localisation tumorale primitive. Une approche 

nécessairement plus large de ses mécanismes d'action physiologiques et pathologiques, de ses 
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voies de régulation et d’épissage et de ses réseaux d’interactions moléculaires, constituera une 
 

étape décisive pour son utilisation thérapeutique potentielle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MALAT1 
 
 

Localisation génomique 
 

 

MALAT1 (Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1), également connu sous 

le nom de NEAT2 (Nuclear Enriched Abundant Transcript 2), est un lncRNA intergénique 

transcrit à partir d’un locus situé en 11q13.1. Le transcrit du gène MALAT1 a été initialement 

décrit en 1997 comme un transcrit "alpha" dans une étude ayant identifié de multiples ARNs 

issus du locus associé aux MEN de type 1. En 2003, MALAT1 a été identifié comme un 

transcrit associé à la survenue de métastases chez des patients atteints de cancers pulmonaires 

non à petites cellules de stade précoce. En 2007, il a été localisé dans les speckles, domaines 

nucléaires destinés au stockage et à l’épissage alternatif des pré-mRNAs. 

 
 
 
 

Caractéristiques moléculaires 
 

 

A la différence de la plupart des lncRNAs, MALAT1 est ubiquitaire et présente un haut niveau 

d’expression dans de nombreux tissus humains normaux (Spector and Lamond, 2011), 

particulièrement dans le cerveau (Bernard et al., 2010), ainsi qu’un degré de conservation 

inter-espèces  élevé  (Ji  et  al.,  2003  ;  Hutchinson  et  al.,  2007),  en  faveur  de  fonctions 

biologiques importantes (Ulitsky et al., 2011). La séquence de MALAT1 est en effet conservée 

parmi 33 espèces de mammifères et de putatifs orthologues pourvus d’une faible homologie 

de séquence ont été identifiés au niveau de chromosomes synténiques chez les vertébrés 

inférieurs. MALAT1 est l’un des plus abondants lncRNAs et sa localisation est essentiellement 

intranucléaire  (Tripathi  et  al.,  2010).  MALAT1  subit  un  processus  de  maturation  non 

canonique aboutissant à la création de 2 isoformes. L’isoforme le plus long mesure 8kb chez 

l’homme, possède un signal de polyadélylation conservé en 3’, est entièrement localisé dans 

le noyau et comporte un faible niveau d’expression. Le deuxième isoforme mesure 7.5kb et 
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son extrémité 3' ne dispose pas d'une queue polyA+, mais d’une structure de type tRNA-like, 

qui est synthétisée via la voie de maturation des tRNAs par des endonucléases de type RNase 

P et RNase Z. Ce clivage génère un transcrit stable intra-nucléaire très abondant et un court 

RNA de type tRNA cytoplasmique (malat1 associated small cytoplasmic RNA, mascRNA) 

dont la fonction est inconnue (Wilusz et al., 2008). L'extrémité 3' forme une structure tri- 

hélicoïdale stable U-A-U, qui confère au lncRNA MALAT1 une résistance aux nucléases et 

favorise une traduction plus efficace quand il est exporté vers le cytoplasme (Brown et al., 

2012). L’homologie de séquences de MALAT1 entre le poisson zèbre et les mammifères, est 

limitée  à  son  extrémité  3',  ce  qui  souligne  son  importance  biologique.  La  demi-vie  de 

MALAT1 dans les cellules humaines est de 9 à 12 heures, relativement plus longue que celles 

des autres lncRNAs, en partie due à la structure en triple hélice située à son l'extrémité 3’. 

Bien que MALAT1 soit localisé spécifiquement dans des organelles intranucléaires, il n’est 

pas considéré comme un lncRNA architectural puisque sa déplétion n’entraine pas la 

dispersion des corps nucléaires et il ne semble pas non plus participer à l’organisation des 

complexes d’épissage (Tripathi et al., 2010). 

 
 
 
 

Régulation 
 

 

Au niveau transcriptionnel, l’expression de MALAT1 est régulée pendant la différenciation 

cellulaire. Ainsi, la myostatine, un régulateur négatif de la myogénèse, inhibe la transcription 

de MALAT1 et régule ainsi le développement et la croissance musculaire squelettique. La 

déplétion de MALAT1 conduit à l’activation de p53 (Tripathi et al., 2013). 

 

Au niveau post-transcriptionnel, la voie Drosha-DGCR8-microprocesseur requise pour la 

biogénèse des miRNAs est impliquée dans la régulation de MALAT1 (Macias et al., 2012). La 

déplétion de Drosha augmente la transcription de MALAT1, suggérant que ce dernier est 

reconnu comme un substrat par le complexe microprocesseur et transformé en petits RNAs. 

Les transcrits de MALAT1 interagissent avec des miRNAs. Ago2, un composant du complexe 

répressif médié par les miRNAs, se lie à MALAT1 et les miRNAs miR-9, miR-102, miR-217 

et miR-205 le ciblent directement. L’expression des transcrits de MALAT1 est également 

régulée par des protéines. TDP-43 est une protéine de liaison à l'ADN qui se lie à la séquence 

TAR du virus de l'immunodéficience humaine 1 (VIH-1) et la déplétion de TDP-43 dans le 

cerveau  de  la  souris  réduit  l'expression  de  MALAT1.  Les  modifications  post- 

transcriptionnelles des nucléosides, telles la N6-méthyladénosine (m6A), agissent comme des 
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commutateurs moléculaires favorisant la liaison de hnRNP C1/C2 à MALAT1 et contrôlant la 

progression du cycle cellulaire en phase G2/M. 

 
 
 

 
Mécanismes d’action 

 

 

Les mécanismes d’action de MALAT1 sont encore largement méconnus mais pourraient être 

liés à sa capacité d’interagir avec de multiples réseaux protéiques dont l'expression varie dans 

différents contextes cellulaires. A ce jour, plus de 20 protéines interagissent avec MALAT1, 

parmi lesquelles SRSF1, SRSF2, SRSF3, U2AF65, IBP160, RNPS1, SRSF4, TDP-43, 

DGCR8, Ago2, hnRNP C1/C2, LSD1 et SETDB2. De plus, MALAT1 agit comme un 

compétiteur endogène dans la myogénèse via son interaction avec miRNA-133 (Han et al., 

2015). 
 
 
 
 
 

Fonctions 
 

 

MALAT1 est impliqué dans la régulation transcriptionnelle de l'expression génique et dans 

l'épissage alternatif avec d’importantes conséquences dans le contrôle du cycle cellulaire, 

l'apoptose, la plasticité et la mobilité cellulaire (Fig. 30). 

 

MALAT1 est localisé dans les speckles qui constituent des corps intranucléaires contenant 

divers facteurs impliqués dans l’épissage des pré-mRNAs, dont les complexes U snRNPs et la 

famille des régulateurs d'épissage SR. MALAT1 semble réguler l'épissage alternatif des pré- 

mRNAs en modulant le recrutement, les niveaux d’expression et la phosphorylation des 

facteurs actifs d'épissage sérine/arginine, telles les protéines SRSF1, SRSF2 et SRSF3 

(Hutchinson et al., 2007 ; Tripathi et al., 2010) et en jouant le rôle d’« éponge moléculaire » 

par ses multiples sites de liaison à la protéine TDP-43, impliquée dans la fixation à de 

nombreux pré-mRNAs (Tollervey et al., 2011). L’inactivation de MALAT1 s’accompagne 

d’altérations de l’épissage et de modifications de l’expression des gènes (Tano et al., 2010 ; 

Tripathi et al., 2013). La déplétion de MALAT1 provoque des anomalies du positionnement de 

certains  facteurs  d'épissage  (SF1,  U2AF65  et  SF3a60)  au  sein  des  speckles,  et  une 

modification de la phosphorylation des protéines SR. Ces résultats suggèrent que MALAT1 

contrôle indirectement l'épissage alternatif en changeant la distribution des régulateurs 

d'épissage dans les speckles. Ces effets sur l'épissage alternatif sont cependant absents dans 
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les modèles murins KO pour MALAT1. Toutefois, une étude concernant des modèles murins 

déplétés en MALAT1 n’a pu révéler de modification des niveaux d’expression des facteurs 

d’épissage (Nakagawa et al., 2012). 

 

Ces résultats apparemment discordants pourraient être expliqués si l’on considère que le rôle 

de MALAT1 n’est pas indispensable à la régulation de l'épissage alternatif dans des conditions 

normales, mais devient essentiel dans des environnements spécifiques. De plus, l'absence de 

MALAT1 pourrait être compensée par un mécanisme de rétrocontrôle encore inconnu pour 

maintenir un épissage dans les modèles KO animaux. En outre, l'extrême abondance des 

transcrits de MALAT1 pourraient provoquer la libération rapide des facteurs d'épissage et 

simuler les effets d'une surexpression aigue de ces facteurs. 

 

Bien que les speckles aient été initialement considérés comme les lieux dédiés au stockage des 

facteurs d’épissage, la localisation de la sérine-2 phosphorylé ARN polymérase II dans ces 

corps intranucléaires suggère l’existence d’une transcription de novo. En accord avec cette 

hypothèse, la déplétion de MALAT1 induite par les siRNAs affecte l'expression d'un ensemble 

de gènes impliqués dans la motilité cellulaire. MALAT1 pourrait ainsi activer de multiples 

gènes en interagissant avec la protéine Pc2 (polycomb protein 2), un composant du complexe 

répressif PRC1 et un lecteur du code histone via son chromodomaine CBX4. MALAT1 régule 

la localisation de Pc2 en coopérant avec un autre lncRNA, TUG1. La forme non méthylée de 

Pc2 interagit préférentiellement avec MALAT1 dans les speckles, alors que la forme méthylée 

de Pc2 interagit surtout avec TUG1 au sein de corps intranucléaires voisins, les corps 

polycomb (CP). La méthylation/déméthylation de Pc2/CBX4 coordonne la relocalisation des 

gènes contrôlant la prolifération entre les speckles et les CPs en réponse à des signaux de 

croissance. MALAT1 agit donc comme une plateforme moléculaire permettant l'expression 

des gènes en favorisant les interactions entre la forme non méthylée de Pc2, le facteur de 

transcription E2F, les marques histoniques et le complexe co-activateur de la transcription. En 

outre, la liaison de MALAT1 à la forme non méthylée de Pc2/CBX4 favorise la sumoylation 

d’E2F1 conduisant à l'activation du programme génique de contrôle du cycle et de la 

croissance cellulaire (Nakagawa et al., 2012). L'expression génique peut ainsi être régulée par 

un déplacement entre deux corps nucléaires dont l’activité antagoniste est médiée par deux 

lncRNAs. MALAT1 interagit également avec les loci voisins et contrôle leur expression, 

suggérant un mécanisme de cis-activation transcriptionelle. Ainsi, l'expression de NEAT1, 

située à 30 kb en 5' de MALAT1 est réduite dans les modèles murins KO pour MALAT1 et 

dans les cultures cellulaires soumises à des siRNAs inactivant MALAT1. 
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Figure 30 : Mécanismes d’action du lncRNA MALAT1 au niveau des speckles intra-nucléaires 

(D’après Tano and Akimitsu, 2012) 
 
 
 
 
 

 
Rôles de MALAT1 dans la cancérogénèse 

 
 

Mécanismes moléculaires 
 

 

Des altérations ont été identifiées dans divers types de cancers, et en particulier les tumeurs 

mammaires, au niveau du locus de MALAT1, dont des translocations chromosomiques, des 

amplifications et des mutations ponctuelles (Ellis et al., 2012 ; Nik-Zainal et al., 2016). Une 

translocation MALAT1-TFEB a été observée dans les carcinomes du rein avec création d’un 

transcrit de fusion oncogénique. Dans les cellules de neuroblastomes humains, l'ocytocine 

élève  le  niveau  d’expression  de  MALAT1  via  la  liaison  du  facteur  de  transcription 

interagissant avec l'AMPc au promoteur du gène MALAT1. Dans le myélome multiple, 

MALAT1 recrute le facteur de transcription Sp1 au niveau de LTBP3 (latent transforming 

growth factor beta binding protein 3), favorisant ainsi l'activation et la sécrétion du facteur de 

croissance TGF-β. JMJD1A, une histone H3K9 déméthylase, se lie au promoteur du gène de 

MALAT1 et déméthyle l’histone H3K9 au niveau du promoteur, conduisant à la surexpression 
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de MALAT1. Dans les cancers de l'endomètre, la méthylation du promoteur de la proto- 

cadhérine  10  (PCDH10),  un  gène  oncosuppresseur  potentiel,  induit  la  transcription  de 

MALAT1 via l'activation de la voie Wnt/β-caténine. Dans les cellules de cancers du sein 

exprimant le RE, le traitement par le 17β-oestradiol régule négativement la transcription de 

MALAT1,  conduisant  à  l'inhibition  de  la  prolifération  cellulaire,  de  la  migration  et  de 

l'invasion. Le facteur de transcription Sox17, fréquemment inactivé par hyperméthylation 

dans les cellules cancéreuses, inhibe l'expression du gène MALAT1 dans le cancer de 

l'œsophage. Dans les cellules endothéliales humaines, l'hypoxie induit la transcription de 

MALAT1, conduisant à la prolifération du système vasculaire. Dans le cancer de la vessie, 

MALAT1 s’associe avec SUZ12, une sous-unité de PRC2 et induit l'expression de la N- 

cadhérine et une réduction concomitante de la E-cadhérine. Le TGF-β induit la transcription 

de MALAT1 dans les cellules cancéreuses et favorise l’EMT. Dans les cancers colorectaux et 

les ostéosarcomes, MALAT1 favorise la croissance tumorale et les métastases en se liant à 

PSF, une protéine de liaison à l'ARN multifonctionnelle (Yoshimoto et al., 2016) 

 
 
 
 

Analyses fonctionnelles 
 

 

Les études de gain et de perte de fonction conduites in vitro et in vivo, ont révélé que 

MALAT1 est particulièrement impliqué dans les mécanismes fondamentaux de la 

carcinogénèse.  MALAT1  apparait  surexprimé  dans  de  nombreux  cancers  et  confère  aux 

cellules tumorales un phénotype prolifératif et métastatique (Gutschner et al., 2013). 

Cependant, alors que la surexpression de MALAT1 conduit à des conséquences délétères, son 

inactivation chez la souris n’est pas létale (Zhang et al., 2012). MALAT1 favorise l’acquisition 

par les cellules tumorales de différents hallmarks du cancer qui peuvent être annulés par son 

inhibition. En effet, l’inactivation de MALAT1 par des shRNAs inhibe la croissance, la 

progression du cycle cellulaire et l'invasion des cellules cancéreuses du col utérin via la 

dérégulation de l'expression de multiples gènes, dont les gènes codant pour les caspases 3 et 

8, Bax, Bcl-2, et Bcl-xL (Guo et al., 2010). Dans les adénocarcinomes pulmonaires, la 

répression de MALAT1 par des siRNAs conduit à l’inactivation des gènes CTHRC1, CCT4, 

HMMR ou ROD1, et contribue à l’inhibition de la motilité cellulaire (Tano et al., 2010). De 

plus,  la  déplétion  de  MALAT1  inhibe  la  prolifération  cellulaire,  augmente  l'apoptose  et 

diminue la migration des cellules cancéreuses dans les carcinomes hépatocellulaires et les 

cancers de vessie (Han et al., 2013). MALAT1 semble également impliqué dans l’EMT et dans 



180 
 

l’invasion des cellules malignes. L’inactivation de MALAT1 provoque une diminution du 

niveau d’expression des gènes liés à l’EMT, dont ZEB1, ZEB2 et Slug, et une augmentation 

de l’expression de la E-cadhérine (Ying et al., 2012). Dans des lignées cellulaires de cancer 

du sein, l’inactivation de MALAT1 induit une EMT via l’activation de la voie 

PI3K/Akt/mTOR. L'inhibition de MALAT1 induit un switch des cellules endothéliales avec 

acquisition d’un phénotype anti-prolifératif et pro-migratoire (Michalik et al., 2014). Enfin, 

l’inactivation de MALAT1 dans les cellules cancéreuses du poumon réduit considérablement 

le niveau d'expression de plusieurs gènes de métastases, dont GPC6 et CXCL5. Plus 

récemment, il a été observé que la surexpression de MALAT1 inhibe la voie ATM-CHK2 et 

que MALAT1 est régulé au niveau post-transcriptionnel par les miRNAs suppresseurs miR- 

101 et miR-217 dans les cellules de carcinomes oesophagiens (Hu et al., 2015). En outre, 

l’inactivation de MALAT1 comporte des effets anticancéreux in vivo. Les cellules des 

carcinomes pulmonaires non à petites cellules présentant des niveaux d’expression faibles de 

MALAT1, ont une moindre capacité à former des tumeurs et à proliférer chez les souris nude. 

Les modèles murins pourvus d’un phénotype d’inactivation stable de MALAT1 présentent une 

inhibition de la croissance métastatique des  carcinomes du poumon  et une réduction  du 

nombre de nodules tumoraux (Gutschner et al., 2013a,b). Plus récemment, la perte de fonction 

de MALAT1 induite par ASO dans un modèle de carcinome mammaire MMTV-PyMT-HER2 

amplifié a révélé une réduction de la croissance tumorale, une augmentation de l’adhésion 

intercellulaire et une perte de la fonction migratoire. Au niveau moléculaire, cette perte de 

fonction s’accompagne d’altérations dans l’expression et l’épissage alternatif de gènes 

impliqués dans la différenciation et les vois de signalisation pro-oncogéniques (Arun et al., 

2016). Ainsi, l’inactivation de MALAT1 par ASO représente une thérapie potentielle innovante 
 

dans l’inhibition de la progression des carcinomes mammaires (Mendell, 2016). 
 
 
 
 
 

Pathologie humaine 
 

 

La surexpression de MALAT1 a été identifiée initialement dans les cancers du poumon non à 

petites cellules et constitue un facteur pronostique péjoratif chez les patients atteints de 

tumeurs de stade I (Gutschner et al., 2013a,b). Des études successives ont depuis révélé que 

MALAT1 est également surexprimé dans de nombreux cancers, dont les cancers du poumon , 

de l’ovaire, du rein, de la prostate, de la vessie, du sein, du col, du colon, du pancréas, de 

l'endomètre,  de  l'œsophage,  de  l’estomac,  du  foie,  les  mélanomes,  les  lymphomes  et 
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leucémies et certains sarcomes (Ji et al., 2003 ; Guffanti et al., 2009 ; Guo et al., 2010 ; Tano 

et al., 2010 ;  Lai et al., 2012 ; Ying et al., 2012 ; Han et al., 2013 ; Ren et al., 2013 ; Ji et al., 

2014 ; Liu et al., 2014a). De plus, la surexpression de MALAT1 peut être utilisée comme un 

biomarqueur pronostique et l’étude des données fournies par une méta-analyse suggère que la 

surexpression de MALAT1 est significativement corrélée avec une survie globale réduite dans 

la majorité des cancers. En plus de son importance comme biomarqueur, MALAT1 peut être 

une cible thérapeutique potentielle pertinente dans les tumeurs métastatiques. 

 
 
 

Conclusion 
 

 

Bien que de nombreuses études aient souligné l'implication de MALAT1 dans divers cancers, 

les mécanismes moléculaires impliquant ce lncRNA dans la cancérogénèse ne sont que très 

partiellement dévoilés. Une meilleure compréhension de sa structure secondaire, de ses 

domaines fonctionnels, des variants d’épissage et de sa régulation permettra d’établir le lien 

entre ses fonctions encore largement méconnues et les mécanismes de sa dérégulation dans le 

cancer. 

 
 
 
 
 

La deuxième partie du sujet de thèse a consisté en une analyse préliminaire du 

transcriptome non codant de carcinomes mammaires infiltrants. 

 
 
Cette analyse transcriptomique préliminaire a comporté un volet discovery et un volet gene 

candidate, qui n’a pu être totalement achevé avant la soumission de la thèse. 

 

La  stratégie  discovery a  consisté  en  un  screening  par  RNAseq  (Illumina  2500  Whole 

Genome) d’une cohorte initiale de tumeurs malignes appartenant aux différents sous-types 

moléculaires de carcinomes mammaires infiltrants : luminal A (n=2), HER2 (n=4) et triple 

négatif (n=2) et de 4 tissus mammaires sains prélevés à distance (>10mm) de chaque foyer 

tumoral. Un premier travail de faisabilité a consisté à analyser un cas de chacun de ces quatre 

sous- types, puis, après validation, à analyser les autres cas de chaque sous-type, soit un total 

de 8 tumeurs mammaires. L’objectif à court terme de cette stratégie est d’obtenir une liste de 

lncRNAs, incluant de nouveaux lncRNAs antisens et intergéniques, dont l’expression est 
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différente d’une part entre les tumeurs et les tissus mammaires sains et d’autre part entre les 
 

différents sous-types de carcinomes mammaires. 
 

 

Ces 2 stratégies ont permis l’identification d’un set de gènes d’intérêt. L’analyse de 

l’expression de ce set de gènes sélectionnés sera réalisée pour tous les lncRNAs par RT-PCR 

sur une large série de 456 carcinomes mammaires corrélée aux données cliniques et 

pronostiques de manière à identifier des profils d’expression caractéristiques des différents 

sous-types moléculaires analysés et des signatures pronostiques indépendantes de ces sous 

types. 
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ARTICLE N°1 : Analyse de l’expression des gènes appartenant au complexe ANRIL - 

Polycomb - CDKN2B / CDKN2A / ARF dans les tumeurs du sein : identification d'une 

signature pronostique indépendante de deux gènes EZH2 et CBX7. 
 
 
 
7.1  Objectif 

 

Les carcinomes canalaires infiltrants du sein (CCI) sont des tumeurs très hétérogènes, et le 

sous-type tumoral de type basal ou triple négatif (CSTN) reste une cause majeure de décès 

chez les femmes. Ainsi, l'identification de nouveaux facteurs pronostiques pertinents et de 

cibles  thérapeutiques  potentielles  apparait  cruciale  pour  améliorer  les  traitements  des 

patientes. Plusieures études récentes ont impliqué la dérégulation des lncRNAs dans les 

mécanismes de la cancérogénèse. Parmi les plus importants lncRNAs dérégulés, ANRIL 

possède un rôle direct dans le recrutement des complexes polycomb PRC1 et PRC2 qui 

répriment les gènes appartenant au cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF. Bien que 

des niveaux d’expression élevés d’ANRIL aient été observés dans les cancers prostatiques, le 

rôle fonctionnel et les mécanismes d'action de ce lncRNA dans la carcinogénèse mammaire 

demeurent controversés. Le but de cette étude a consisté à analyser l'expression d’ANRIL, des 

complexes polycomb PRC1/2 et du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF aux niveaux 

ARN et protéique dans les CCIs et leur signification clinique. L’évaluation des niveaux 

d’expression des gènes ANRIL, EZH2, SUZ12, EED, JARID2, CBX7, BMI-1, p16, p15 et 

p14/ARF a été effectuée en utilisant la technique de qRT-PCR dans une large série de 456 

CCIs. L’analyse de l’expression des protéines CBX7, EZH2, p14, p15, p16, H3K27me3 et 
 

H3K27ac a été réalisée par une étude immunohistochimique dans une série de 80 CCIs. 
 
 
 
 
 
 
 

Ce travail a fait l’objet de l’article suivant : 
 

 
 

Expression of ANRIL – Polycomb complexes - CDKN2B/CDKN2A/ARF genes in breast 

tumors: identification of a two-gene (EZH2/CBX7) expression signature of independent 

prognostic value. 
 

 

Didier Meseure, Sophie Vacher, Kinan Drak Alsibai, Andre Nicolas, Walid Chemlali, Martial 
 

Caly, Rosette Lidereau, Eric Pasmant, Celine Callens and Ivan Bieche. 
 
Article publié dans la revue Molecular Cancer Research 2016;14:623-33. 
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7.2  Résumé 
 

Le lncRNA ANRIL recrute les complexes polycomb répressifs PRC1 et PRC2 afin de réguler 

l'expression du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF. Nous avons évalué les niveaux 

d’expression des gènes ANRIL, EZH2, SUZ12, EED, JARID2, CBX7, BMI-1, p16, p15 et 

p14/ARF par qRT-PCR dans une large série de 456 CCIs. Les niveaux d’expression des 

protéines CBX7, EZH2, p15, p16, H3K27me3 et H3K27ac, ont été évalués semi- 

quantitativement par analyse immunohistochimique (IHC). Nous avons observé une 

surexpression d’ANRIL dans 19.7% des CCIs, une surexpression d’EZH2 dans 77.0% des 

CCIs et une sous-expression de CBX7 dans 39.7% des CCIs. Des corrélations significatives 

ont été identifiées entre les niveaux d'expression de ces différents gènes et divers paramètres 

cliniques et pathologiques, les sous-types moléculaires et les marqueurs de prolifération, 

d’EMT et de cellules souches mammaires. L'analyse multivariée a révélé que le rapport EZH2 

/CBX7 est un facteur pronostique indépendant. Des miRNAs corrélés négativement à la sous- 

expression de CBX7 et à la surexpression d’EZH2 ont également été identifiés. 

 
 
 
 
7.3  Résultats 

 

Nous avons observé une surexpression d’ANRIL dans 19.7% des 456 CCIs et plus 

particulièrement dans le sous-type agressif triple négatif. Nous avons également mis en 

évidence une surexpression marquée d’EZH2 dans 77.0% des CCIs et une sous-expression de 

CBX7 dans 39.7% des tumeurs. Nous avons confirmé ces données au niveau protéique dans 

une série de 80 CCIs en identifiant un score nucléaire d’intensité modérée et intense (score 2 

et 3) à l’aide d’un anticorps anti-EZH2 dans 82.0% des CCIs et une absence ou un score 

nucléaire faible (score 0 et 1) à l’aide d’un anticorps anti-CBX7 dans 43.0% des CCIs. A la 

différence du cancer de prostate où des corrélations positives ont été observées entre la 

surexpression de CBX7, la surexpression d’ANRIL et la sous-expression du locus p16- 

CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF, nous avons mis en évidence une sous-expression marquée 

de CBX7 et de façon inattendue une forte corrélation positive entre la surexpression d’ANRIL 

et la surexpression de p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF dans notre série de 456 CCIs. La 

sous-expression de CBX7 est fortement corrélée avec un haut grade histologique SBR, un 

statut RE- et RP- et l’expression de marqueurs d’EMT et de cellules souches cancéreuses 

mammaires. La surexpression d’EZH2 est également fortement associée à un grade SBR 

élevé et un statut RE- et RP-. Toutefois, à la différence de CBX7, la surexpression d’EZH2 est 

étroitement liée au marqueur de prolifération MKI67, suggérant un rôle différent de ces deux 
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protéines dans la tumorigénèse mammaire. Une analyse par le test du log-rank a été effectuée 

afin d’identifier des corrélations entre les niveaux  d’expression en ARNm des 10 gènes 

étudiés appartenant à la voie de signalisation ANRIL et la survie sans métastase (MFS). Cette 

étude a montré que seules la surexpression d’EZH2 et la sous-expression de CBX7 sont 

significativement associées à une plus courte survie (EZH2 : P=0.000045 ; CBX7 : P=0.0051, 

respectivement). L'analyse multivariée a révélé que le rapport EZH2/CBX7 est un facteur 

pronostique indépendant (P=0.001). Des études récentes ont suggéré l’existence d’interactions 

complexes entre les complexes polycomb et les miRNAs lors de la progression tumorale. 

Parmi les 17 miRNAs sélectionnés, les niveaux d’expression de miR-181B1, miR-181A2 et 

miR-203 sont significativement augmentés dans les CCIs et inversement corrélés à la sous- 

expression de CBX7. De plus, les niveaux d’expression de miR-26A1 et miR-125B2 sont 

significativement diminués dans les CCIs avec surexpression d’EZH2. En outre, nous avons 

identifié un score nucléaire d’intensité modérée à intense (score 2 et 3) avec l’anticorps anti- 

H3K27ac dans 73.8% des carcinomes canalaires infiltrants associé à un score nul ou faible 

(score 0 et 1) avec l’anticorps anti-H3K27me3 dans 76.3% des CCIs. 

 
 
 
 
7.4  Conclusion 

 

Cette étude révéle l’existence d’interactions complexes entre ANRIL, le cluster p16- 

CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF, les complexes polycomb PRC2/PRC1 et des miRNAs 

oncogéniques dans les CCIs. Parmi les 10 gènes étudiés, nos résultats soulignent qu’EZH2 et 

CBX7 sont les gènes les plus pertinents pour d’éventuelles applications cliniques et de 

nouvelles approches thérapeutiques des cancers du sein. Cette étude suggère également que 

c’est le profil global d'expression des sous-unités des complexes polycomb qui doit être pris 

en compte lors de l’évaluation de la fonctionnalité répressive de ces complexes et du choix 

des thérapies moléculaires ciblant ces gènes. Ainsi, l’utilisation d’un score d’activation des 

complexes PRC2/PRC1 dans les CCIs pourrait se révéler pertinente pour guider l’indication 

des inhibiteurs des bromodomaines ciblant les protéines BET. En outre, l'inhibition des 

oncoMIRs miR-181B1 et miR-181A2 (ainsi que la restauration des oncosuppresseurs miR- 

26A1 et miR-125B) pourraient représenter une nouvelle stratégie dans le traitement des 

cancers du sein. 
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7.5 Article N°1: Expression of ANRIL – Polycomb complexes - CDKN2B/CDKN2A/ARF 

genes in breast tumors: identification of a two-gene (EZH2/CBX7) expression 

signature of independent prognostic value. 
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ANRIL, a long  noncoding RNA (lncRNA), has recently been 

reported  to have a direct role in recruiting polycomb repressive 

complexes PRC2 and PRC1 to regulate the expression of the 

p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-p14/ARF gene cluster. Expression 

analysis  of ANRIL, EZH2, SUZ12, EED, JARID2, CBX7, BMI1, 

p16, p15, and p14/ARF genes was evaluated  in a large cohort  of 

invasive  breast  carcinomas   (IBC, n ¼ 456)  by  qRT-PCR and 

immunohistochemistry (IHC)  was performed  on  CBX7, EZH2, 

p14, p15, p16, H3K27me3,  and H3K27ac. We observed signifi- 

cant overexpression in IBCs of ANRIL (19.7%) and EZH2 (77.0%) 

and  an  underexpression of  CBX7 (39.7%). Correlations   were 

identified between  these genes, their expression patterns,  and 

several classical clinical and pathologic  parameters,  molecular 

subtypes, and patient  outcomes,  as well as with proliferation, 

epithelial–mesenchymal transition, and  breast  cancer stem  cell 

markers. Multivariate analysis revealed that combined EZH2/ 

CBX7 status is an independent prognostic  factor (P ¼ 0.001).  In 

addition, several miRNAs negatively associated with CBX7 under- 

expression and EZH2 overexpression.  These data demonstrate a 

complex pattern  of interactions between  lncRNA ANRIL, several 

miRNAs, PRC2/PRC1 subunits, and p15/CDKN2B-p16/CDKN2A- 

p14/ARF locus and suggest that their expression should  be con- 

sidered together  to evaluate antitumoral drugs, in particular  the 

BET bromodomain inhibitors. 

 
Implications: This study suggests that  the global pattern  of ex- 

pression rather than expression of individual family members 

should  be taken into account when defining functionality of 

repressive Polycomb  complexes and therapeutic targeting poten- 

tial. Mol Cancer  Res; 14(7); 623–33. ©2016 AACR. 

 
 
 

Introduction 

Invasive breast carcinomas (IBC) are highly heterogeneous 

tumors,  and  triple-negative  subtype  (TNC)  remains  a  major 

cause of death in women. Although more than 90% of breast 

tumors   are  clinically  localized,  about   50%  of  them  relapse 

within  5 years. Thus, identification of new  prognostic  factors 

and potential targeted therapies  is crucial to improve  outcome 

of patients  with IBC. 

Changes in the epigenetic landscape, including  histone  mod- 

ifications,  DNA methylation, and  noncoding RNAs (ncRNA,) 

altered  expression  are now  considered  as a new  hallmark  of 

cancer (1). Polycomb  repressive complexes (PRC) play impor- 
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tant roles in chromatin remodeling and inhibition of transcrip- 

tion,   suppressor   genes  silencing,  and   interconnection  with 

major  signaling  pathways  (2).  Polycomb  group  protein  sub- 

units  are essential  regulators  of embryonic  stem  cell pluripo- 

tency and early developmental cell fate decisions that are often 

deregulated  in cancer. Two multiprotein complexes, PRC2 and 

PRC1, act concertedly and sequentially  in transcriptional 

repression  via two  distinct  histone  modifications, trimethyla- 

tion  of lysine 27 on  histone  H3 (H3K27me3) and  monoubi- 

quitination of histone  H2A (H2AK119ub). PRC2 contains 

mainly  four  subunits (EZH2, SUZ12, EED, and  JARID2) and 

is involved in initiation of silencing by catalyzing methylation 

of histone  H3 (3).  PRC1 also comprises  mainly  four subunits 

(BMI1, PHC, CBX7, and  RING1) and  is implicated in mainte- 

nance  of silencing  by catalyzing  monoubiquitination of his- 

tone  H2A (ref. 4; Supplementary Fig. S1). 

PRC2 and  PRC1 have been  described  to interact  with  long 
France. Faculty of  Pharmaceutical and  Biological Sciences,  Paris noncoding RNAs (lncRNA). LncRNAs are defined  by a length 
Descartes  University, Paris, France. 
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ranged from 200 bp to 100 kbp and their number is in constant 

increase: 48,680  lncRNAs are at present  identified (5–7). 

LncRNAs are important regulators  coordinating expression  of 

protein-coding genes nearby (cis-regulation) or at distance 

(trans-regulation).  LncRNAs  function   as  guide,  tethers,  scaf- 

folds, and  decoys and  their mechanisms of action  are located 

at epigenetics, translational, and posttranslational levels (8). 

Accumulating  data  suggest  that  deregulation  of  lncRNAs is 
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pivotal in cancer initiation, progression,  and metastatic  spread. 

Among important lncRNAs deregulated  in cancer, ANRIL (anti- 

sense  noncoding RNA in  the  INK4 locus)  is encoded  in  the 

chromosome 9p21  region (9) and has been reported  to have a 

direct role in recruiting  PRC2 and  PRC1 complexes  to specific 

loci  and  in  repressing  gene  expression  (10).  ANRIL is tran- 

scribed as a 3.8-kb lncRNA in the opposite direction  from the 

p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-p14/ARF gene cluster. Common 

disease genome-wide association  studies (GWAS) have identi- 

fied the ANRIL gene as a shared  genetic susceptibility  locus to 

coronary disease, intracranial aneurysm, type 2 diabetes, and 

numerous cancers (11). Increased ANRIL expression levels were 

observed in prostate  carcinomas  and involved in repression  of 

the CDKN2B/CDKN2A/ARF gene cluster in cis by directly bind- 

ing to PRC complexes (10). EZH2 (PRC2) and CBX7 (PRC1) act 

as transcriptional repressors of many genes and are particularly 

implicated  in  silencing  via ANRIL of the  CDKN2B/CDKN2A/ 

ARF locus (12). However, the functional role and underlying 

mechanism of  action  of ANRIL in  breast  carcinogenesis  still 

remain  unclear  (13). 

The aim  of  the  present  study  was to  analyze  at  RNA and 

protein  levels, the ribonucleoproteic network  composed of the 

lncRNA ANRIL, the two polycomb complexes PRC2/PRC1, and 

the  downstream CDKN2B/CDKN2A/ARF gene cluster, as well 

as several miRNAs targeting PRC units, in IBCs and to evaluate 

their clinical significance. 
 

 
Materials and Methods 

Patients and  samples 

Samples  of  456  primary  unilateral   invasive  primary  breast 

tumors  excised from women  managed at Institut  Curie (Saint- 

Cloud,  France)  from  1978  to  2008  have  been  analyzed.  All 

patients cared in our institution before 2007 were informed that 

their tumor  samples  might  be used for scientific purposes  and 

had  the opportunity to decline. Since 2007,  patients  treated  in 

our institution have given their approval by signed informed 

consent. This study was approved  by the local ethics committee 

(Breast Group of Rene Huguenin Hospital). Samples were 

immediately stored  in liquid  nitrogen  until  RNA extraction.  A 

tumor  sample was considered  suitable for this study if the 

proportion of tumor  cells exceeded  70%.  The patients  (mean 

age,  61.7  years;  range,  31–91   years)  all  met  the  following 

criteria: primary  unilateral  nonmetastatic breast  carcinoma  for 

which complete clinical, histologic, and biologic data were 

available; no radiotherapy or chemotherapy before surgery; and 

full follow-up at Institut Curie. Treatment consisted of modified 

radical mastectomy in 283 cases (63.9%) and breast-conserving 

surgery plus  locoregional radiotherapy in  160  cases (36.1%). 

The patients  had a physical examination and routine  chest 

radiography every 3 months for 2 years and then annually. 

Mammograms were done annually.  Adjuvant therapy was 

administered to 369 patients,  consisting of chemotherapy alone 

in 91 cases, hormone therapy alone in 176 cases, and both 

treatments in 102 cases. The histologic  type and the number of 

positive  axillary nodes  were established at the time  of surgery. 

The malignancy  of infiltrating carcinomas  was scored according 

to Scarff Bloom Richardson (SBR) histoprognostic system. Estro- 

gen receptor (ERa), progesterone receptor (PR), and human EGF 

receptor 2 (ERBB2) status was determined at the protein level by 

using  biochemical methods  [dextran-coated charcoal  method, 

enzyme immunoassay, or immunohistochemistry (IHC)] and 

confirmed by  real-time  quantitative  RT-PCR assays  (14,  15). 

The population was divided into 4 groups according to HR (ERa 

and  PR)  and  ERBB2 status,  as follows:  two  luminal subtypes 

[HRþ (ERaþ or PRþ)/ERBB2þ (n ¼ 54)] and [HRþ (ERaþ or 

PRþ)/ERBB2- (n ¼ 290)];  an  ERBB2þ subtype  [HR- (ERa- 

and  PR-)/ERBB2þ  (n ¼ 45)];  and  a  triple-negative  subtype 

[HR- (ERa- and PR-)/ERBB2- (n ¼ 69)]. Standard prognostic 

factors are shown in Supplementary Table S1. Patients (n ¼ 169) 

developed  metastasis  during  a median  follow-up  of 8.9  years 

(range,   6  months  to  29  years).  Ten  specimens   of  adjacent 

normal breast  tissue from  patients  with  breast  cancer (n ¼ 7) 

and  normal breast  tissue  from  women   undergoing cosmetic 

breast  surgery (n ¼ 3) were used as sources of normal RNA. 

 
RNA extraction 

Total RNA was extracted from breast tumor  samples by using 

acid-phenol guanidium as previously described (16). RNA quality 

was determined by electrophoresis through agarose gels, staining 

with  ethidium bromide, and  visualization of the  18S and  28S 

RNA bands  under  ultraviolet  light. 

 
Real-time  RT-PCR 

LncRNA and protein-coding genes expression analysis. ANRIL, EZH2, 

SUZ12, EED, JARID2, CBX7, BMI1, P16/CDKN2A, P15/CDKN2B, 

and  P14/ARF gene mRNA expression  levels were quantified  by 

using real time RT-PCR in a retrospective series of 456 well-char- 

acterized  tumors.  Quantitative values  were  obtained from  the 

cycle number (Ct value) at which the increase in the fluorescence 

signal associated with exponential growth of PCR products started 

to be detected by the laser detector of the ABI Prism 7900 Sequence 

Detection System (Perkin-Elmer Applied Biosystems), using PE 

Biosystems analysis software according to the manufacturer's 

manuals. The precise amount of total RNA added to each reaction 

mix (based on optical density) and its quality (i.e., lack of extensive 

degradation) are both difficult to assess. We therefore also quanti- 

fied transcripts of the TBP gene (Genbank accession: NM_003194) 

encoding  the TATA box–binding protein  (a component of the 

DNA-binding  protein  complex TFIID) as an endogenous RNA 

control and normalized each sample on the basis of its TBP con- 

tent. We selected TBP as an endogenous control because the pre- 

valence of its transcripts is moderate and because there are no 

known  TBP retropseudogenes (retropseudogenes lead to coam- 

plification of contaminating genomic DNA and thus interfere with 

RT-PCR, despite the use of primers in separate exons; ref. 14). 

Results, expressed as N-fold differences in target gene expression 

relative to the TBP gene and termed "Ntarget," were determined as 

Ntarget  ¼ 2
DCt_sample

,  where  the  DCt   value  of  the  sample  was 
determined by subtracting  the average Ct  value of the target gene 

from the average Ct  value of the TBP gene. The Ntarget values of 

the samples were subsequently normalized such that the median 

of the Ntarget values for the 10 normal  breast tissues was 1. The 

primers  for TBP, ANRIL, and  the  9 protein-coding genes were 

chosen with the assistance of the Oligo 6.0 program (National 

Biosciences). We scanned the dbEST and nr databases  to confirm 

the total gene specificity of the nucleotide sequences chosen for the 

primers and the absence of SNPs. To avoid amplification of con- 

taminating gDNA, 1 of the 2 primers was placed at the junction 

between 2 exons or on 2 different exons. Agarose gel electropho- 

resis was used  to  verify the  specificity  of PCR amplicons. The 

conditions of cDNA synthesis and PCR were as described (17). 
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miRNAs expression analysis. miRNAs were isolated with the RNA 

extraction  procedure   used  for  the  protein-coding  transcripts 

(total  RNA extraction).  Reverse transcription was  performed 

with the QIAGEN miScript Reverse Transcription  Kit, according 

to the manufacturer's protocol  (QIAGEN, GmbH). Specific 

miRNAs were quantified by real-time  PCR with  the  QIAGEN 

miScript SYBR Green PCR Kit (QIAGEN). The small nucleolar 

RNU44 was used as an internal  control. The relative expression 

level of each miRNA, expressed as N-fold  difference  in target 

miRNA expression relative to RNU44, and termed "Ntarget", was 

calculated  as follows: Ntarget  ¼ 2
DCt_sample

.  The DCt  value of a 
given sample was determined by subtracting  the Ct  value of the 

target miRNA from the Ct  value of RNU44. The Ntarget values of 

the samples were subsequently normalized so that the median 

Ntarget  value  of  samples  with  low  level  of  EZH2 and  CBX7 

transcripts  was 1. 

 
IHC 

We performed IHC assay by using CBX7 (Novus,  polyclonal, 

rabbit, NBP1-79042, 1/250,  pH6),  EZH2 (Novocastra,  monoclo- 

nal mouse,  6A10, 1/100,  pH6),  p15 (Abcam, polyclonal,  rabbit, 

ab53034,  1/50,   pH6),   p16  (CINtec  p16,  Ventana  705-4713, 

mouse,  monoclonal, E6H4 prediluted, 1 mg/mL), H3K27me2/3 

[Abcam, anti-histone H3 (di- þ tri-methyl K27), ab6147,  mouse, 

monoclonal, 1/200, pH6], and H3K27ac [Abcam, ab 4729, Rabbit 

polyclonal to Histone H3 (acetyl K27), 1/400, pH6] antibodies in 

a series of 80 IBCs. Paraffin-embedded tissue blocks, obtained at 

the time of the initial diagnosis, were retrieved from the archives of 

the Department of Biopathology,  Institut Curie. Sections of 3 mm 

were cut with a microtome from the paraffin-embedded tissue 

blocks of normal breast tissue, preinvasive lesions, and IBCs. Tissue 

sections were deparaffinized and  rehydrated  through a series of 

xylene and ethanol washes. Briefly, key figures included: (i) antigen 

retrieval in 0.1 mol/L citrate buffer, pH 6 (Biocare) in a pressure 

cooker (4 minutes); (ii) blocking of endogenous peroxidase activ- 

ity by immersing  sections in 3% hydrogen  peroxide in methanol 

for 15 minutes  and subsequently rinsing them in water and PBS; 

(iii) incubation with primary antibodies against the targeted 

antigen; (iv) immunodetection with a biotin-conjugated second- 

ary antibody formulation that recognizes rabbit and mouse immu- 

noglobulins, followed by peroxidase-labeled streptavidin and 

linking with a rabbit biotinylated antibody against mouse immu- 

noglobulin G (DAKO SA); and (v) chromogenic revelation  with 

AEC and  counterstaining with  Mayer's hematoxylin. All immu- 

nostaining was processed  by using  a DAKO automated immu- 

nostaining device. The specificity of the antibodies was confirmed 

by doing IHC studies with the same protocol  on paraffin-embed- 

ded human tissue sections containing lymphocytes.  A semiquan- 

titative  histologic  score (H-score  ¼ intensity  x frequency)  was 

performed (score 0 ¼ negative staining, score 1 ¼ weak staining, 

score 2 ¼ moderate staining,  score 3 ¼ strong staining). 

 
Statistical analysis 

The distributions of target mRNA levels were characterized by 

their  median  values and  ranges. Relationships between  mRNA 

levels of  the  different  target  genes  and  between  mRNA (and 

protein) levels and  clinical parameters were identified by using 

nonparametric tests, namely, the c2 test (relation between  2 

qualitative  parameters), the Mann–Whitney U test (relation 

between  1 qualitative  and 1 quantitative parameter), and the 

Spearman  rank correlation test (relation between  2 quantitative 

parameters). Differences  were  considered   significant   at  confi- 

dence levels greater than 95% (P < 0.05). Metastasis-free survival 

(MFS) was determined as the interval between  initial  diagnosis 

and detection  of the first metastasis.  Survival distributions were 

estimated  by the Kaplan–Meier method, and the significance of 

differences between  survival rates was ascertained  with the log- 

rank  test. The Cox proportional hazards  regression  model  was 

used  to  assess prognostic  significance,  and  the  results  are pre- 

sented  as HRs and  95%  confidence intervals  (CI).  Hierarchical 

clustering was performed  with GenANOVA software (18). 

 
Results 

ANRIL and  EZH2 are upregulated, whereas  CBX7 is 

downregulated in IBCs 

We measured  mRNA levels of the lncRNA ANRIL and 6 genes 

belonging  to the two repressive polycomb PRC2 and PRC1 com- 

plexes (PRC2: EZH2, SUZ12, EED, and JARID2; PRC1: BMI1 and 

CBX7) in a series of 456 patients  with unilateral  invasive breast 

tumors  and in a series of 10 normal breast tissues (including 

adjacent normal breast tissue from patients with breast cancer and 

normal  breast tissue from women  undergoing cosmetic breast 

surgery) by using quantitative RT-PCR assays (Table 1). We did 

not observe significant differences concerning the expression pro- 

files of the 7 genes tested between the adjacent normal breast tissue 

from patients  with breast cancer (7 samples)  and  normal  breast 

tissue from women undergoing cosmetic breast surgery (3 patients; 

data not shown).The  mRNA values of the breast cancer samples 

were normalized such that  the median of the 10 normal breast 

tissue mRNA values was 1. To determine the cutoff point for altered 

target genes expression in breast cancer tissues, the Ntarget value, 

calculated as described in Materials and Methods, was determined 

for the 10 normal breast RNA samples. As these normal values were 

consistently  between  0.39  (CBX7) and  2.45  (ANRIL), values of 

0.33 or less were considered  to represent underexpression, and 

values of 3 or more to represent overexpression  of these genes in 

tumor  samples.  We have previously  used the same approach to 

determine cutoff points for tumor gene altered expression (14, 19). 

In our series of 456 breast carcinomas, we observed overexpression 

of ANRIL in 19.7%  of IBCs (median ¼ 1.58; minimum ¼ 0.05; 

maximum ¼ 13.5). Concerning Polycomb subunits, we observed a 

marked overexpression of EZH2 in 77.0% of IBCs (median ¼ 5.09; 

minimum ¼ 0.76; maximum ¼ 48.3) and to a lesser extent of BIM1 

(median ¼ 1.23; minimum ¼ 0.00; maximum ¼ 14.0) in 10.1% of 

IBCs and an unexpected underexpression of CBX7 in 39.7% of IBCs 

(median ¼ 0.38; minimum ¼ 0.00; maximum ¼ 2.59).  SUZ12, 

EED, and  JARID2 were overexpressed  only  in 2.6%,  1.8%,  and 

5.1% of IBCs, respectively. 

We performed  an IHC analysis by using anti-EZH2 and anti- 

CBX7 antibodies in  a  series of  80  IBCs (standard  prognostic 

factors are shown  in Supplementary Table S2). We identified a 

moderate-to-intense nuclear  staining  of tumor  cells (H-score ¼ 

2–3)  with  EZH2 antibodies in 75.9%  of IBCs (n ¼ 63 of 80) 

and  an absence  or a slight nuclear  and  cytoplasmic  staining  of 

tumor  cells (H-score  ¼ 0–1)  with  CBX7 antibodies in  63.8% 

of IBCs (n ¼ 51 of 80; Fig. 1). 

 
The p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-p14/ARF cluster  is 

unexpectedly not  silenced in IBCs 

We measured mRNA levels of p15/CDKN2B, p16/CDKN2A, and 

p14/ARF in  the  series  of  456  patients.   We  showed   marked 
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Table 1.  ANRIL pathway genes mRNA expression levels in the series of 456 breast tumors 
 

  
Median Ct of normal 

  Percentage of 

underexpressed 

 
Percentage of 

Percentage of 

overexpressed 

breast tissue Normal breast Breast tumors tumors normal expressed tumors 

Genes (n ¼ 10) tissue (n ¼ 10) (n ¼ 456) (Ntarget  < 0.33) tumors (Ntarget  > 3) 

ANRIL 34.07 (31.91–35.96)a
 1.0 (0.35–2.45)b

 1.58 (0.05–13.5)b
 0.9c

 79.4c
 19.7c

 

Polycomb complex PRC2 genes (n ¼ 4) 

EZH2 32.39 (31.23–34.30) 1.0 (0.48–2.32) 5.09 (0.76–48.3) 0 23.0 77.0 

SUZ12 28.26 (27.17–29.98) 1.0 (0.56–1.25) 1.23 (0.43–59.2) 0 97.4 2.6 

EEDd
 29.77 (28.70–33.16) 1.0 (0.58–1.84) 1.21 (0.03–7.74) 3.1 95.1 1.8 

JARID2e
 28.63 (27.3–30.55) 1.0 (0.83–1.46) 1.37 (0.34–8.53) 0 94.9 5.1 

Polycomb complex PRC1 genes  (n ¼ 2) 

BMI1 28.40 (26.91–30.22) 1.0 (0.59–1.47) 1.23 (0.00–14.0) 4.2 85.8 10.1 
CBX7 28.99 (27.78–31.25) 1.0 (0.39–1.62) 0.38 (0.00–2.59) 39.7 60.3 0 

ANRIL regulated genes (n ¼ 3) 

ARF 32.93 (31.69–34.75) 1.0 (0.21–2.41) 2.28 (0.00—105) 3.3 56.8 39.9 
P16f

 37.55 (34.64–50) 0.0 (0.0–6.95) 0.65 (0.0–63.4) 0 84.2 15.8 

P15 30.89 (29.21–33.74) 1.0 (0.11-2.91) 1.62 (0.00–40.5) 7.0 71.3 21.7 
a
Median (range) of gene Ct  values (cycle threshold). 

bMedian (range) of gene mRNA levels; the mRNA values of the samples were normalized such that the median of the 10 normal  breast tissues mRNA values was 1. 
cPercentage of underexpressing, normal, and overexpressing tumors using cutoffs of Ntarget < 0.33 and Ntarget > 3. 
dData available in 446 samples. 
eData available in 454 samples. 
fThe mRNA values of the samples were normalized such that a Ct  value of 35 was 1. 

 

 
overexpression  of p16, p14/ARF, and p15, respectively, in 15.8%, 

39.9%, and 21.7% of IBCs (Table 1). 

We studied protein expression of p14, p16, and p15 in IBCs by 

using IHC in our series of 80 breast tumors. We observed nuclear 

and cytoplasmic  overexpression  of cancer cells (H-score ¼ 2–3) 

with anti-p14,  p16,  and  p15  antibodies in, respectively, 41.2% 

(n ¼ 33 of 80), 51.3% (n ¼ 41 of 80), and 37.5% (n ¼ 30 of 80) of 

IBCs (Supplementary Fig. S2). 

 
PRC2/PRC1 activity status  revealed  decrease  of H3K27me3 

expression levels and  increase  of H3K27ac expression levels 

in IBCs 

To evaluate  PRC2/PRC1  repressive  activity  status  in  breast 

tumors,  we performed  an IHC analysis in our series of 80 IBCs 

by using anti-H3K27me3 and anti-H3K27ac antibodies. We could 

identify  an  absence  or a slight  nuclear  staining  of cancer cells 

(H-score ¼ 0–1) with H3K27me3 antibody in 76.3% of IBCs (n ¼ 

61 of 80)  and  a moderate-to-intense nuclear  staining  of tumor 

cells (H-score ¼ 2–3) with H3K27ac antibody in 73.8% of IBCs 

(n ¼ 59  of 80; Supplementary Fig. S3). An expected  negative 

correlation was observed between  staining of H3K27me3  and 

H3K27ac (P ¼ 0.0000073). 

 
ANRIL, PRC2/PRC1 subunits and  p15/CDKN2B-p16/ 

CDKN2A-p14/ARF cluster  expression levels are associated 

with clinicopathologic parameters, molecular subtypes, and 

patient outcome 

Clinicopathologic parameters. ANRIL mRNA expression level was 

exclusively and weakly correlated  with ERa (P ¼ 0.038)  and PR 

(P ¼ 0.011)  status (Supplementary Table S3). 

Concerning   the   PRC2  complex,   EZH2 mRNA  expression 

level  was  strongly  associated  with  SBR histologic  grade  (P  < 

10-7),  ERa status  (P  ¼ 3  x 10-7),  and  PR status  (P  ¼ 3  x 

10
-7

), moderately associated  with ERBB2 status (P ¼ 0.00020) 

and tumor size (P ¼ 0.0062; Supplementary Table S4). Expression 

of  SUZ12 was  exclusively associated  with  lymph  node  status 

(P < 10-7;  Supplementary Table S5), EED with  SBR histologic 

grade (P ¼ 0.0011),  and PR status (P ¼ 0.0028;  Supplementary 

Table S6) and JARID2 with ERa status (P ¼ 0.0027) and ERBB2 

status (P ¼ 0.0035;  Supplementary Table S7). 

Concerning   the   PRC1  complex,   CBX7 mRNA  expression 

level  was  highly  significantly   correlated   with  SBR histologic 

grade (P ¼ 0.000025), ER status (P ¼ 0.000011), and PR status 

(P  ¼ 0.0000013; Supplementary Table S8). BMI1 was weakly 

associated with ERa status (P ¼ 0.036) but not with any of other 

clinical predictive factors (Supplementary Table S9). 

Finally,  ARF/p14 and   p16 mRNA  expression   levels  were 

highly  correlated  with  SBR histological  grade  (P  < 10-7   and 

P ¼ 0.000019, respectively), ERa status (P ¼ 1.8 x 10-7 and P < 

10
-7

,  respectively),  and  PR status  (P  ¼ 1.3  x 10
-5   

and  P ¼ 

1.8 x 10-6,  respectively; Supplementary Table S10), whereas 

p15 was moderately correlated with ERa status (P ¼ 0.009)  and 

PR status  (P  ¼ 0.0008),   but  not  with  SBR histologic  grade, 

like ARF/p14 and  p16 (Supplementary Tables S11 and  S12). 

It is also noteworthy that  none  of these 10 gene expressions 

showed significant link with the adjuvant treatment status includ- 

ing hormone therapy alone (176 patients), chemotherapy alone 

(91  patients), both  hormone therapy  and  chemotherapy (102 

patients), and no adjuvant  therapy  (87 patients;  Supplementary 

Tables S3–S12). 

 
Breast cancer molecular subtypes. By using HR (ERa and PR) and 

ERBB2 status, we subdivided our total population of IBCs (n ¼ 

456)  into  4 subgroups:  HRþ/ERBB2þ (n ¼ 54), HRþ/ERBB2- 

(n ¼ 289), HR-/ERBB2þ (n ¼ 45), and HR-/ERBB2- (n ¼ 68). 

ANRIL, PRC1/2 genes, and p14/p15/p16 mRNA levels of expres- 

sion in the different breast cancer molecular  subtypes are shown 

in Supplementary Table S13. A strong correlation was observed 

between  molecular  subgroups  and ANRIL (P ¼ 0.00013), EZH2 

(P < 10-7), JARID2 (P ¼ 0.00090), CBX7 (P ¼ 0.000020), and 

p14/ARF and  p16 (P < 10-7) mRNA levels. High frequencies  of 

ANRIL, p14/ARF,  and  p16 deregulated   expressions  (under-   or 

overexpressions) were mainly observed in triple-negative sub- 

types, EZH2 overexpression,  and  CBX7 underexpression in the 

two HR- subtypes, and JARID2 overexpression in HR-/ERBB2þ 

subtypes  (Supplementary Table S13). 
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Figure 1. 

IHC staining for EZH2 and CBX7. 

Nuclear overexpression of EZH2 

(H-score ¼ 2 and 3) in cancer cells was 

observed in 75.2% of IBCs and nuclear 

EZH2 underexpression  in 24.8% of 

IBCs. Nuclear and cytoplasmic under 

expression of CBX7 (H-score ¼ 0 and 

1) was observed in 63.8% of IBCs and 

nuclear and cytoplasmic CBX7 

overexpression in 36.2% of IBCs. Score 

0, no cytoplasmic staining for CBX7 or 

nuclear staining for EZH2 is seen in 

tumor cells; Score 1, weak cytoplasmic 

staining for CBX72 and weak nuclear 

staining for EZH is seen in a subset of 

tumor cells; Score 2, moderate 

cytoplasmic staining for CBX7 and 

moderate nuclear staining for EZH2 is 

seen in a subset of tumor cells; Score 3: 

strong and diffuse cytoplasmic 

staining for CBX7, and strong nuclear 

staining for EZH2 is seen in most of 

tumor cells. 
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 Gene  mRNA  expression   

Total population (%) 

Population 
(%)   

456 (100.0) 

Number of 
metastases  (%)   

169 (37.1) 

a 

ANRIL    
Non-overexpression 366 (80.3) 129 (76.3) 0.062 (NS) 

Overexpression 90 (19.7) 40 (23.7)  
EZH2    
Non-overexpression 105 (23.0) 20 (11.8) 0.000045 

Overexpression 351 (77.0) 149 (88.2)  
SUZ12    
Non-overexpression 444 (97.4) 163 (96.4) 0.71 (NS) 

Overexpression 

EEDb
 

12 (2.6) 6 (3.6)  

Underexpression 14 (3.1) 3 (1.8) 0.20 (NS) 

Nonunderexpression 
c 

432 (96.9) 161 (98.2)  
JARID2 
Non-overexpression 431 (94.9) 161 (96.4) 0.80 (NS) 

Overexpression 23 (5.1) 6 (3.6)  
BMI    
Non-overexpression 410 (89.9) 148 (87.6) 0.49 (NS) 

Overexpression 46 (10.1) 21 (12.4)  
CBX7    
Underexpression 181 (39.7) 79 (46.7) 0.0051 

Non-underexpression 275 (60.3) 90 (53.3)  
ARF    
Non-overexpression 274 (60.1) 96 (56.8) 0.086 (NS) 

Overexpression 182 (39.9) 73 (43.2)  
P16    
Normal expression 384 (84.2) 137 (81.1) 0.025 

Overexpression 72 (15.8) 32 (18.9)  
P15    
Non-overexpression 357 (78.3) 128 (75.7) 0.090 (NS) 

Overexpression 99 (21.7) 41 (24.3)  
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Table 2. Relationship between ANRIL pathway gene mRNA levels and MFS in 

 the 456 breast tumors 

 
P   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbreviation:  NS, not significant. 
a
Log-rank test. 

bInformation available for 446 patients. 
cInformation available for 454 patients. 

 
 

Patient outcome. We assessed the impact of variations  of ANRIL, 

EZH2, SUZ12, EED, JARID2,  CBX7, BMI1, p14/ARF, p15,  and 

p16 mRNA levels on patient  outcome. We used a log-rank test 

to  identify  relations  between  MFS and  mRNA levels of these 

10  genes  (Table  2).  EZH2 overexpression   and  CBX7 under- 

expression   were   significantly   associated   with   shorter   MFS 

(P ¼ 0.000045 and P ¼ 0.0051, respectively). We observed also 

a light  significant  difference  in MFS among  patients  with  p16 

overexpression  (P ¼ 0.025).  MFS was not influenced by expres- 

sion status of ANRIL and other genes analyzed (i.e. SUZ12, EED, 

JARID2,BMI1,  ARF, and  p15). 

Two molecular  markers may provide a more accurate pre- 

diction  of patient  outcome when  combined than  when  con- 

sidered in isolation.  By combining EZH2 and CBX7 status, we 

identified four separate prognostic  groups with significantly 

different  MFS curves (P ¼ 0.00011;  Fig. 2). The patients  with 

the  poorest  prognosis   had  EZH2 overexpression  and  CBX7 

underexpression [5-year MFS: 61.7% (57.7%–65.7%); 10-year 

MFS: 51.4%  (47.2%–55.6%)],  whereas  those  with  the  best 

prognosis   had  EZH2 and  CBX7 normal  expression  [5-year 

MFS: 86.4%  (82.4%–90.4%); 10-year  MFS: 81.2%  (76.5%– 

85.9%)]. 

Multivariate  analysis  (Cox proportional hazards  model) 

showed that lymph node status, tumor size, and combined 

EZH2/CBX7 status were independent variables predictive of MFS 

(P ¼ 0.00021,  P ¼ 0.014,  and  P ¼ 0.001,  respectively; Supple- 

mentary  Table S14). 

 
There is a complex  interplay between ANRIL, PRC1/PRC2 

subunits and p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-p14/ ARF genes cluster 

By using the Spearman  rank correlation test for continuous 

variables, we could  find  a strong positive correlation  between 

mRNA expression  levels of the  following  genes belonging  to 

the  ANRIL pathway:  (i)  ANRIL and  both  ARF (r ¼ þ0.594, 

P < 10
-7

), p15 (r ¼ þ0.381, P < 10
-7

), and  p16 (r ¼ þ0.323, 

P < 10-7);  (ii)  EZH2 and  both  EED (r ¼ þ0.295, P < 10-7), 

JARID2 (r ¼ þ0.278, P < 10
-7

), and  BMI1 (r ¼ þ0.229, P ¼ 

0.0000031); and (iii) SUZ12 and CBX7 (r ¼ þ0.317, P < 10-7), 

reflecting very complex  interplay  across this gene set (Supple- 

mentary  Table S15). 

Hierarchical  clustering of ANRIL pathway  genes according  to 

their expression patterns  in the series of 456 IBCs represented  in 

dendrogram format, subdivided genes into two subgroups  (Sup- 

plementary Fig. S4). Group I included  ANRIL, p14/ARF, p15, p16, 

EZH2, EED, JARID2, and BMI1 and contained 4 genes, ANRIL and 

the p15/CDKN2B-p16/CDKN2A-p14/ARF gene cluster, highly 

related. Group II included  SUZ12 (from the PRC2 complex)  and 

CBX7 (from  the PRC1 complex). 
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Figure 2. 

Survival curves of 4 patients groups 

according to EZH2 mRNA overexpression 

(over-EZH2) and CBX7 mRNA 

0 81.5 163 244.5  326 underexpression (under-CBX7) in the series 

Time (months) of 456 breast tumors. 

Patients at risk (n)  
Normal EZH2 and CBX7 59 15 2 0 

Normal EZH2 and under CBX7 17 4 2 0 

Over EZH2 and normal CBX7 114 37 10 3 

Over EZH2 and under CBX7 78 27 8 1 
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Table 3. Correlations between ANRIL pathway and EMT, proliferation and breast cancer stem cell genes mRNA expression levels in the series of 456 breast tumors 
 

  EMT  Proliferation  Stem cell  
VIM  TWIST1 MKI67 ALDH1A1 ALDH1A3c

 CD133d
 

ANRIL þ0.134a
  þ0.117 þ0.187 þ0.182 þ0.050 -0.098 

 0.0043  0.012 0.0001 0.00015 0.29 (NS) 0.038 

EZH2 -0.068  -0.010 þ0.738 -0.164 þ0.109 þ0.043 

 0.14 (NS)  0.83 (NS) <0.0000001 0.00057 0.020 0.37 (NS) 

SUZ12 þ0.165  þ0.131 þ0.191 þ0.049 þ0.013 -0.128 

 0.00052  0.0053 0.000075 0.30 (NS) 0.78 (NS) 0.0073 

EEDb
 þ0.115  þ0.123 þ0.208 þ0.123 þ0.295 þ0.155 

 0.014  0.0092 0.000023 0.0093 <0.0000001 0.0015 

JARID2c
 þ0.214  þ0.116 þ0.276 þ0.061 þ0.233 þ0.088 

 0.000012  0.013 <0.0000001 0.19 (NS) 0.0000022 0.064 (NS) 

BMI1 -0.141  -0.081 þ0.176 -0.122 -0.071 -0.199 

 0.0028  0.080 (NS) 0.00023 0.0087 0.13 (NS) 0.0000053 

CBX7 þ0.300  þ0.328 -0.261 þ0.464 þ0.190 -0.028 

 <0.0000001  <0.0000001 0.00000016 <0.0000001 0.000082 0.57 (NS) 

ARF -0.032  þ0.059 þ0.351 -0.029 þ0.126 þ0.043 

 0.50 (NS)  0.20 (NS) <0.0000001 0.54 (NS) 0.0071 0.37 (NS) 

P16 þ0.035  þ0.154 þ0.114 þ0.001 þ0.185 þ0.160 

 0.47 (NS)  0.0011 0.015 0.97 (NS) 0.00013 0.00093 

P15 þ0.155  þ0.279 þ0.025 þ0.178 þ0.282 þ0.034 

 0.0011  <0.0000001 0.60 (NS) 0.00021 <0.0000001 0.48 (NS) 

Abbreviation:  NS, not significant. 
a
Spearman rank correlation test. 

bData available in 446 samples. 
cData available in 454 samples. 
dData available in 438 samples. 

 

 
 

Correlations of ANRIL and PRC2/PRC1 genes expression levels 

with epithelial–mesenchymal transition, proliferation, and 

breast  cancer  stem cell markers 

Data from the literature have suggested that Polycomb com- 

plexes are implicated  in proliferation, epithelial–mesenchymal 

transition (EMT) induction, and stem cell differentiation. In 

consequence, we tested the possible  links between  ANRIL path- 

way gene expression and mRNA levels of various markers of 

proliferation (i.e., MKI67), of EMT (i.e., VIM and TWIST1), and 

of breast cancer stem cell (i.e., ALDH1A1, ALDH1A3, and CD133) 

in our series of 456 IBCs (Table 3). Marked positive associations 

were observed  between  CBX7 and  two EMT markers  (VIM and 

TWIST1; P  < 10-7   and  P  < 10-7,  respectively).  A significant 

positive  correlation was also identified between  CBX7 and  one 

breast cancer stem cell marker (ALDH1A1; P < 10-7). EZH2 was 

highly linked to MKI67 (P < 10
-7

), whereas EED was linked to two 

breast cancer stem cell markers: ALDH1A3 and CD133 (P < 10-7 

and P ¼ 0.000082, respectively). 

As previous  studies suggested a role of ANRIL in EMT (13), 

we further investigated the correlations between the expression 

levels of ANRIL and 9 different biomarkers  of EMT in a series 

of  60  breast  carcinomas   (30  tumors   with  high  expression 

level for ANRIL and 30 tumors with low expression level for 

ANRIL). We confirmed the absence of significant  associations 

between ANRIL and various EMT-associated markers including 

TWIST1, ZEB1, ZEB2, SNAI1/Snail, SNAI2/Slug, VIM/Vimentin, 

CDH2/N-cadherin,  CDH1/E-cadherin,  and  ZO-1 (Supplemen- 

tary Table S16). 

 
miRNAs are implicated in posttranscriptional regulation of 

PRC1/PRC2 

Previous studies suggested complex regulations between Poly- 

comb   subunit  genes  and   miRNAs  in  carcinomas   (20,   21). 

To investigate  roles  of miRNAs in  posttranscriptional deregu- 

lation  of the ANRIL/PRC pathway  in IBCs, we selected 17 

miRNAs from  the  literature.  Among  them,  4 miRNAs (miR- 

26A1, miR-101, miR-125B2, and miR-214) are known to target 

directly EZH2 transcript  (22–24) and 2 miRNAs (miR-181B1, 

miR-181A2)  to  target  directly  CBX7 transcript  (25).  The 11 

others miRNAs also target putatively EZH2 and CBX7 (26). We 

analyzed expression of these 17 miRNAs, using real-time 

quantitative  RT-PCR, in  IBCs  with  normal   (n  ¼ 20)   and 

marked  low  (n  ¼ 20)  levels  of  CBX7 transcripts   and  with 

normal  (n ¼ 20)  and  marked  high  (n ¼ 20)  levels of EZH2 

transcripts.  We showed  that  (i)  miR-181B1, miR-181A2, and 

miR-203 levels were marked  significantly  increased (P < 0.01) 

in CBX7-underexpressed tumors (Table 4) and that (ii) miR-26A1 

and miR-125B1 levels were significantly decreased in EZH2-over- 

expressed tumors  (Table 5). 

These results of microRNA levels, shown  in Tables 4 and  5, 

were standardized versus RNU44 as endogenous microRNA 

control.  Similar results (significantly  links between  microRNA 

and CBX7 and EZH2 expressions) were obtained using a second 

well-known  endogenous microRNA control  (i.e., miR-191). 

 
Discussion 

Among the major  discovered  lncRNAs deregulated  in carci- 

nogenesis,  ANRIL has  been  shown   to  regulate  its  neighbor 

tumor  suppressor  genes CDKN2B, CDKN2A, and  ARF by epi- 

genetic mechanisms and thereby control  cell proliferation and 

senescence (27).  ANRIL, acting in cis, specifically binds  various 

Polycomb   proteins,   in  particular   EZH2  (PRC2)  and   CBX7 

(PRC1), resulting in histone modification in the CDKN2A/ 

CDKN2B/ARF locus. EZH2 is a histone  methyltransferase and 

a member of PRC2 that  not  only  methylates  histone  H3  on 

Lysine 27 but also interacts with and recruits DNA methyl- 

transferases  to methylate  CpG of certain EZH2 target genes to 
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Table 4.  Statistical analysis of microRNAs expressions relative to CBX7 mRNA expression level 

Breast cancer with underexpression Breast cancer with normal expression 

 MiRNAs  of  CBX7  ( n  ¼ 20)  of  CBX7  ( n  ¼ 20)  P a  ROC-AUC b 
 

 

MIRN181B1 1.0 (0.22–2.29)a
 0.34 (0.12–1.30)b

 0.000024 0.11 

MIRN181A2 1.0 (0.33–4.83) 0.39 (0.13–1.92) 0.00011 0.142 

MIRN203 1.0 (0.25–4.72) 0.42 (0.16–1.02) 0.0058 0.245 

MIRN200C 1.0 (0.22–3.34) 0.45 (0.11–1.77) 0.02 0.285 

MIRN98 1.0 (0.17–7.66) 0.76 (0.14–3.35) 0.048 0.317 

MIRN200B 1.0 (0.20–3.33) 0.73 (0.24–1.94) 0.11 (NS) 0.352 

MIRN21 1.0 (0.25–3.62) 0.97 (0.13–6.49) 0.30 (NS) 0.405 

MIRN192 1.0 (0.20–7.00) 0.75 (0.11–84.4) 0.37 (NS) 0.418 

MIRN219-1 1.0 (0.00–4.05) 0.55 (0.10–7.50) 0.59 (NS) 0.45 

MIRN200A 1.0 (0.02–3.92) 0.79 (0.14–6.33) 0.65 (NS) 0.458 

MIRN183 1.0 (0.30–4.93) 0.55 (0.07–3.84) 0.70 (NS) 0.465 

MIRN138-2 1.0 (0.09–33.9) 2.10 (0.06–41.0) 0.89 (NS) 0.512 

MIRN217 1.0 (0.22–2.96) 1.32 (0.19–7.49) 0.23 (NS) 0.611 

MIRN214 1.0 (0.29–2.12) 1.51 (0.26–3.22) 0.088 (NS) 0.658 

MIRN101-1 1.0 (0.17–4.02) 1.95 (0.26–13.4) 0.041 0.689 

MIRN125B1 1.0 (0.43–4.51) 2.12 (0.27–12.1) 0.019 0.718 

MIRN26A1 1.0 (0.24–4.64) 3.05 (0.57–21.4) 0.015 0.725 

Abbreviations:  AUC, area under curve; NS, not significant;  ROC, receiver operating characteristics. 
aKruskal–Wallis H test. 
bMedian (range) of microRNA levels. 

 
 

establish  firm  repressive chromatin structures,  contributing to 

tumor  progression.  CBX7 is a Chromobox family protein  and a 

member  of the PRC1 and  is directly involved  in regulation  of 

genes frequently  silenced in cancer. 

To assess expression of the lncRNA ANRIL and the Polycomb 

subunits  of PRC2/PRC1 as well as CDKN2A/CDKN2B/ARF locus 

in  IBCs, we used  qRT-PCR in  a large series of 456  IBCs from 

patients with known clinical and pathologic status and long-term 

outcome.  Evaluation at mRNA level was combined with an IHC 

study  in  a series of 80  IBCs. Indeed,  these  two  techniques  of 

expression  analysis (qRT-PCR and  IHC) give complementary 

information, the  technique of qRT-PCR with  an  extraction  in 

homogeneous  solution  quantified  transcripts   levels  both   in 

tumor  cells and  in stroma  cells, while IHC study allows only a 

semiquantitative analysis of protein  levels, but on an individual 

cell basis (allowing distinction between epithelial tumor cells and 

stroma  cells). 

In the present  study, we observed  ANRIL overexpression  in 

19.7%  of  IBCs. ANRIL depletion  has  been  associated   with 

reduced  proliferation (28),  suggesting  a procarcinogenic  role 

supported by overexpression  of this lncRNA in various  others 

cancer types (29–31). In our IBC series, ANRIL overexpression 

was observed more particularly  in the aggressive TNC subtype. 

We also observed a marked  overexpression  of EZH2 and to a 

lesser extent of BMI1, respectively, in 77.0% and 10.1% of IBCs 

and CBX7 underexpression in 39.7% of the tumors. We confirmed 

these data at the protein level in the series of 80 IBCs by identifying 

a  moderate and  intense  nuclear  staining   with  an  anti-EZH2 

antibody in 82% of IBCs and an absence or a slight nuclear and 

cytoplasmic staining of cancer cells with a CBX7 antibody in 43% 
 

 
 

Table 5. Statistical analysis of microRNAs expressions relative to EZH2 mRNA expression level 

Breast cancer with normal Breast cancer with overexpression 

 MicroRNA s  expres sion  of  EZH 2  ( n  ¼ 20)  of  EZH 2  ( n  ¼ 20)  P a  ROC-AUC  
 

MIRN26A1 1.0 (0.17–6.46)b
 0.29 (0.04–5.76)b

 0.0027 0.222 

MIRN125B1 1.0 (0.09–5.74) 0.37 (0.14–1.60) 0.0063 0.247 

MIRN214 1.0 (0.11–2.35) 0.44 (0.20–1.42) 0.016 0.277 

MIRN101-1 1.0 (0.06–7.72) 0.51 (0.13–1.99) 0.37 (NS) 0.417 

MIRN217 1.0 (0.14–4.25) 0.45 (0.18–465) 0.69 (NS) 0.464 

MIRN138-2 1.0 (0.12–36.3) 0.67 (0.07–25.7) 0.70 (NS) 0.465 

MIRN192 1.0 (0.09–97.0) 0.91 (0.26–7.65) 0.85 (NS) 0.482 

MIRN21 1.0 (0.08–3.86) 0.85 (0.21–5.98) 0.98 (NS) 0.498 

MIRN203 1.0 (0.48–3.16) 1.59 (0.29–8.84) 0.76 (NS) 0.529 

MIRN200A 1.0 (0.14–3.75) 1.66 (0.25–13.7) 0.30 (NS) 0.595 

MIRN98 1.0 (0.43–3.47) 1.50 (0.26–13.2) 0.088 (NS) 0.657 

MIRN200C 1.0 (0.45–2.37) 1.59 (0.28–8.50) 0.055 (NS) 0.677 

MIRN200B 1.0 (0.17–1.77) 1.23 (0.40–8.87) 0.048 0.682 

MIRN183 1.0 (0.05–4.35) 1.06 (0.26–10.8) 0.04 0.69 

MIRN181A2 1.0 (0.20–2.28) 1.54 (0.46–5.97) 0.027 0.705 

MIRN219-1 1.0 (0.16–3.56) 1.92 (0.32–14.0) 0.019 0.716 

MIRN181B1 1.0 (0.41–2.37) 1.94 (0.44–5.30) 0.011 0.738 

NOTE: miRNA levels were standardized versus U44 control microRNA. 

Abbreviations:  AUC, area under curve; NS, not significant;  ROC, receiver operating characteristics. 
aKruskal–Wallis H test. 
bMedian (range) of microRNA levels. 

 
 
 

630 Mol Cancer Res; 14(7) July 2016 Molecular Cancer Research 



 

ANRIL Deregulation in Breast Cancer 

 
 
 

of  IBCs. In  malignant tumors,   ANRIL is  a  natural   antisense 

transcript  which  usually  recruits  the  two  Polycomb   repressor 

complexes  PRC2 and  PRC1, resulting  in chromatin  reorganiza- 

tion with silencing of the INK4A/ARF/INK4B locus. For example, 

positive   links  were  observed   between   CBX7 overexpression, 

ANRIL overexpression,  and CDKN2A/CDKNB/ARF underexpres- 

sion in prostate  cancer (10).  Conversely, in our series of breast 

tumors,  we showed  marked  CBX7 underexpression and  a non- 

expected high positive  link between  ANRIL overexpression  and 

CDKN2A/CDKNB/ARF  overexpression,   and   more   particularly 

with p14/ARF. Although  these results seem to be contradictory, 

it can be hypothesized that CBX7 can exhibit both  oncosuppres- 

sive  and  oncogenic  functions,   depending on  type  of  cancer, 

microenvironment, and presence of interacting proteins (32–35). 

CBX7 underexpression was strongly correlated with high SBR 

histologic  grade,  negative  ERa and  PR status,  and  EMT and 

breast cancer stem cell markers. Apart from few exceptions  (as 

prostate  cancer), CBX7 expression  is lost in human malignant 

neoplasias,  and  a clear correlation  between  its downregulated 

expression and a cancer aggressiveness and poor  prognosis  has 

been  observed  (36). 

EZH2 overexpression  was also strongly associated with high 

SBR histologic  grade  and  negative  ERa and  PR status.  But, 

unlike  CBX7, EZH2 overexpression  was highly  linked  to  the 

proliferation marker MKI67, suggesting a different role of these 

two proteins  in breast tumorigenesis (37).  Numerous studies 

point  on the widespread  roles of PRC2 (as well as H3K27 

methylation) in developmental and  differentiation processes 

of multicellular organisms,  and on their implication in fun- 

damental chromatin mechanisms that  underlie  stem cell reg- 

ulatory circuits and cancer progression  (38). Thus, it is not 

surprising  that increasing evidences indicate  that EZH2 dereg- 

ulation  is frequently  observed in a variety of cancers (39–41). 

EZH2 overexpression  is mainly  found  in solid  tumors  (as in 

our present study in breast cancer), whereas activating or 

inactivating mutations are identified in hematologic malig- 

nancies  (42). 

Using  log-rank  analysis  to  identify  relations  between  MFS 

and  mRNA levels of the 10 ANRIL pathway  genes, only EZH2 

overexpression  and  CBX7 underexpression were  significantly 

associated with shorter MFS. Multivariate analysis showed  that 

combined EZH2/CBX7 status was an independent prognostic 

factor. 

Results from previous studies suggest complex interactions 

between  Polycomb  complexes  and  miRNAs in cancer progres- 

sion. As no mutation or allelic loss of CBX7 located in 22q13.1 

were identified in large genomic  studies (43)  and focal ampli- 

fication  of EZH2 located  in 7q36  was only observed  in 1% of 

IBCs (43),  we suspected  epigenetic  mechanisms implicating 

miRNAs could account  for CBX7 underexpression and EZH2 

overexpression   in   IBCs.  Among   the   17   miRNAs  selected, 

(i) miR-181B1, miR-181A2, and miR-203 expressions were 

significantly  increased in IBCs with CBX7 underexpression and 

(ii) miR-26A1 and miR-125B2 expressions were significantly 

decreased in IBCs with EZH2 overexpression, in agreement with 

the  literature  (44,  45).  Our  results thus  showed  that  EZH2 is 

targeted by 3 oncosuppressive miRNAs (miR-26A1, miR-125B, 

and  miR-214)  that  are decreased in IBCs, suggesting an epige- 

netic mechanism of EZH2 overexpression  in IBCs. Concerning 

CBX7, our results were also consistent with recent data in the 

literature,   suggesting  that   the  2  oncomiRs   miR-181B1  and 

miR-181A2 could be induced  by the oncogene  HMGA1, result- 

ing  in  CBX7 underexpression  (46).   Indeed,   we  observed   a 

positive  link  between  HMGA1 mRNA levels  and  expression 

of both  miR-181B1 (r ¼ þ0.340, P ¼ 0.0038)  and miR-181A2 

(r ¼ þ0.264, P ¼ 0.025)  in 71 tumors  of our IBC series (data 

not  shown). 

Recent data  revealed that  histone  modifier complexes  PRC2 

and  PRC1 have a bivalent  role in cancer, bearing  both  onco- 

genic  and   tumor-suppressive  properties   depending  on   cell 

tumor  type (47).  Complex  deficiency in PRC2 and PRC1 com- 

ponents could  decrease expression  levels of epigenetic  repres- 

sive  mark   H3K27   trimethylation,  thereby   contributing  to 

H3K27 acetylation  and resulting in increased transcription and 

activation of oncogenic pathways. Thus, defining  a PRC2/PRC1 

activity status in IBCs may be pivotal in combining or reconsi- 

dering therapeutic options. We identified a moderate-to-intense 

nuclear  staining  of  tumor   cells with  H3K27ac  antibodies in 

73.8%  of  IBCs associated  to  an  absence  or  a  slight  nuclear 

staining  of cancer cells with H3K27me3  antibody in 76.3%  of 

IBCs. Collectively, these data  suggest that  loss of Polycomb 

repressive function in IBCs might be due to epigenetic alteration 

of PRC1 and PRC2 by several microRNA targeting CBX7 and 

EZH2, resulting in altered H3K27trimethylation and H3K27 

acetylation.  Development of therapies  targeting epigenetic pro- 

cesses  in  cancer  has  gained  increasing  focus  with  study  of 

HDAC and DNA methyltransferase inhibitors and more recent- 

ly of BET bromodomain inhibitors (48).  Indeed, recent studies 

of malignant peripheral nerve sheath tumors  (MPNST) have 

showed  that  alterations of PRC2 subunits lead to the amplifi- 

cation of Ras-driven transcription and confer sensitivity to BET 

bromodomain inhibitors (49,  50). 

In conclusion, our results revealed a complex pattern of 

interactions between  ANRIL, PRC2/PRC1 and  suppressive  and 

oncogenic miRNAs in IBCs. Our findings also point to EZH2 and 

CBX7 as the  most  promising  of the  10  genes investigated  for 

clinical applications and  therapeutic approaches to breast can- 

cer. This study suggest that it is the global pattern  of expression, 

rather   than   expression   of  individual  family  members,   that 

should be taken into account when defining functionality of 

repressive Polycomb  complexes and evaluating antitumor drugs 

targeting these genes. Thus, establishment of a PRC2/PRC1 

activity status  in  IBCs could  be  contributive in  targeting  BET 

proteins  by using bromodomain inhibitors when levels of 

H3K27me3 are decreased and H3K27ac increased. Moreover, 

inhibition of oncomiRNAs miR-181B1 and miR-181A2 (as well 

as restoration of oncosuppressive miR-26A1, miR-125B, and 

miR-214)  may  represent  another attractive  combined strategy 

for breast  cancer–targeted  therapy. 
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SUPPLEMENTAL FIGURES LEGENDS 
 

 
 

Supplemental figure 1: The ANRIL pathway. 
 

 
Supplemental figure 2: Immunohistochemical staining for p15, p16, and p14. 

Overexpression (H score 2 and 3) of p15, p16 and p14 in cancer cells was observed respectively 

in 37.5%, 51.3%, and 41.2% of IBCs. Score 1: weak cytoplasmic staining for p14, p15 and p16 is 

ssen in a subset of tumor cells. Score 2: moderate cytoplasmic staining for p14, p15 and p16 is 

seen in most of tumor cells. Score 3: strong and diffuse cytoplasmic staining for p14, p15 and 

p16 is seen in most of tumor cells. 

 
 

Supplemental figure 3: Immunohistochemical staining for H3K27me3 and H3K27ac. 

Nuclear under expression of H3K27me3 (H score 0 and 1) was observed in 76.3% of IBCs. 

Nuclear overexpression of H3K27ac (H score 2 and 3) in cancer cells was observed in 73.8% of 

IBCs. Score 0: no nuclear staining for H3K27ac and H3K27me3 is seen in tumor cells. Score 1: 

weak nuclear staining for H3K27ac and H3K27me3 is seen in a subset of tumor cells. Score 2: 

moderate nuclear staining for H3K27ac and H3K27me3 is seen in a subset of tumor cells. Score 

3: strong and diffuse nuclear staining for H3K27ac and H3K27me3 is seen in most of tumor cells. 
 

 
Supplemental  figure  4:  Dendrogram  of  the  10  ANRIL  pathway  genes  constructed  using 

 

hierarchical clustering, according to the gene profiling of the 456 breast tumors. 
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Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 29 (28.4) 
 

Supplementary Table 1: Pathological and clinical characteristics of the 456 patients in 

relation to metastasis free survival (MFS) 
 

 
 

Number of patients 

(%) 

 

Number with 

metastases (%) 

 

MFS 

p-value 
a
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

169 (37.1) 

Age   

≤50 98 (21.5) 37 (37.8) 0.55 (NS) 
>50 358 (78.5) 132 (36.9)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

8 (13.8) 
 

0.000090 

II 229 (51.2) 84 (36.7)  

III 160 (35.8) 73 (45.6)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

35 (29.4) 
 

0.00000087 

1-3 237 (52.1) 77 (32.5)  

>3 99 (21.8) 57 (57.6)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

63 (28.3) 
 

0.000018 

>25mm 225 (50.2) 105 (46.7)  

ERα status 

Negative 
 

118 (25.9) 
 

50 (42.4) 
 

0.010 

Positive 338 (74.1) 119 (35.2)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

85 (43.8) 
 

0.0014 

Positive 262 (57.5) 84 (32.1)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

127 (35.6) 
 

0.098 (NS) 

Positive 99 (21.7) 42 (42.4)  

Molecular subtypes    

HR- ERBB2- 68 (14.9) 26 (38.2) 0.0096 

HR- ERBB2+ 45 (9.9) 23 (51.1)  
HR+ ERBB2- 289 (63.4) 101 (34.9)  
HR+ ERBB2+ 54 (11.8) 19 (35.2)  

PIK3CA mutation status 
wild type 

 

307 (67.3) 
 

124 (40.4) 
 

0.014 

mutated 149 (32.7) 45 (30.2)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

32 (36.8) 
 

0.063 (NS) 

Chemotherapy 91 (20.0) 41 (45.1)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 67 (38.1)  



 

Abbreviations: ERα: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal 

growth factor receptor 2; HR: hormone receptor. 

The bold values are statistically significant (p-value<0.05). NS: not significant. a Log-rank test. b 

Scarff Bloom Richardson classification. c Information available for 447 patients. d Information 

available for 455 patients. e Information available for 448 patients. 



23 (29.9) 9 (39.1) Chemo and hormonotherapy 
 

Supplementary Table 2: Pathological and clinical characteristics of the 80 patients tested 

using immunohistochemistry in relation to metastasis free survival (MFS) 
 

 
 

Number of patients 

(%) 

 

Number with 

metastases (%) 

 

MFS 

p-value 
a
 

 

Total 
 

80 (100) 
 

36 (45.0) 

Age   

≤50 35 (43.8) 12 (34.3) 0.095 (NS) 
>50 45 (56.3) 24 (53.3)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

14 (17.7) 
 

4 (28.6) 
 

0.089 (NS) 

II 35 (44.3) 14 (40.0)  

III 30 (38.0) 17 (56.7)  

Lymph node status 
0 

 

17 (21.3) 
 

4 (23.5) 
 

0.00020 

1-3 50 (62.5) 21 (42.0)  
>3 13 (16.3) 11 (84.6)  

Macroscopic tumor size c 

≤25mm 

 

40 (50.6) 
 

16 (40.0) 
 

0.12 (NS) 

>25mm 39 (49.4) 20 (51.3)  

ERα status 

Negative 
 

17 (21.3) 
 

10 (58.8) 
 

0.025 

Positive 63 (78.8) 26 (41.3)  

PR status 
Negative 

 

24 (30.0) 
 

13 (54.2) 
 

0.029 

Positive 56 (70.0) 23 (41.1)  

ERBB2 status 
Negative 

 

66 (82.5) 
 

27 (40.9) 
 

0.020 

Positive 14 (17.5) 9 (64.3)  

Molecular subtypes    

HR- ERBB2- 9 (11.3) 5 (55.6) 0.0062 

HR- ERBB2+ 7 (8.8) 5 (71.4)  
HR+ ERBB2- 57 (71.3) 22 (38.6)  
HR+ ERBB2+ 7 (8.8) 4 (57.1)  

PIK3CA mutation status d 

wild type 

 

35 (58.3) 
 

20 (57.1) 
 

0.083 (NS) 

mutated 25 (41.7) 10 (40.0)  

Treatment e 

No adjuvant 

 

15 (19.5) 
 

3 (20.0) 
 

0.11 (NS) 

Chemotherapy 32 (41.6) 17 (53.1)  

Hormonotherapy 7 (9.1) 5 (71.4)  



 

Abbreviations: ERα: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal 

growth factor receptor 2; HR: hormone receptor. 

The bold values are statistically significant (p-value<0.05). NS: not significant. a Log-rank test. b 

Scarff Bloom Richardson classification. c Information available for 79 patients. d Information 

available for 60 patients. e Information available for 77 patients 



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary table 3: Relationship between ANRIL transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

ANRIL mRNA 

expression ≤3 

 

ANRIL mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

366 (80.3) 
 

90 (19.7) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

79 (21.6) 

 

 

19 (21.1) 

 

 

0.92 (NS) 

>50 358 (78.5) 287 (78.4) 71 (78.9)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

50 (13.8) 
 

8 (9.3) 
 

0.16 (NS) 

II 229 (51.2) 189 (52.4) 40 (46.5)  

III 160 (35.8) 122 (33.8) 38 (44.2)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

92 (25.1) 
 

27 (30.3) 
 

0.37 (NS) 

1-3 237 (52.1) 190 (51.9) 47 (52.8)  

>3 99 (21.8) 84 (23) 15 (16.9)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

185 (51.4) 
 

38 (43.2) 
 

0.17 (NS) 

>25mm 225 (50.2) 175 (48.6) 50 (56.8)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

87 (23.8) 
 

31 (34.4) 
 

0.038 

Positive 338 (74.1) 279 (76.2) 59 (65.6)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

145 (39.6) 
 

49 (54.4) 
 

0.011 

Positive 262 (57.5) 221 (60.4) 41 (45.6)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

286 (78.1) 
 

71 (78.9) 
 

0.88 (NS) 

Positive 99 (21.7) 80 (21.9) 19 (21.1)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

73 (83.9) 
 

14 (16.1) 
 

0.68 (NS) 

Chemotherapy 91 (20.0) 70 (76.9) 21 (23.1)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 140 (79.5) 36 (20.5)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 83 (81.4) 19 (18.6)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary table  4:  Relationship  between  EZH2  transcripts  levels  and  classical  clinical  biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

EZH2 mRNA 

expression ≤3 

 

EZH2 mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

105 (23) 
 

351 (77) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

23 (21.9) 

 

 

75 (21.4) 

 

 

0.91 (NS) 

>50 358 (78.5) 82 (78.1) 276 (78.6)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

28 (26.7) 
 

30 (87.7) 
 

<0.0000001 

II 229 (51.2) 65 (61.9) 164 (48)  

III 160 (35.8) 12 (11.4) 148 (43.3)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

21 (20) 
 

98 (28) 
 

0.067(NS) 

1-3 237 (52.1) 65 (61.9) 172 (49.1)  

>3 99 (21.8) 19 (18.1) 80 (22.9)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

64 (61.5) 
 

159 (46.2) 
 

0.0062 

>25mm 225 (50.2) 40 (38.5) 185 (53.8)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

7 (6.7) 
 

111 (31.6) 
 

0.00000030 

Positive 338 (74.1) 98 (93.3) 240 (68.4)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

22 (21) 
 

172 (49) 
 

0.00000034 

Positive 262 (57.5) 83 (79) 179 (51)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

96 (91.4) 
 

261 (74.4) 
 

0.00020 

Positive 99 (21.7) 9 (8.6) 90 (25.6)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

14 (16.1) 
 

73 (83.9) 
 

0.0069 

Chemotherapy 91 (20.0) 17 (18.7) 74 (81.3)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 38 (21.6) 138 (78.4)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 36 (35.3) 66 (64.7)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary table 5: Relationship between SUZ12 transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

SUZ12 mRNA 

expression ≤3 

 

SUZ12 mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

444 (97.4) 
 

12 (2.6) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

96 (21.6) 

 

 

2 (16.7) 

 

 

0.96 (NS) 

>50 358 (78.5) 348 (78.4) 10 (83.3)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

57 (13.1) 
 

1 (8.3) 
 

0.56 (NS) 

II 229 (51.2) 221 (50.8) 8 (66.7)  

III 160 (35.8) 157 (36.1) 3 (25)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

112 (25.3) 
 

7 (58.3) 
 

<0.0000001 

1-3 237 (52.1) 234 (52.8) 3 (25)  

>3 99 (21.8) 97 (21.9) 2 (16.7)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

214 (49.1) 
 

9 (75) 
 

0.076 (NS) 

>25mm 225 (50.2) 222 (50.9) 3 (25)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

117 (26.4) 
 

1 (8.3) 
 

0.28 (NS) 

Positive 338 (74.1) 327 (73.6) 11 (91.7)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

190 (42.8) 
 

4 (33.3) 
 

0.51 (NS) 

Positive 262 (57.5) 254 (57.2) 8 (66.7)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

350 (78.8) 
 

7 (58.3) 
 

0.18 (NS) 

Positive 99 (21.7) 94 (21.2) 5 (41.7)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

84 (96.6) 
 

3 (3.4) 
 

0.097 (NS) 

Chemotherapy 91 (20.0) 91 (100) 0 (0)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 168 (95.5) 8 (4.5)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 101 (99.0) 1 (1.0)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 437 patients; d Information 

available for 445 patients; e Information available for 438 patients. 

 

Supplementary table 6: Relationship between EED transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 446 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 

 
 

 

Total 

population 

 

EED mRNA 

expression 

 

EED mRNA 

expression ≥0.33 

 

EED mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

(%) <0.33 relative 

to normals 

and ≤3 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

446 (100) 
 

14 (3.1) 
 

424 (95.1) 
 

8 (1.8) 
 

Age 

≤50 

 

 

94 (21.1) 

 

 

1 (1.1) 

 

 

90 (95.7) 

 

 

3 (3.2) 

 

 

0.23 (NS) 

>50 352 (78.9) 13 (3.7) 334 (94.9) 5 (1.4)  

SBR histological grade b, c 
I 

 

57 (13.0) 
 

7 (12.3) 
 

50 (87.7) 
 

0 (0.0) 
 

0.0011 

II 223 (51.0) 5 (2.2) 214 (96.0) 4 (1.8)  

III 157 (35.9) 2 (1.3) 152 (96.8) 3 (1.9)  

Lymph node status d 

0 

 

118 (26.5) 
 

5 (4.2) 
 

111 (94.1) 
 

2 (1.7) 
 

0.86 (NS) 

1-3 232 (52.1) 7 (3.0) 220 (94.8) 5 (2.2)  

>3 95 (21.3) 2 (2.1) 92 (96.8) 1 (1.1)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

220 (50.2) 
 

6 (2.7) 
 

210 (95.5) 
 

4 (1.8) 
 

0.86 (NS) 

>25mm 218 (49.8) 8 (3.7) 206 (94.5) 4 (1.8)  

ERα status 
Negative 

 

115 (25.8) 
 

0 (0.0) 
 

112 (97.4) 
 

3 (2.6) 
 

0.061 (NS) 

Positive 331 (74.2) 14 (4.2) 312 (94.3) 5 (1.5)  

PR status 
Negative 

 

190 (42.6) 
 

0 (0.0) 
 

185 (97.4) 
 

5 (2.6) 
 

0.0028 

Positive 256 (57.4) 14 (5.5) 239 (93.4) 3 (1.2)  

ERBB2 status 
Negative 

 

353 (79.1) 
 

14 (4.0) 
 

332 (94.1) 
 

7 (2.0) 
 

0.12 (NS) 

Positive 93 (20.9) 0 (0.0) 92 (98.9) 1 (1.1)  

Treatment 
No adjuvant 

 

86 (19.3) 
 

1 (1.2) 
 

84 (97.7) 
 

1 (1.2) 
 

0.46 (NS) 

Chemotherapy 87 (19.5) 1 (1.1) 83 (95.4) 3 (3.4)  
Hormonotherapy 173 (38.8) 7 (4.1) 163 (94.2) 3 (1.7)  
Chemo and hormonotherapy 100 (22.4) 5 (5.0) 94 (94.0) 1 (1.0)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 445 patients; d Information 

available for 453 patients; e Information available for 446 patients. 

 

 
 

Total 

population (%) 

 

JARID2 mRNA 

expression <=3 

 

JARID2 mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to relative to  

 normals normals  
 

Total 
 

454 (100.0) 
 

431 (94.9) 
 

23 (5.1) 
 

Age     

≤50 97 (21.4) 93 (21.6) 4 (17.4) 0.83 (NS) 
>50 357 (78.6) 338 (78.4) 19 (82.6)  

SBR histological grade b, c 
I 

 

58 (13.0) 
 

56 (13.2) 
 

2 (9.5) 
 

II 228 (51.2) 220 (51.9) 8 (38.1) 0.26 (NS) 

III 159 (35.7) 148 (34.9) 11 (52.4)  

 9 7 2  

Lymph node status d 

0 

 
119 (26.3) 

 
112 (26.0) 

 
7 (30.4) 

 

1-3 237 (52.3) 226 (52.6) 11 (47.8) 0.88 (NS) 

>3 97 (21.4) 92 (21.4) 5 (21.8)  

 1 1   

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 
222 (49.8) 

 
210 (49.6) 

 
12 (52.2) 

 
0.81 (NS) 

>25mm 224 (50.2) 213 (50.4) 11 (47.8)  
 8 8   

 

Negative 
 

116 (25.6) 
 

104 (24.1) 
 

12 (52.2) 
 

0.0027 

Positive 338 (74.4) 327 (75.9) 11 (47.8)  

PR status 
Negative 

 

192 (42.3) 
 

179 (41.5) 
 

13 (56.5) 
 

Positive 262 (57.7) 252 (58.5) 10 (43.5) 0.16 (NS) 

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.6) 
 

345 (80.0) 
 

12 (52.2) 
 

Positive 97 (21.4) 86 (19.9) 11 (47.8) 0.0035 

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.2) 
 

82 (94.3) 
 

5 (5.7) 
 

0.44 (NS) 

Chemotherapy 89 (19.6) 84 (94.4) 5 (5.6)  
Hormonotherapy 176 (38.8) 165 (93.8) 11 (6.3)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.5) 100 (98.0) 2 (2.0)  

 

Supplementary table 7: Relationship between JARID2 transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 454 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ERα status 



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary table 8: Relationship between CBX7 transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

CBX7 mRNA 

expression 

 

CBX7 mRNA 

expression ≥0.33 
p-value 

a
 

 <0.33 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

181 (39.7) 
 

275 (60.3) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

48 (26.5) 

 

 

50 (18.2) 

 

 

0.034 

>50 358 (78.5) 133 (73.5) 225 (81.8)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

13 (7.3) 
 

45 (16.8) 
 

0.000025 

II 229 (51.2) 80 (44.7) 149 (55.6)  

III 160 (35.8) 86 (48) 74 (27.6)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

46 (25.6) 
 

73 (26.55) 
 

0.18 (NS) 

1-3 237 (52.1) 87 (48.3) 150 (54.55)  

>3 99 (21.8) 47 (26.1) 52 (18.9)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

77 (43) 
 

146 (54.3) 
 

0.020 

>25mm 225 (50.2) 102 (57) 123 (45.7)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

67 (37) 
 

51 (18.5) 
 

0.000011 

Positive 338 (74.1) 114 (63) 224 (81.5)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

102 (56.4) 
 

92 (33.5) 
 

0.0000013 

Positive 262 (57.5) 79 (43.6) 183 (66.5)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

128 (70.7) 
 

229 (83.3) 
 

0.0015 

Positive 99 (21.7) 53 (29.3) 46 (16.7)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

33 (37.9) 
 

54 (62.1) 
 

0.011 

Chemotherapy 91 (20.0) 49 (53.8) 42 (46.2)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 58 (33.0) 118 (67.0)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 41 (40.2) 61 (59.8)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary table 9: Relationship between BMI1 transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

BMI mRNA 

expression ≤3 

 

BMI mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

410 (89.9) 
 

46 (10.1) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

93 (22.7) 

 

 

5 (10.9) 

 

 

0.064 (NS) 

>50 358 (78.5) 317 (77.3) 41 (89.1)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

51 (12.7) 
 

7 (15.2) 
 

0.20 (NS) 

II 229 (51.2) 201 (50.1) 28 (60.9)  

III 160 (35.8) 149 (37.2) 11 (23.9)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

104 (25.4) 
 

15 (32.6) 
 

0.55 (NS) 

1-3 237 (52.1) 216 (52.8) 21 (45.7)  

>3 99 (21.8) 89 (21.8) 10 (21.7)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

206 (51) 
 

17 (38.6) 
 

0.12 (NS) 

>25mm 225 (50.2) 198 (49) 27 (61.4)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

112 (27.3) 
 

6 (13) 
 

0.036 

Positive 338 (74.1) 298 (72.7) 40 (87)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

179 (43.7) 
 

15 (32.6) 
 

0.15 (NS) 

Positive 262 (57.5) 231 (56.3) 31 (67.4)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

319 (77.8) 
 

38 (82.6) 
 

0.45 (NS) 

Positive 99 (21.7) 91 (22.2) 8 (17.4)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

76 (87.4) 
 

11 (12.6) 
 

0.38 (NS) 

Chemotherapy 91 (20.0) 86 (94.5) 5 (5.5)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 156 (88.6) 20 (11.4)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 92 (90.2) 10 (9.8)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

Supplementary  table  10:  Relationship  between  ARF  transcripts  levels  and  classical  clinical  biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 
 

Total 

population (%) 

 

ARF mRNA 

expression ≤3 

 

ARF mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

 relative to 

normals 

relative to 

normals 
 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

274 (60.1) 
 

182 (39.9) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

60 (21.9) 

 

 

38 (20.9) 

 

 

0.80 (NS) 

>50 358 (78.5) 214 (78.1) 144 (79.1)  

SBR histological grade b, c 

I 

 

58 (13) 
 

45 (16.7) 
 

13 (7.3) 
 

<0.0000001 

II 229 (51.2) 157 (58.4) 72 (40.5)  

III 160 (35.8) 67 (24.9) 93 (52.2)  

Lymph node status d 

0 

 

119 (26.1) 
 

67 (24.4) 
 

52 (28.7) 
 

0.53 (NS) 

1-3 237 (52.1) 144 (52.6) 93 (51.4)  

>3 99 (21.8) 63 (23) 36 (19.9)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

223 (49.8) 
 

146 (54.5) 
 

77 (42.8) 
 

0.015 

>25mm 225 (50.2) 122 (45.5) 103 (57.2)  

ERα status 
Negative 

 

118 (25.9) 
 

47 (17.2) 
 

71 (39) 
 

0.00000018 

Positive 338 (74.1) 227 (82.8) 111 (61)  

PR status 
Negative 

 

194 (42.5) 
 

94 (34.3) 
 

100 (54.9) 
 

0.000013 

Positive 262 (57.5) 180 (65.7) 82 (45.1)  

ERBB2 status 
Negative 

 

357 (78.3) 
 

215 (78.5) 
 

142 (78) 
 

0.91 (NS) 

Positive 99 (21.7) 59 (21.5) 40 (22)  

Treatment 
No adjuvant 

 

87 (19.1) 
 

47 (54.0) 
 

40 (46.0) 
 

0.27 (NS) 

Chemotherapy 91 (20.0) 50 (54.9) 41 (45.1)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 113 (64.2) 63 (35.8)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 64 (62.7) 38 (37.3)  



Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 

 

95 (79.8) 24 (20.2) 0.30 (NS) 
202 (85.2) 35 (14.8)  
86 (86.9) 13 (13.1)  

 

Supplementary table 11: Relationship between P16 transcripts levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 

 
 

Total 

population 

 

P16 mRNA 

expression ≤3 

 

P16 mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

(%) versus a Ct of 35 versus a Ct of 35  
 equal to 1 equal to 1  

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

384 (84.2) 
 

72 (15.8) 
 

Age     

≤50 98 (21.5) 79 (80.6) 19 (19.4) 0.27 (NS) 
>50 358 (78.5) 305 (85.2) 53 (14.8)  

 

SBR histological grade b, c 

I 58 (13) 53 (91.4) 5 (8.6) 0.00019 
II 229 (51.2) 204 (89.1) 25 (10.9)  
III 160 (35.8) 119 (74.4) 41 (25.6)  

Lymph node status d 

0 

1-3 

>3 
 

Macroscopic tumor size e 

 

 

119 (26.1) 

237 (52.1) 

99 (21.8) 

≤25mm 223 (49.8) 193 (86.5) 30 (13.5) 0.13 (NS) 

>25mm 225 (50.2) 183 (81.3) 42 (18.7)  

ERα status 

Negative 

 

 

118 (25.9) 

 

 

79 (66.9) 

 

 

39 (33.1) 

 

 

<0.0000001 

Positive 338 (74.1) 305 (90.2) 33 (9.8)  
 

PR status 

Negative 

 
 

194 (42.5) 

 
 

145 (74.7) 

 
 

49 (25.3) 

 
 

0.0000018 

Positive 262 (57.5) 239 (91.2) 23 (8.8)  
 

ERBB2 status 

Negative 357 (78.3) 296 (82.9) 61 (17.1) 0.15 (NS) 
Positive 99 (21.7) 88 (88.9) 11 (11.1)  

 

Treatment 

No adjuvant 87 (19.1) 70 (80.5) 17 (19.5) 0.34 (NS) 
Chemotherapy 91 (20.0) 73 (80.2) 18 (19.8)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 152 (86.4) 24 (13.6)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 89 (87.3) 13 (12.7)  

 



 

Supplementary table 12:  Relationship between P15  transcripts levels and  classical clinical biological 

parameters in a series of 456 breast cancers. 

 

Number of patients (%) 
 

 

 
 

Total 

population 

 

P15 mRNA 

expression 

 

P15 mRNA 

expression ≥0.33 

 

P15 mRNA 

expression >3 
p-value 

a
 

(%) <0.33 relative 
to normals 

and ≤3 relative to 
normals 

relative to 
normals 

 

 

Total 
 

456 (100.0) 
 

32 (7) 
 

325 (71.3) 
 

99 (21.7) 
 

Age 

≤50 

 

 

98 (21.5) 

 

 

7 (21.9) 

 

 

71 (21.8) 

 

 

20 (20.2) 

 

 

0.94 (NS) 

>50 358 (78.5) 25 (78.1) 254 (78.2) 79 (79.8)  

SBR histological grade b, c 

I II 

III 
 

Lymph node status d 

0 

1-3 

>3 
 

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 
 
 

58 (13) 

229 (51.2) 

160 (35.8) 
 

 
 

119 (26.1) 

237 (52.1) 

99 (21.8) 

 
 
 

8 (25) 

15 (46.9) 

9 (28.1) 
 

 
 

9 (28.1) 

15 (46.9) 

8 (25) 

 
 
 

40 (12.6) 

170 (53.6) 

107 (33.8) 
 

 
 

88 (27.1) 

169 (52) 

68 (20.9) 

 
 
 

10 (10.2) 

44 (44.9) 

44 (44.9) 
 

 
 

22 (22.4) 

53 (54.1) 

23 (23.5) 

 
 
 

0.071 (NS) 
 

 
 
 
 
 

0.86 (NS) 
 
 
 
 
0.84 (NS) 

>25mm 223 (49.8) 
225 (50.2) 

17 (54.8) 
14 (45.2) 

158 (49.4) 
162 (50.6) 

48 (49.5) 
49 (50.5) 

ERα status 

Negative 118 (25.9) 3 (9.4) 80 (24.6) 35 (35.4) 0.0090 

Positive 338 (74.1) 29 (90.6) 245 (75.4) 64 (64.6)  

PR status 

Negative 194 (42.5) 6 (18.75) 133 (40.9) 55 (55.6) 0.00080 

Positive 262 (57.5) 26 (81.25) 192 (59.1) 44 (44.4)  

ERBB2 status 

Negative 357 (78.3) 30 (93.75) 249 (76.6) 78 (78.8) 0.078 (NS) 

Positive 99 (21.7) 2 (6.25) 76 (23.4) 21 (21.2)  
 

Treatment 

No adjuvant 87 (19.1) 3 (3.5) 69 (79.3) 15 (17.2) 0.46 (NS) 
Chemotherapy 91 (20.0) 5 (5.5) 66 (72.5) 20 (22.0)  
Hormonotherapy 176 (38.6) 15 (8.5) 123 (69.9) 38 (21.6)  
Chemo and hormonotherapy 102 (22.4) 9 (8.8) 67 (65.7) 26 (25.5)  

Abbreviations: ERα: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal growth 

factor receptor 2; HR: hormone receptor. The bold values are statistically significant (p-value<0.05). 

a χ2Test; b Scarff Bloom Richardson classification; c Information available for 447 patients; d Information 

available for 455 patients; e Information available for 448 patients. 



 

D2 
d  1.0 (0.83-1.46) 

Non overexpressed tumors (%) 

1.37 (0.34-8.53) 

431 (94.9) 

1.47 (0.64-8.53) 

63 (92.6) 

1.76 (0.79-7.73) 

36 (83.7) 

1.29 (0.34-8.39) 

282 (97.6) 

1.62 (0.53-8.21) 

50 (92.6) 

 

 
0.00090 

Overexpressed tumors (%) 23 (5.1) 5 (7.4) 7 (16.3) 7 (2.4) 4 (7.4) 

1 

Non overexpressed tumors (%) 

1.0 (0.59-1.47) 1.23 (0.00-14.0) 

410 (89.9) 

1.10 (0.38-6.56) 

65 (95.6) 

1.07 (0.49-4.49) 

42 (93.3) 

1.33 (0.00-14.0) 

254 (87.9) 

1.15 (0.15-4.85) 

49 (90.7) 

 
0.23 (NS) 

Overexpressed tumors (%)  46 (10.1) 3 (4.4) 3 (6.7) 35 (12.1) 5 (9.3)  

 
Underexpressed tumors (%) 

1.0 (0.39-1.62) 0.38 (0.00-2.59) 

181 (39.7) 

0.31 (0.06-2.43) 

38 (55.9) 

0.25 (0.07-1.21) 

27 (60.0) 

0.42 (0.05-2.59) 

90 (31.1) 

0.35 (0.00-1.19) 

26 (48.1) 

 
0.000020 

Non underexpressed tumors (%)  275 (60.3) 30 (44.1) 18 (40.0) 199 (68.9) 28 (51.9)  

 
Non overexpressed tumors (%) 

1.0 (0.21-2.41) 2.28 (0.00-105) 

274 (60.1) 

10.7 (0.22-105) 

18 (26.5) 

2.80 (0.28-70.8) 

25 (55.6) 

1.76 (0.08-47.3) 

197 (68.2) 

2.29 (0.0-13.4) 

34 (63.0) 

 
<0.0000001 

Overexpressed tumors (%)  182 (39.9) 50 (73.5) 20 (44.4) 92 (31.8) 20 (37.0)  
e 
 

Non overexpressed tumors (%) 

0.0 (0.0-6.95) 0.65 (0.0-63.4) 

384 (84.2) 

2.47 (0.0-63.4) 

35 (51.5) 

0.75 (0.0-8.18) 

39 (86.7) 

0.56 (0.0-15.2) 

261 (90.3) 

0.52 (0.0-18.5) 

49 (90.7) 

 
<0.0000001 

Overexpressed tumors (%) 72 (15.8) 33 (48.5) 6 (13.3) 28 (9.7) 5 (9.3) 

 
Non overexpressed tumors (%) 

1.0 (0.11-6.03) 1.62 (0.00-40.5) 

357 (78.3) 

1.65 (0.21-40.5) 

44 (64.7) 

1.67 (0.36-8.73) 

35 (77.8) 

1.60 (0.00-13.7) 

235 (81.3) 

1.66 (0.11-9.71) 

43 (79.6) 

 
0.029 

Overexpressed tumors (%)  99 (21.7) 24 (35.3) 10 (22.2) 54 (18.7) 11 (20.4)  

 

Supplemental Table 13: ANRIL pathway genes mRNA levels in the 4 breast tumor subtypes in the series of 456 breast tumors. 
 

 

Normal breast All tumors Tumor subtypes 

tissues  HR-ERBB2- HR-ERBB2+ HR+ERBB2- HR+ERBB2+ p -value 
a
 

  (Group 1) (Group 2) (Group 3) (Group 4) 

n=10 n=456 n=68 n=45 n=289 n=54 

 

ANRIL 1.0 (0.25-2.45) 
b  1.58 (0.05-13.5) 1.92 (0.05-12.5) 1.35 (0.22-7.29) 1.50 (0.23-13.5) 1.91 (0.35-10.1) 

Non overexpressed tumors (%)  366 (80.3) 42 (61.8) 40 (88.9) 244 (84.4) 40 (74.1) 0.00013 

Overexpressed tumors (%)  90 (19.7) 26 (38.2) 5 (11.1) 45 (15.6) 14 (25.9)  
EZH2 1.0 (0.48-2.32) 5.09 (0.76-48.3) 9.90 (0.95-45.8) 7.86 (2.68-35.6) 3.92 (0.76-48.3) 6.14 (1.00-17.6)  

Non overexpressed tumors (%)  105 (23.0) 3 (4.4) 2 (4.4) 93 (32.2) 7 (13.0) <0.0000001 

Overexpressed tumors (%)  351 (77.0) 65 (95.6) 43 (95.6) 196 (67.8) 47 (87.0)  
SUZ12 1.0 (0.56-1.25) 1.23 (0.43-59.2) 1.16 (0.43-6.74) 1.0 (0.49-2.98) 1.23 (0.46-59.2) 1.53 (0.48-5.00)  

Non overexpressed tumors (%)  444 (97.4) 67 (98.5) 45 (100) 283 (97.9) 49 (90.7) 0.011 

Overexpressed tumors (%)  12 (2.6) 1 (1.5) 0 (0) 6 (2.1) 5 (9.3)  

EED 
c  1.0 (0.58-1.84) 1.21 (0.03-7.74) 1.48 (0.36-4.01) 1.31 (0.37-2.81) 1.13 (0.03-7.74) 1.22 (0.35-3.33) 

Underexpressed tumors (%) 14 (3.1) 0 (0.0) 0 (0.0) 14 (4.9) 0 (0.0) 0.042 

Non underexpressed tumors (%) 432 (96.9) 68 (100) 42 (100.0) 271 (95.1) 51 (100) 
 

JARI 
 
 
 

BMI 
 
 
 

CBX7 
 
 
 

ARF 
 
 

 
P16 

 
 
 

P15 
 
 
 

 
a 

Chi2 Test (comparison of percentage of under or overexpression in group 1 versus group 2 versus group 3 versus group 4). 

b 
Median (range) of gene mRNA levels. The mRNA values of the samples were normalized such that the median of the 10 normal breast tissues mRNA values was 1. 

c 
Data available in 446 samples. 

d 
Data available in 454 samples. 

e 
The mRNA values of the samples were normalized such that a Ct value of 35 was 1. 



 

Supplemental Table 14: Multivariate COX analysis of MFS for EZH2 and CBX7 combined expression levels 

in the series of 456 breast tumors. 
 

Characteristics HR 
a
 95% CI 

b
 p -value 

c
 

 

SBR histological grade 
 

I 
 

1 
  

NS 

 II 1.23 0.97-1.56  

 III 1.51 0.94-2.42  

Lymph node status 0 1  0.00021 

 1-3 1.54 1.22-1.93  

 >3 2.36 1.50-3.72  

Macroscopic tumor size <=25mm 1  0.014 

 >25mm 1.50 1.09-2.08  

EZH2 and CBX7 Normal EZH2 and CBX7 expression 1  0.001 

combined expression levels Normal EZH2 and under-CBX7 1.34 1.13-1.60  

 Over-EZH2 and normal CBX7 1.80 1.27-2.56  

 Over-EZH2 and under-CBX7 2.42 1.43-4.10  

 

a 
Hazard ratio. 

b 
95% Confidential Interval. 

c 
Multivariate COX analysis. 0 

    



 

  

+0.408 

<0.0000001 

 

+0.064 

0.17 (NS) 

 

+0.302 

<0.0000001 

 

+0.061 

0.19 (NS) 

 

+0.214 

0.000012 

 

+0.032 

0.50 (NS) 

 

1 

<0.0000001 

  

+0.209 -0.092 +0.294 -0.011 +0.147 +0.048 +0.597 1 

0.000017 0.047 <0.0000001 0.81 (NS) 0.0018 0.31 (NS) <0.0000001 <0.0000001 

+0.119 +0.046 +0.323 +0.065 +0.256 +0.278 +0.490 +0.473 1 

0.011 0.33 (NS) <0.0000001 0.16 (NS) 0.00000025 <0.0000001 <0.0000001 <0.0000001 <0.0000001 

a 
Spearman rank correlation Test. 

b 
Data available in 446 samples. 

         

 

Supplemental Table 15: Statistical analysis and correlation between ANRIL pathway genes in the series of 456 breast tumors. 

 
 ANRIL EZH2 SUZ12 EED 

b  
JARID2 

c  
BMI1 CBX7 ARF P16 P15 

 

ANRIL 

EZH2 

SUZ12 
 
 

EED 
b
 

 
 

JARID2 
c
 

 

 
BMI1 

 
 

CBX7 
 
 

ARF 

P16 

P15 

1 
a 

<0.0000001 
 

+0.169 1 

0.00039 <0.0000001 
 

+0.220 +0.193 1 

0.0000067 0.000064 <0.0000001 
 

+0.184 +0.295 +0.162 1 

0.00015 <0.0000001 0.00075 <0.0000001 
 

+0.091 +0.278 +0.293 +0.189 1 

0.050 (NS) <0.0000001 <0.0000001 0.00010 <0.0000001 
 

+0.110 +0.229 +0.195 +0.386 +0.110 1 

0.018 0.0000031 0.000056 <0.0000001 0.018 <0.0000001 
 

+0.233 -0.254 +0.317 +0.188 +0.155 +0.034 1 

0.0000022 0.00000032 <0.0000001 0.00011 0.0011 0.47 (NS) <0.0000001 

+0.594 

<0.0000001 
 

+0.323 

<0.0000001 
 

+0.381 

<0.0000001 

 

 



 

Supplemental Table 16: Statistical analysis of EMT associated gene 

expressions relative to ANRIL expression level. 
 

 
 

MicroRNAs 

Breast cancer with low 

expression of ANRIL 

(n=30) 

Breast cancer with high 

expression of ANRIL 

(n=30) 

 

p -value 
a  

ROC-AUC 
b

 

 
ANRIL 1,0 (0,22-3,56) c

 11,5 (5,64-62,1) c <0,0000001 1,000 

EMT associated genes (n=9) 

TWIST1 1,0 (0,24-6,34) 0,99 (0,13-7,97) 0,99 (NS) 0,501 

ZEB1 1,0 (0,24-3,53) 1,19 (0,30-2,96) 0,55 (NS) 0,545 

ZEB2 1,0 (0,39-3,89) 1,19 (0,44-3,53) 0,30 (NS) 0,578 

SNAI1 1,0 (0,30-6,80) 1,17 (0,31-6,57) 0,38 (NS) 0,566 

SNAI2 1,0 (0,39-3,16) 1,39 (0,23-4,97) 0,24 (NS) 0,588 

VIM 1,0 (0,45-2,72) 1,09 (0,26-3,87) 0,50 (NS) 0,551 

CDH2 1,0 (0,17-159) 1,24 (0,16-55,4) 0,47 (NS) 0,554 

CDH1 1,0 (0,22-4,96) 0,99 (0,01-7,41) 0,63 (NS) 0,463 

ZO-1 1,0 (0,40-3,80) 0,86 (0,23-4,07) 0,59 (NS) 0,460 

 

a 
Kruskal et Wallis H Test. 

b 
ROC (Receiver Operating Characteristics) - AUC (Area Under Curve) analysis. 

b 
Median (range) of gene mRNA levels ; the mRNA values of the samples were normalized such that the 
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ARTICLE N°2 : Valeur pronostique d'un variant d’épissage alternatif du lncRNA 

MALAT1 dans les carcinomes mammaires infiltrants. 
 
 
 
 

8.1 Objectif 
 

 

MALAT1 est un lncRNA présentant des propriétés inattendues par rapport à la majorité des 

lncRNAs. Il est un lncRNA extrêmement abondant, exprimé de façon ubiquitaire et apparait 

très conservé parmi les mammifères. De plus, MALAT1 est un lncRNA doté à la fois de 

propriétés structurales (speckles) et de propriétés fonctionnelles, telles que la régulation de 

l'épissage  alternatif  et  le  contrôle  de  la  transcription  de  gènes  impliqués  dans  le  cycle 

cellulaire, la motilité cellulaire et l’EMT. Toutefois, les mécanismes moléculaires liés à sa 

dérégulation ne sont pas encore élucidés et peu d’études ont été consacrées à MALAT1 dans 

les cancers du sein. Pour analyser l'implication de MALAT1 dans les carcinomes mammaires, 

nous avons étudié son expression par RT-PCR en temps réel dans une large série de 446 

patientes atteintes d’une tumeur mammaire unilatérale au suivi clinico-biologique documenté. 

Nous avons recherché des corrélations entre MALAT1, les différents paramètres cliniques, 

pathologiques  et  évolutifs  et  les  gènes  et  protéines  impliqués  dans  les  mécanismes 

moléculaires auxquels MALAT1 participe dans d’autres types de cancers humains. 

 
 
 
 

Ce travail a fait l’objet de l’article suivant : 
 

 

Article 2 
 

 

Prognostic value of a new identified MALAT1 alternatively spliced transcript in breast 

cancer. 
 

 

Didier Meseure, Sophie Vacher, François Lallemand, Andre Nicolas, Rana Hatem, Walid 

Chemlali, Kinan Drak Alsibai, Leanne De Koning, Eric Pasmant, Celine Callens, Rosette 

Lidereau, Antonin Morillon and Ivan Bieche. 

 
Article publié dans la revue British Journal of Cancer 2016;114:1395-404. 
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8.2 Résumé 
 

 

Le lncRNA MALAT1 est impliqué dans divers cancers mais son rôle dans le cancer du sein est 

encore peu connu. Nous avons utilisé les techniques de RT-PCR, hybridation in situ, et RPPA 

afin de quantifier (i) la forme sauvage (WT) et un variant d’épissage alternatif de MALAT1 et 

(ii) un panel de transcrits et de protéines impliqués dans la voie de signalisation interagissant 

avec MALAT1 sur une large série de tumeurs du sein provenant de patientes ayant un statut 

clinico-pathologique et une évolution à long terme documentés. La forme WT de MALAT1 est 

surexprimée  dans  14.0%  des  tumeurs  du  sein  et  les  cellules  épithéliales  tumorales 

surexprimant  MALAT1  présentent  un  marquage  nucléaire  diffus  et  de  nombreux  et 

volumineux speckles. Cependant, la forme WT de MALAT1 n’apparait ni corrélée aux 

caractères d’agressivité des tumeurs de notre série, ni à une évolutivité péjorative. Toutefois, 

le criblage de la base de données dbEST a permis l'identification d'un transcrit d’épissage 

dont le profil d’expression est très différent de celui de la forme sauvage WT-MALAT1. Ce 

transcrit alternatif de MALAT1 (Δ-MALAT1) est en effet principalement sous exprimé (18.8%) 

et est un facteur pronostique indépendant en analyse multivariée. En conclusion, cette étude 

révèle un mode d'expression complexe du lncRNA MALAT1 dans les tumeurs du sein, 

caractérisé par des variants d’épissage de significations biologique et pronostique différents et 

suggère que cette expression complexe doit être prise en compte pour évaluer  MALAT1 

comme biomarqueur prédictif et comme cible thérapeutique potentielle dans les cancers du 

sein. 

 
 
 
 
8.3 Résultats 

 

 

La surexpression du transcrit WT-MALAT1 a été détectée dans 14.0% des tumeurs du sein, 

suggérant un rôle oncogénique. En utilisant une technique d'hybridation in situ (RNA-FISH), 

nous avons montré que les transcrits de MALAT1 sont localisés principalement dans les 

noyaux et se traduisent par des signaux nucléaires diffus et de nombreux et très volumineux 

speckles. Aucune corrélation significative n’a été observée entre la surexpression de WT- 

MALAT1 et les marqueurs d'agressivité tumorale, dont le grade histopathologique, le statut 

ganglionnaire et la taille macroscopique. Nous avons cependant identifié une corrélation 

significative entre la surexpression de WT-MALAT1 et le statut RH+ des tumeurs mammaires 

(un marqueur de bon pronostic). En outre, l'analyse des courbes de survie n'a pas révélé une 

MFS différente entre les patientes présentant une surexpression de WT-MALAT1 et celles 



225  

pourvues d’une expression normale. Plus de 25% des gènes codant pour des lncRNAs 

subissent un épissage alternatif conduisant à la synthèse d’au moins deux isoformes 

différents. En criblant la base de données dbEST à l’aide de l’ADNc de MALAT1, nous 

avons ainsi pu identifier un important transcrit résultant d’un épissage alternatif de MALAT1 

(nommé Δ-MALAT1) qui comporte deux régions délétées concomitantes de 119 pb et 243 

pb. Dans notre cohorte, Δ-MALAT1 présente un profil d'expression très différent par rapport 

à celui de WT-MALAT1. En effet, son expression varie considérablement dans les tissus 

mammaires  tumoraux,  Δ-MALAT1  étant  à  la  fois  sous-exprimé  (18.8%)  et  surexprimé 

(5.4%). De façon inattendue, une corrélation positive significative a été observée entre la 

sous-expression de Δ-MALAT1 et les tumeurs mammaires présentant une grande taille 

macroscopique, un statut RH- et des niveaux élevés en mRNA de MKI67. En outre, l'analyse 

de  la  survie  a  révélé  que  les  patientes  présentant  un  faible  niveau  d’expression  de  Δ- 

MALAT1 ont une MFS plus courte. Enfin, l'analyse multivariée a confirmé que l'expression 

de Δ-MALAT1 est un facteur pronostique indépendant. L’expression de ∆T-MALAT1 est 

associée à des altérations de la machinerie d'épissage alternatif des pré-mRNAs et du 

complexe Drosha-DGCR8 de biogénèse des ncRNAs. Nos résultats suggèrent que 

l’expression du variant d’épissage alternatif est dérégulé par la protéine YAP et associé à 

une activation de la voie PI3K/Akt/mTOR. Nous avons également analysé les niveaux 

d’expression de gènes potentiellement impliqués dans divers phénotypes cellulaires et 

moléculaires associés à la carcinogénèse via la dérégulation de MALAT1. Les gènes 

significativement associés à MALAT1 sont essentiellement impliqués dans la migration 

cellulaire (RHOB, PLAU/UPA et MMP14), l’édification du complexe répressif Polycomb 

PRC2 (EED, SUZ12, JARID2, TUG), l’apoptose (BIRC6), la réparation de l’ADN (ATM, 

MSH2, XRCC1), la biogénèse des ncRNAs (DGCR8) et les interacteurs de l’épissage 

alternatif (SRSF1, SRSF3, UHMK1). Les gènes impliqués dans le contrôle du cycle cellulaire 

et l’EMT ne sont pas liés à MALAT1 dans notre série de cancers du sein 

 
 
 
 
8.4 Conclusion 

 

 

Cette étude confirme que le lncRNA MALAT1 est impliqué dans le cancer du sein et révèle 

de plus un mode d'expression complexe caractérisé par différents variants d’épissage de 

signification  biologique  très  différente.  Cette  expression  particulière  doit  être  prise  en 

compte lors de l'évaluation des thérapies antitumorales ciblant ce lncRNA. 



226  

8.5 Article N°2: Prognostic value of a new identified MALAT1 alternatively spliced 

transcript in breast cancer. 



 

FULL PAPER 
 
 
 
 

British Journal of Cancer (2016) 114, 1395 – 1404 | doi: 10.1038/bjc.2016.123 
 
 
 
 

Keywords: MALAT1; alternatively spliced transcript; breast cancer; prognostic  value; signalling pathways 
 

 

Prognostic  value of a newly identified 

MALAT1 alternatively spliced transcript 

in breast cancer 
 

Didier Meseure1,2, Sophie Vacher1, François Lallemand1, Kinan Drak Alsibai2, Rana Hatem1, Walid Chemlali1, 

Andre Nicolas2, Leanne De Koning3, Eric Pasmant4, Celine Callens1, Rosette Lidereau1, Antonin Morillon5  and 

Ivan Bieche*,1,4
 

1Department of Genetics, Unit of Pharmacogenetics, Institut Curie, 26 rue d’Ulm, Paris Cedex F-75248, France; 2Department of 

Pathology, Platform of  Investigative Pathology, Institut  Curie, 26 rue  d’Ulm,  Paris Cedex  F-75248, France; 3Department 

of Translational Research, Institut Curie, 26 rue d’Ulm, Paris Cedex F-75248, France; 4EA7331, Faculty of Pharmaceutical and 

Biological Sciences, Paris Descartes University, Sorbonne Paris Cité , Paris Cedex F-75006, France and 5CNRS UMR 3244, Institut 

Curie, 26 rue d’Ulm, Paris Cedex F-75248, France 
 

 
Background: Epigenetic deregulation is considered as a new hallmark of cancer. The long non-coding RNA MALAT1 has been 

implicated in several cancers; however, its role in breast cancer is still little known. 
 

Methods: We used RT–PCR, in situ hybridisation, and RPPA methods to quantify (i) the full-length (FL) and an alternatively spliced 

variant (Dsv) of MALAT1, and (ii) a panel of transcripts and proteins involved in MALAT1 pathways, in a large series of breast 

tumours from patients with known clinical/pathological status and long-term outcome. 
 

Results: MALAT1 was overexpressed  in 14% (63/446) of the breast tumours. MALAT1-overexpressed tumour epithelial cells showed 

marked diffuse nuclear signals and numerous huge nuclear speckles. Screening of the dbEST database led to the identification of 

Dsv-MALAT1, a major alternatively spliced MALAT1 transcript, with a very different expression pattern compared with FL-MALAT1. This 

alternative Dsv-MALAT1 transcript was mainly underexpressed (18.8%) in our breast tumour series. Multivariate analysis showed that 

alternative Dsv-MALAT1 transcript is an independent prognostic factor. Dsv-MALAT1 expression was associated with alterations of the 

pre-mRNAs alternative splicing machinery, and of the Drosha-DGCR8 complex required for non-coding RNA biogenesis. Alternative 

Dsv-MALAT1 transcript expression was associated to YAP protein status and with an activation of the PI3K-AKT pathway. 
 

Conclusions: Our results reveal a complex expression pattern of various MALAT1 transcript variants in breast tumours, and suggest 

that this pattern of expressions should be taken into account to evaluate MALAT1 as predictive biomarker and therapeutic target. 

 

 
Several studies have recently shown that expression of long non- 

coding RNAs (lncRNAs) are dysregulated in various cancers and 

that these lncRNAs have important  roles in tumourigenesis and 

tumour  progression (Spizzo et al, 2012). One example of such 

oncogenic lncRNA is HOTAIR, which is highly expressed in breast 

cancer and is a predictor  for metastasis formation  and associated 

with   a   poor   prognosis   (Gupta   et   al,   2010).  Among   these 

lncRNAs, MALAT1 (metastasis-associated  lung  adenocarcinoma 

transcript  1), also referred as NEAT2 (nuclear-enriched  abundant 

transcript 2) was discovered 10 years ago by using a subtractive 

hybridisation  approach.  MALAT1 was originally  identified  as a 

transcript  showing significant expression in non-small cell lung 

tumours  at high risk for metastasis (Ji et al, 2003). MALAT1 gene 

has  a  length   of  8708 bp   (NR_002819.2)  and   is  localised  in 
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chromosome  11q13.1. Unlike most  of lncRNAs, MALAT1 is 

extremely abundant,  ubiquitously expressed and highly conserved 

among mammals, with potentially major functional roles in 

mammalian  cells. MALAT1 is a nuclear-retained  lncRNA, 

suggesting both structural  and functional properties, for example, 

nuclear architecture and organisation, splicing, or gene-expression 

regulation (Gutschner  et al, 2013a). MALAT1 has been implicated 

in alternative splicing regulation, showing interactions with several 

splicing factors, such as SRSF1 (Tripathi et al, 2010). MALAT1 has 

also been linked to transcriptional  control of genes involved in cell 

cycle, cell motility and  EMT (Gutschner  et al, 2013a). MALAT1 

could act as a transcription  activator by mediating assembly of 

Polycomb repressive complexes (Yang et al, 2011). 

MALAT1 upregulation  has  been  reported  in  several tumour 

types and is also a negative prognostic factor in lung, pancreas, 

colorectal and bladder cancers (Zhang et al, 2015). Molecular 

mechanisms  involved in MALAT1 dysregulation are still unclear. 

Activation of MALAT1 by gene amplification  seems unlikely 

because MALAT1 is located in a chromosomal  region (11q13.1) 

not recurrently amplified in human cancers (Curtis et al, 2012). 

Mutations in the MALAT1 gene were recently discovery in human 

cancers (The Cancer Genome Atlas studies; Kandoth et al, 2013). 

MALAT1 seems the most frequently lncRNA mutated  in human 

cancers. Rare cases of chromosomal translocations involving 

MALAT1 have also been reported  in mesenchymal  harmatomas 

and renal cell carcinomas (Davis et al, 2003; Mathews et al, 2013). 

MALAT1 epigenetic dysregulation  mediated  by CpG island 

methylation was not reported. A post-transcriptional MALAT1 

regulation  mechanism  mediated  by  one  microRNA  (Hsa-miR- 

125b) has been only reported in bladder cancer (Han et al, 2013). 

Few studies concerning MALAT1 in breast cancer are available. 

Guffanti   et  al  (2009)  identified   MALAT1  as  an   abundantly 

expressed lncRNA in breast tumours. Rare mutations were recently 

described in luminal breast cancer (Ellis et al, 2012). Clinical 

prognostic value of MALAT1 dysregulation in breast cancer is little 

known at this time (Xu et al, 2015). 

To obtain further  insight concerning  involvement of MALAT1 

in molecular  pathogenesis of breast cancer, we used quantitative 

real-time reverse-transcriptase–polymerase chain reaction (qRT– 

PCR) assay, to quantify the full-length (FL) and  an alternatively 

spliced variant (Dsv) of MALAT1 mRNA expression in a series of 

446 patients  with unilateral  invasive breast tumours  and  known 

long-term  outcome.  We  sought  links between MALAT1 mRNA 

expression pattern  and classical clinical and pathological para- 

meters, including patient outcome. We also sought relationships 

between MALAT1 and genes and proteins expression known to be 

involved  in  different  steps  of  MALAT1 pathway  dysregulation 

observed in others types of human  cancers. 
 
 

MATERIALS AND METHODS 

 
Patients  and samples.  Samples of 446 unilateral invasive primary 
breast tumours  excised from women  managed  at Institut  Curie– 

Hôpital  René Huguenin  (Saint-Cloud, France) from 1978 to 2008 

have been  analysed. All patients  cared  in  our  institution  before 

2007 were informed that their tumour  samples might be used for 

scientific purposes and had the opportunity  to decline. Since 2007, 

patients  treated  in  our  institution  have given their  approval  by 

signed inform consent. This study was approved by the local ethics 

committee  (Breast Group  of René  Huguenin  Hospital).  Samples 

were immediately stored in liquid nitrogen until RNA extraction. 

A tumour  sample was considered suitable for our study if the 

proportion  of tumour  cells exceeded 70%. 

All  patients  (mean  age  61.8  years,  range  31–91  years)  met 

the following criteria: primary unilateral nonmetastatic  breast 

carcinoma for which complete clinical, histological and biological 

data  were  available; no  radiotherapy   or  chemotherapy   before 

surgery; and full follow-up at Institut  Curie–Hospital  René 

Huguenin. 

Treatment  (information  available for  438 patients)  consisted 

of   modified   radical   mastectomy   in   278   cases  (63.9%)  and 

breast-conserving  surgery  plus  locoregional radiotherapy  in  160 

cases  (36.1%).  The  patients   had  a  physical  examination   and 

routine   chest  radiotherapy   every  3  months   for  2  years,  then 

annually.  Mammograms  were done  annually.  Adjuvant  therapy 

was  administered  to  360  patients,  consisting  of  chemotherapy 

alone in 87 cases, hormone  therapy alone in 172 cases and both 

treatments  in 101 cases. The histological type and the number  of 

positive  axillary nodes  were established  at  the  time  of surgery. 

The malignancy of infiltrating carcinomas was scored according to 

Scarff Bloom Richardson’s histoprognostic  system. 

Hormone  receptor (HR; i.e., oestrogen receptor-alpha  (ERa), 

progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor 

receptor 2 (ERBB2) statuses were determined  at the protein  level 

by using biochemical methods (dextran-coated charcoal method, 

enzyme immunoassay  or immunohistochemistry) and  confirmed 

by qRT–PCR assays (Bieche et al, 1999, 2001). 

The population was divided into four groups according to HRs 
(ERa and PR) and ERBB2 status, as follows: two luminal subtypes 

(HR þ /ERBB2 þ  (n ¼ 45))  and   (HR þ /ERBB2 - (n ¼ 195));  an 

ERBB2 þ subtype (HR - /ERBB2 þ (n ¼ 46)) and a triple-negative 

subtype (HR - /ERBB2 - (n ¼ 64)). Standard prognostic factors of 
this tumour set are presented in (Supplementary Table 1). During a 
median  follow-up of 9.1 years (range 4.3 months  to 33.2 years), 

176 patients developed metastasis. 

Ten  specimens  of adjacent  normal  breast  tissue  from  breast 

cancer patients and normal breast tissue from women undergoing 

cosmetic breast surgery were used as sources of normal RNA. 
 

RNA extraction. Total RNA was extracted from breast tissue 

samples by using acid–phenol guanidium. RNA quality was 

determined  by electrophoresis through  agarose gels, staining with 

ethidium  bromide  and  visualisation  of  the  18S- and  28S-RNA 

bands under ultraviolet light. 
 

qRT–PCR.  Quantitative   values  were  obtained   from  the  cycle 

number (Ct value) at which the increase in the fluorescence signal 

associated with exponential growth of PCR products started to be 

detected by the laser detector of the ABI Prism 7900 sequence 

detection  system (Perkin-Elmer  Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA), using PE biosystems analysis software according to the 

manufacturer’s manuals. 

The precise amount  of total RNA added to each reaction mix 

(based on  optical density)  and  its quality (i.e., lack of extensive 

degradation)  are both difficult to assess. Therefore, transcripts  of 

the  TBP  gene  (Genbank  accession  NM_003194)  encoding  the 

TATA box-binding protein (a component  of the DNA-binding 

protein  complex TFIID)  were also quantified  as an  endogenous 

RNA control. Each sample was normalised on the basis of its TBP 

content.  TBP was selected as an  endogenous  control  due to the 

absence of known TBP retropseudogenes (retropseudogenes lead to 

co-amplification   of   contaminating    genomic   DNA   and   thus 

interfere with qRT–PCR, despite the use of primers in separate 

exons; Bieche et al, 1999). 

Results, expressed as N-fold differences in target-gene  expres- 
sion   relative  to   the   TBP  gene   and   termed   ‘Ntarget’,   were 

determined  as Ntarget ¼ 2DCtsample,  where  the  DCt value of the 
sample  was determined  by subtracting  the  average Ct  value of 
target gene from the average Ct value of TBP gene. 

The target-gene values of the breast tumour samples were 

subsequently normalised  such that the median  of the target-gene 

values for the 10 normal breast tissues was 1. 

The primers  for TBP, MALAT1 and  others  target  genes were 

chosen  with  the  assistance  of the  Oligo 6.0 program  (National 
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Biosciences, Plymouth, MN, USA; Supplementary Table 2). dbEST 

and nr databases were scanned to confirm the total gene specificity 

of the nucleotide sequences chosen for the primers and the absence 

of single-nucleotide polymorphisms. To avoid amplification of 

contaminating  genomic DNA, one of the two primers was placed 

at  the  junction  between  two  exons  or  on  two  different  exons. 

Agarose gel electrophoresis  was used  to  verify the  specificity of 

PCR amplicons. The conditions of cDNA synthesis and PCR were 

as previously described (Bieche et al, 1999). 
 

In situ hybridisation. We used Stellaris FISH Probes, Human 

MALAT1 with  Quasar  570  Dye  (Biosearch  Technologies, 

Petaluma, CA, USA). First, paraffin-embedded  tissue sliced at 4– 

5 mm thickness were obtained from normal and tumour  tissues by 

using   a   microtome   (Thermo   scientific  Sandom   HE   340  E, 

Walldorf, Germany). Formalin-fixed paraffin-embedded  breast 

tissue sections were deparaffinized  by using 100% xylene, 100% 

ethanol,  95% ethanol,  70% ethanol  and  RNase-free PBS. Then, 

slides were incubated for 20 min at 37 1C, and washed twice with 

PBS. We created a working probe solution at 125 nM (probe diluted 

in hybridisation buffer). We immersed tissue sections in a wash 

buffer  for  2–5 min,  while  assembling  the  humidified  chamber. 

Then, we dispensed 100 ml of working probe solution onto tissue 

sections,  placed  them  in  the  humidified  chamber,  and  covered 

them  with parafilm. We incubated  tissue sections in the dark at 

37 1C for at least 4 h. After decanting wash buffer, we added DAPI 

nuclear  stain  and  immersed  tissue  sections  in  SSC. Finally, we 

added  a small drop  of antifade onto  tissue sections and  covered 

with a cover glass and proceeded to imaging. 
 

RPPA.  Samples were disrupted  in  Laemmli buffer (50 mM  Tris 

pH ¼ 6.8, 2% SDS, 5% glycerol, 2 mM DTT, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM 

EGTA,  1 x  HALT   phosphatase   inhibitor   (Perbio,   Villebon- 

sur-Yvette, France; 78420), protease inhibitor cocktail complete 

MINI EDTA-free (Roche, Basel, Switzerland; 1836170, 1 tablet per 

10 ml), 4 mM  Na3VO4 and  20 mM  NaF) qsp 5 ml H2O,  using a 

Tissue Lyser (Qiagen, Venlo, Netherlands)  and two 5 mm stainless 

beads per sample. Extracts were then boiled for 10 min at 100 1C, 

passed through a fine needle to reduce viscosity and centrifuged for 

15 min at 13 000 r.p.m. The supernatant was collected and stored at 

- 80 1C.   Protein   concentration   was  determined   (Pierce  BCA 

reducing  agent  compatible  kit, Pierce, Waltham,  MA, USA; ref 

23252). Samples were deposited onto nitrocellulose covered slides 
(Fast slides, Maine Manufacturing, Sanford, ME, USA) using a 
dedicated arrayer (2470 arrayer, Aushon Biosystems, Billerica, MA, 

USA). Five serial dilutions, ranging from 1000 to 62.5  mg ml - 1, and 

two technical replicates per dilution were printed for each sample. 
Arrays were labelled with specific antibodies or without  primary 

antibody (negative control), using an Autostainer Plus (Dako, 

Glostrup,  Denmark).  Briefly, slides were incubated  with  avidin, 

biotin  and  peroxides blocking reagents (Dako)  before saturation 

with TBS containing  0.1% Tween-20 and  5% BSA (TBST-BSA). 

Slides were then probed overnight at 4 1C with primary antibodies 

diluted in TBST-BSA. After washes with TBST, arrays were probed 

with horseradish  peroxidase-coupled  secondary antibodies  (Jack- 

son ImmunoResearch Laboratories, New market, UK) diluted in 

TBST-BSA for  1 h  at  room  temperature  (RT).  To  amplify  the 

signal, slides were incubated with Bio-Rad Amplification Reagent 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) for 15 min at RT. The arrays were 

washed with TBST, probed with Alexa647-Streptavidin (Molecular 

Probes, Eugene, OR, USA) diluted in TBST-BSA for 1 h at RT and 

washed again in TBST. For staining of total protein,  arrays were 

incubated 15 min in 7% acetic acid and 10% methanol, rinsed twice 

in water, incubated  10 min  in Sypro Ruby (Invitrogen,  Carlsbad, 

CA, USA) and rinsed again. The processed slides were dried by 

centrifugation and scanned using a GenePix 4000B microarray 

scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Spot intensity 

was  determined   with  MicroVigene  software  (VigeneTech  Inc., 

Carlisle, MA, USA). All primary  antibodies  used in RPPA have 

been   previously   tested   by  Western   Blotting   to   assess  their 

specificity for the protein of interest. 

Raw data were normalised  using Normacurve  (Troncale et al, 

2012), which normalises  for fluorescent  background  per  spot,  a 

total protein stain and potential spatial bias on the slide. Next, each 

RPPA slide was median centred and scaled (divided by median 

absolute  deviation).  We  then   corrected  for  remaining   sample 

loadings   effects   individually   for   each   array   by   correcting 

the dependency  of the data for individual  arrays on the median 

value of each sample over all arrays using a linear regression. 

 
Statistical  analysis.  The distributions  of target mRNA levels were 
characterised by their median values and ranges. Relationships 

between mRNA levels of the different target genes, and between 
mRNA levels and clinical parameters,  were identified using 

nonparametric  tests, namely the w2-test (relation between two 
qualitative parameters), the Mann–Whitney’s U-test (relation 

between one qualitative parameter and one quantitative parameter) 

and the Spearman’s rank correlation test (relation between two 

quantitative parameters). Differences were considered significant at 

confidence levels 495% (Po0.05). 

To visualise the efficacy of a molecular marker (MALAT1 level) 

to discriminate two populations (patients that developed/did not 

develop metastases) in the absence of an arbitrary  cut-off value, 

data were summarised in an receiver operating characteristic curve 

(Hanley and McNeil, 1982). The AUC (area under curve) was 

calculated as a single measure for discriminate efficacy. Metastasis- 

free  survival  (MFS)  was  determined   as  the  interval  between 

initial diagnosis and detection of the first metastasis. Survival 

distributions were estimated by the Kaplan–Meier method, and the 

significance of differences between survival rates were ascertained 

with the log-rank test. The Cox-proportional hazards regression 

model was used to assess prognostic significance and the results are 

presented as hazard ratios and 95% confidence intervals. 
 

 
 
RESULTS 

 
MALAT1 expression  in  breast  tumours and  relationship  with 

classical clinico-pathological parameters  and  patient   outcome. 

In order to determine the prognostic significance of MALAT1 

expression   pattern   in   human    breast   tumours,   we   analysed 

MALAT1 mRNA  levels in  a large series of 446 primary  breast 

tumours from patients with known clinical/pathological status and 

long-term  outcome (Supplementary Table 1). 

Among the 446 breast tumour  RNA samples tested, 63 (14.1%) 

tumours   showed  MALAT1 mRNA  overexpression  (NMALAT1 

from 3.02 to 13.4), and only 13 (2.9%) tumours  showed MALAT1 

mRNA underexpression  (NMALAT1 from 0.15 to 0.32), as 

compared with normal breast tissues. We sought links between 

MALAT1 mRNA level status and standard clinico-pathological and 

biological factors in breast cancer (Supplementary Table 3). 

Significant positive associations were observed between the tumour 

group    showing    MALAT1   overexpression    and    ERa-positive 

(P ¼ 0.000015), PR-positive (P ¼ 0.00079) and molecular subtypes 

(P ¼ 0.00000075). It  is  noteworthy  that  majority  (9/13)  of  the 

MALAT1 underexpressed  tumours  was of triple-negative (HR - / 

ERBB2 - ) subtype. 

We also examined PIK3CA mutation  status, and expressions of 

EGFR and MKI67 (which encodes the proliferation-related  antigen 

Ki-67). None of these three markers showed significant link with 

MALAT1 expression. 

To  further  investigate  whether  MALAT1 mRNA  expression 

could be of prognostic relevance, the log-rank test was used to 

identify relations between MFS and MALAT1 mRNA expression. 
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Results  showed  that  MFS  was  not  significantly  influenced  by 

MALAT1 overexpression status (P ¼ 0.23; data not shown). 

Results of  MALAT1 mRNA  levels shown  in  Supplementary 

Table   3   were  obtained   by  using   a   primer   pair   (U13/L13) 

that  encompass  region 4891–4975 of published  MALAT1 cDNA 

sequence (GenBank #NR_002819.2; Figure 1). Similar results 

(frequency of MALAT1 overexpression links with classical clinico- 

pathological parameters  and patient outcome) were obtained with 

a second primer pair (U9/L9) localised in MALAT1 gene at region 

6565–6658 (Figure 1). 
 

Relationship between  MALAT1 mRNA level and  HOTAIR and 

ANRIL  mRNA  levels. We  tested  possible  relation  between 

MALAT1 and  HOTAIR and  ANRIL (the  two most  documented 

lncRNAs that  also interact  with Polycomb repressive complexes) 

mRNA levels. We did not  observe any association between 

MALAT1 and these two Polycomb complexes associated lncRNAs 

(r ¼ þ 0.069,  P ¼ 0.14  for  HOTAIR;  r ¼ þ 0.014,  P ¼ 0.76  for 

ANRIL; Spearman’s rank correlation test). 
 

Localisation  of MALAT1 transcript in  epithelial  tumour cells. 

We  detected  specific MALAT1 RNA  in  epithelial  and  stromal 

cells of all ten  tumour  samples studied  by in  situ hybridisation 

(ISH). MALAT1 mRNA was found  exclusively in the nucleus of 

both  stromal  and  tumour   epithelial  cells. We  detected  strong 

specific MALAT1 RNA level in epithelial cells of the five tumours, 

which overexpressed MALAT1 mRNA (using qRT–PCR analysis) 

and low specific MALAT1 RNA level in the five tumours which did 

not  overexpress  MALAT1 mRNA.  We  thus  obtained  a  perfect 

match  between MALAT1 mRNA expression by using qRT–PCR 

and ISH analysis. MALAT1-overexpressed tumour  epithelial cells 

showed marked diffuse nuclear signals and numerous  nuclear 

speckles of variable size and shape as compared with MALAT1 

normal-expressed tumour  epithelial cells (Figure 2). 
 

Identification of  a  major  alternatively  spliced  MALAT1 tran- 

script in breast tumours, and relationships with classical clinico- 

pathological  parameters and patient  outcome.  Screening of the 

dbEST database with the MALAT1 cDNA led to identification of two 

major groups of alternatively spliced MALAT1 ESTs. The first major 

alternatively spliced MALAT1 transcript (named D1sv-MALAT1) had a 

119-bp deletion (from 6446 to 6564, from the NR_002819.2 sequence), 

resulting from  alternative  splicing of MALAT1 mRNA, whereas the 

second alternatively spliced MALAT1 transcript  (named  D2sv- 

MALAT1) had  a  243-bp  deletion  (from  4633  to  4875, from  the 

NR_002819.2 sequence). The deleted nucleotide sequences show 

consensus sequences of donor/acceptor  splice sites. 

To   verify  presence   and   quantify   mRNA   levels  of   these 

alternative splicing variants in our breast cancer series, we carried 

out non-quantitative  (classical) RT–PCR using primer  pairs with 

one of the two primers  placed at the junction  of the two spliced 

regions: U2/L2 for the 243-bp alternatively spliced MALAT1 

transcript (D2sv-MALAT1) and U18/L18 for the 119-bp alterna- 

tively spliced MALAT1 transcript  (D1sv-MALAT1;  Figure 1). 

However, additional qualitative analyses using primer couples 

U1/L20 or U2/L18 (Figure 1 and Supplementary Figure 1) showed 

that these two splices were always associated together. This unique 

transcript,  showing both  119-bp and  243-bp deletions, is named 

Dsv-MALAT1 for  the  remaining  part  of  the  manuscript,   and 

FL-MALAT1 for the FL transcript. 

All the 446 breast tumour RNA samples tested showed a marked 

presence of Dsv-MALAT1 transcript. We observed a highly positive 

correlation  between Dsv-MALAT1 and  FL-MALAT1 expressions 

(Supplementary Figure 2A). The relative expression of Dsv- 

MALAT1 and  FL-MALAT1 for each individual  sample listed as 

dot/box   plots   is  indicated   in   Supplementary   Figure  2B.  As 

compared  with normal  breast tissues, 24 (5.4%) tumours  showed 

Dsv-MALAT1 mRNA overexpression (NDsv-MALAT1 from 3.16 

to 8.4), and surprisingly 84 (18.8%) tumours showed Dsv-MALAT1 

mRNA underexpression  (NDsv-MALAT1 from  0.05 to  0.32). 

Marked  significant  positive  associations  were observed  between 

the  tumour  group  showing  Dsv-MALAT1 underexpression  and 

large   macroscopic    tumour    size   (P ¼ 0.0023),   ERa-negative 

(P ¼ 0.000062), PR-negative (P ¼ 0.0000051) and  molecular  sub- 

types (P ¼ 0.00074; Table 1). We observed the same associations 

between Dsv-MALAT1 mRNA levels and molecular subtypes in a 

series of 21 breast cell lines, including 4 non-cancerous  cell lines, 8 

triple-negative cell lines, 4 ERBB2 cell lines and 5 RE þ cell lines 

(Supplementary  Table  4).  In  particular,  we observed  a  marked 
Dsv-MALAT1  underexpression   in  the  triple-negative   subtype. 

Dsv-MALAT1 underexpression   was  also  highly  associated  with 

MKI67   mRNA   levels   (P ¼ 0.00033).   MFS   was   significantly 
influenced by Dsv-MALAT1 (overexpression vs normal expression 

vs  underexpression)   expression  status  (P ¼ 0.0099; Figure  3A). 

AUC analyses was then performed to identify a putative cut-point 
to  divide the  cohort  into  two relevant Dsv-MALAT1 expression 

subgroups.  Results  confirmed   that  MFS  of  patients  with  low 

Dsv-MALAT1-expressing   tumours    (5-year    RFS   70.3±2.5%; 

10-year  RFS 58.5±2.8%;  15-year  RFS 51.4±3.0%)  was shorter 

than    that    of    patients    whose    tumours     highly    expressed 
Dsv-MALAT1 (5-year RFS 85.9±3.5%;  10-year RFS 82.3±3.9%; 

15-year RFS 76.0±5.1%; P ¼ 0.000015; Figure 3B). 
Results of Dsv-MALAT1 mRNA levels shown in Table 1 were 

obtained by using a primer  pair (U18/L18) that encompasses the 

119 bp deleted region. Similar results (frequency of Dsv-MALAT1 

overexpression, links with classical clinico-pathological parameters 

and   patient   outcome)   were  obtained   with   a  second   primer 

 
 

Δ=243 bp Δ=119 bp 
 
 

U13 L13 U9 L9 

 
 
 
 

U2 L2 U18 L18 

 
U1 L20 

 
U2 L18 

 

Figure 1. Location of primers used for MALAT1 mRNA expression analysis. Alternative splicing variants were amplified using primer pairs with 

one of the two primers placed at the junction of the two spliced regions: U2/L2 for the 243 bp alternatively spliced MALAT1 transcript (D2sv- 

MALAT1) and U18/L18 for the 119 bp alternatively spliced MALAT1 transcript (D1sv-MALAT1). 
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Normal expressed MALAT1 

mRNA breast carcinoma 

(NMALAT1 value = 1.1) 

Overexpressed MALAT1 

mRNA breast carcinoma 

(NMALAT1 value = 10.4) 
 

Figure 2. ISH of MALAT1 RNA in breast tumours. (A) Example of normal-expressed MALAT1 mRNA breast tumour (NMALAT1 value ¼ 1.1, as 

determined by qRT–PCR analysis). Weak signals represented by small speckles (speckles in red, arrow) of equivalent size and shape, 

regularly distributed within nuclei of tumour cells (nuclei in blue) x 400. (B) Example of overexpressed MALAT1 mRNA breast tumour 

(NMALAT1 value ¼ 10.4). Marked diffuse signals and numerous and frequently huge nuclear speckles (speckles in red, two arrows) of variable 

size and shape within nuclei of tumour cells (nuclei in blue) x 600. 

 

pair (U2/L2) that encompass the 243 bp deleted region (Figure 1; 

Supplementary Table 5). 

Finally, the prognostic significance of the five parameters 

identified   in   univariate   analysis,   including   histopathological 

grade, lymph node status, macroscopic tumour  size, PR status 

(Supplementary  Table  1)  and  Dsv-MALAT1 expression  status 

(Figure 3B) persisted (except for lymph node and PR status) in Cox 

multivariate regression analysis of MFS (Supplementary Table 6). 
 

Relationship between Dsv-MALAT1 mRNA levels and Hsa-miR- 

125b  expression   status.  As  Hsa-miR-125b  suppresses  bladder 

cancer  development  by  downregulating   MALAT1 (Han   et  al, 

2013),   we   tested   the   possible   negative   correlation   between 

Dsv-MALAT1 and  Hsa-miR-125b mRNA  level in  breast  cancer. 

Hsa-miR-125b levels were analysed in 20 low-Dsv-MALAT1- 

expressing (median  mRNA value: 0.36) and  20 high-Dsv- 

MALAT1-expressing  breast   tumours    (median    mRNA   value: 

2.13). We  found  no  link  between  Dsv-MALAT1 and  Hsa-miR- 

125b  expression  status:  the  median   Hsa-miR-125b  value  was 

0.13 in low-Dsv-MALAT1-expressing breast tumours  and 0.11 in 

high-Dsv-MALAT1-expressing breast tumours. Similar results were 

obtained  with  20  low-FL-MALAT1-expressing and  20  high-FL- 

MALAT1-expressing breast tumours. 
 

Relationship between  Dsv-MALAT1 mRNA  levels and  YAP 

protein level. As YAP protein regulates transcription  of MALAT1 

gene in liver cancer (Wang et al, 2014), we tested the possible 

positive  correlation   between  YAP  protein   and   Dsv-MALAT1 

mRNA levels in breast cancer. YAP protein  levels were analysed 

by using RPPA assay in 143 samples from our series of 446 breast 

tumours.  We found a significant positive link with Dsv-MALAT1 

mRNA level (r ¼ þ 0.303, P ¼ 0.00032; Spearman’s rank  correla- 

tion  test)  but  no  link  between  YAP protein  and  FL-MALAT1 

mRNA  levels of expression.  As Dsv-MALAT1 low level is 

associated with a poor outcome and with low-YAP-protein level, 

we tested if YAP protein level could be also of prognostic relevance. 

We  did   not   observe  in  our   smaller  series  of  143  samples, 

any  statistical  correlation  between  low-YAP-protein  expression 

and poor outcome. 
 

Relationship between  Dsv-MALAT1 mRNA  levels and  a large 

panel  of  selected  genes  involving  in  various  signalling  path- 

ways. To  obtain  further  insight  into  MALAT1 dysregulated 

pathways  in  breast  cancer,  we  evaluated  by  qRT–PCR  mRNA 

expression of a large number of selected genes in 20 low-Dsv- 

MALAT1-expressing and 20 high-Dsv-MALAT1-expressing breast 

tumours.  We assessed expression level of 48 genes involved in 

various cellular and molecular phenomena  associated with 

carcinogenesis. These genes encode proteins involved in cell cycle 

control   (n ¼ 7),   cell  migration   (n ¼ 5),   polycomb   repressive 

complexes  (PRC1)  (n ¼ 3)  and   PRC2  (n ¼ 5),  EMT  (n ¼ 7), 

apoptosis  (n ¼ 6) and  DNA  repair  (Yang et al, 2011). We  also 

focused on expression of well-known regulators (DGCR8; AGO2) 

and  interactors  (SRSF1, SRSF2, SRSF3, UHMK1)  of  MALAT1 

(Gutschner  et al, 2013a), as well as transcriptional  dysregulated 

genes  after  MALAT1  depletion   in   A549  lung   adenoma   cell 

line (ROBO1, MCAM; Gutschner et al, 2013b) and HeLa cells 

(IFI44; Miyagawa et al, 2012). 

Expression  of  19  (39.5%) of  these  48  genes  was  significantly 

positively associated with Dsv-MALAT1 expression (Table 2). Genes 
significantly associated to Dsv-MALAT1 were mainly involved in cell 

migration  (RHOB, PLAU/UPA and  MMP14), Polycomb repressive 

complex PRC2 (EED, SUZ12, JARID2, TUG1), apoptosis  (BIRC6), 

DNA repair  (ATM, MSH2, XRCC1) and  regulators  (DGCR8) and 

interactors (SRSF1, SRSF3, UHMK1) of MALAT1. Genes involved in 

cell cycle control  and EMT, as well as putative MALAT1-inducible 

genes (identified by MALAT1 depletion in cell lines) were not linked 

to the MALAT1 in breast cancer. 
 
Relationship between  levels of Dsv-MALAT1 mRNA and  RTK/ 

MAPK/PI3K  proteins. As several studies recently suggested that 

MALAT1 promotes proliferation and metastasis of various cancers 

by activating  the  RTK/MAPK/PI3K  pathways  (Wu  et  al,  2014; 

Dong et al, 2015; Xu et al, 2015), we tested possible correlation 

between  Dsv-MALAT1 and  various  proteins  involved  in  these 

signalling pathways. 

Twenty-eight  protein  (non-phosporylated  or/and  phosphory- 
lated)  levels were  analysed  using  RPPA  assays in  143 samples 

from  our  series of 446 breast  tumours.  These selected proteins 

are  involved  in  TKR  (n ¼ 9),  MAPK  (n ¼ 4)  and  PI3K/AKT 

(n ¼ 15) pathways (Table 3). Low-Dsv-MALAT1 mRNA level were 

associated to high levels of 4 among the 15 proteins involved in the 

PI3K/AKT pathway (i.e., FOXO1, p70 S6 Kinase total protein and 

phosphorylated  in Threonine 389, S6 ribosomal protein phos- 

phorylated  in Ser240/Ser244), but to none of the two others 

signalling  pathways.  Low-FL-MALAT1 mRNA  level was  exclu- 

sively associated to high level of FOXO1 (Table 3). 
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Table 1. Relationship between  Dsv-MALAT1-spliced transcript  levels and classical clinical biological  parameters in a series of 

  
Number of patients (%) 

 Total 

population (%) 

Dsv-MALAT1 

underexpression 

Dsv-MALAT1 

normal expression 

Dsv-MALAT1 

overexpression 
P-valuea

 

Total 446 (100.0) 84 (18.8) 338 (75.8) 24 (5.4)  
Age (years) 

p50 

450 

94 (21.1) 

352 (78.9) 

25 (26.6) 

59 (16.8) 

67 (71.3) 

271 (77.0) 

2 (2.1) 

22 (6.3) 

0.038 

SBR histological  gradeb,c
 

I 

II þ III 

57 (13.0) 

380 (87.0) 

4 (7.0) 

79 (20.8) 

49 (86.0) 

282 (74.2) 

4 (7.0) 

19 (5.0) 

0.043 

Lymph node statusd
 

0 

1–3 

43 

117 (26.3) 

231 (51.9) 

97 (21.8) 

17 (14.5) 

39 (16.9) 

27 (27.8) 

90 (76.9) 

182 (78.8) 

66 (68.0) 

10 (8.5) 

10 (4.3) 

4 (4.1) 

0.043 

Macroscopic tumour  sizee
 

p25 mm 

425 mm 

218 (49.8) 

220 (50.2) 

28 (12.8) 

55 (25.0) 

174 (79.8) 

157 (71.4) 

16 (7.3) 

8 (3.6) 

0.0023 

ERa status 

Negative 

Positive 

115 (25.8) 

331 (74.2) 

37 (32.2) 

47 (14.2) 

76 (66.1) 

262 (79.2) 

2 (1.7) 

22 (6.6) 

0.000062 

PR status 

Negative 

Positive 

191 (42.8) 

255 (57.2) 

55 (28.8) 

29 (11.4) 

132 (69.1) 

206 (80.8) 

4 (2.1) 

20 (7.8) 

0.0000051 

ERBB2 status 

Negative 

Positive 

353 (79.1) 

93 (20.9) 

60 (17.0) 

24 (25.8) 

273 (77.3) 

65 (70.0) 

20 (5.7) 

4 (4.3) 

0.15 (NS) 

Molecular subtypes 

RH - ERBB2 - 

RH - ERBB2 þ 

RH þ ERBB2 - 

RH þ ERBB2 þ 

68 (15.2) 

42 (9.4) 

285 (63.9) 

51 (11.4) 

22 (32.4) 

14 (33.3) 

38 (13.3) 

10 (19.6) 

46 (67.6) 

26 (61.9) 

227 (79.6) 

39 (76.5) 

0 (0) 

2 (4.8) 

20 (7.0) 

2 (3.9) 

0.00074 

PIK3CA mutation  status 

Wild type 

Mutated 

299 (67.0) 

147 (33.0) 

69 (23.1) 

15 (10.2) 

215 (71.9) 

123 (83.7) 

15 (5.0) 

9 (6.1) 

0.0049 

MKI67 mRNA expression 

Median 12.5 (0.80–117) 17.6 (0.86–117) 11.8 (0.80–94.5) 11.2 (0.93–47.1) 0.00033f 

EGFR mRNA expression 

Median 0.22 (0.00–106) 0.13 (0.02–3.20) 0.23 (0.00–106) 0.20 (0.03–1.51) 0.019f 

Abbreviations: ERa ¼ oestrogen receptor-a; ERBB2 ¼ human epidermal growth factor receptor 2; HR ¼ hormone receptor; NS ¼ not significant; PR ¼ progesterone receptor. The bold values are 

statistically significant (P-valueo0.05). 
a 

w
2
-test. 

b 
Scarff Bloom Richardson classification. 

c 
Information available for 437 patients. 

d 
Information available for 445 patients. 

e 
Information available for 438 patients. 

f
Kruskal–Wallis’s H test. 
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DISCUSSION 

 
Recent studies have demonstrated  the importance  of non-protein- 

coding  part  of human  genome  in  carcinogenesis.  Among 

numerous  kinds  of non-protein-coding RNAs, lncRNAs have a 

key regulatory role in cancer biology. LncRNAs are dysregulated in 

different types of cancer and the expression levels of certain 

lncRNAs are associated with metastasis and prognosis of cancer. 

Overexpression of certain lncRNAs, behaving like oncogenes, can 

promote tumour  growth and cancer cell invasion (Cheetham et al, 

2013). 

In this study, we focused on the lncRNA MALAT1 that has been 

shown dysregulated in various cancer types (Zhang et al, 2015), but 

poorly studied in breast cancer. One study, using deep-sequencing 

technology,  identified  MALAT1 as one  of the  highly  expressed 

lncRNAs in breast tumours  (Guffanti et al, 2009). 

We tested 10 normal breast tissue RNAs and 446 unilateral 

invasive primary  breast tumour  RNAs, using qRT–PCR method. 

MALAT1 mRNA  was  detected  in  all  breast  tumour   samples 

and also in all normal breast tissues. 

Overexpression  of MALAT1 mRNA was detected  in 14% 

(63/446) of breast tumours, confirming the oncogenic role of 

MALAT1. Indeed,  MALAT1 is  overexpressed  in  several cancer 

types, including lung, colon and hepatocarcinoma, and over- 

expression of MALAT1 in various cell lines enhanced  cell 

proliferation, whereas in nude mice, increased levels of MALAT1 

promoted tumour formation (Ji et al, 2003; Guo et al, 2010; Gupta 

et al, 2010; Gibb et al, 2011; Schmidt et al, 2011; Lai et al, 2012). 

Additional   studies  have  also  demonstrated   that   depletion   of 
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Figure 3. MFS curves of patient groups according to Dsv-MALAT1 mRNA expression level in the series of 446 breast tumours. (A) MFS curves of 

three patients groups with under, normal and overexpressed Dsv-MALAT1 tumours, as compared with normal breast tissues. (B) MFS curves for 

patients with high-Dsv-MALAT1-expressing and low-MALAT1-expressing tumours, using an optimal cut-off value. 

 
 

MALAT1 impaired  proliferative and  invasiveproperties  of cancer 

cells (Guo et al, 2010, Schmidt et al, 2011, Gutschner et al, 2013b). 

By using ISH, we showed that  MALAT1 transcripts  were 

predominantly  localised in nuclear speckles. Nucleus of the 

MALAT1-overexpressed tumour  epithelial cells showed marked 

diffuse nuclear signals and numerous  huge nuclear speckles. 

No significant links were observed between MALAT1 mRNA 

overexpression and markers of aggressiveness, including histo- 

pathological  grade, lymph  node  status  and  macroscopic  tumour 

size, suggesting that overexpression of MALAT1 does not have a 

major  role in aggressiveness of breast carcinomas.  Moreover, we 

observed a link between MALAT1 mRNA overexpression and HR- 

positive tumours (a marker of good prognostic), suggesting that 

MALAT1 could be an ER-induced gene in breast cancer. Finally, 

survival analysis did not reveal that patients with MALAT1- 

overexpressed tumour  had shorter MFS. 

Alternative mRNA splicing is a common mechanism for 

regulating  gene  expression  in  higher  eukaryotes,  and  there  are 

many  examples  of development-specific,  tissue-specific and 

tumour-specific  differences in splicing events. In the GENCODE 

v7 catalogue of human  lncRNAs, 425%  of lncRNA genes show 

evidence of alternative splicing with at least two different transcript 

isoforms per gene locus (Derrien et al, 2012). The vast majority of 

alternatively  spliced  lncRNA  introns   are  flanked  by  canonical 

splice  sites  (GT/AG),   with   no   differences  in   splicing  signal 

compared  with  the  protein-coding   genes (Derrien  et  al,  2012). 

In  the  present  study, by screening the dbEST database  with the 

FL-MALAT1 cDNA (named  FL-MALAT1), we identified a major 

alternatively  spliced MALAT1 transcript  (named  Dsv-MALAT1) 

with two concomitant  deleted regions of 119 bp  and  243 bp. As 

expected, these alternatively spliced sequences showed consensus 

sequences of donor/acceptor  splice sites. In our cohort, Dsv- 

MALAT1 showed a very different expression pattern, as compared 

with FL-MALAT1. Indeed, Dsv-MALAT1 expression varied widely 

in tumour  tissues, being both underexpressed  (18.8%) and 

overexpressed (5.4%). Surprisingly, a significant link was observed 

between Dsv-MALAT1 underexpression  and  tumours  with  large 

macroscopic size, negative for HRs and expressing high MKI67 

mRNA  levels, suggesting that  underexpression  of Dsv-MALAT1 

has a role in aggressiveness of breast tumours.  In this regard, in 

contrast to the FL-MALAT1 expression, survival analysis revealed 

that  patients  with low-Dsv-MALAT1-expressed tumours  had 

shorter MFS. Moreover, multivariate analysis showed that Dsv- 

MALAT1 expression status was an independent  prognostic marker 

for  MFS. This  alternatively spliced MALAT1 transcript  isoform 

could act as decoys, sequestering biomolecules that  fixed on the 

FL-MALAT1 transcript and thus dysregulating its function. Taken 

together,   these   results   suggest  that   this   alternatively   spliced 

Dsv-MALAT1 transcript  isoform has a significant contribution  to 

overall MALAT1 function and breast carcinogenesis. 

Further    studies   are   necessary   to   elucidate   the    genetic 

(or epigenetic) mechanisms responsible for the observed under- 

expression of Dsv-MALAT1, in breast cancer. It is unlikely that 

gene amplification is one of the mechanisms for MALAT1 

overexpression  because  MALAT1 is  located  in  a  chromosomal 

region (11q13.1) non-recurrently amplified in breast cancer (Curtis 

et al, 2012; Zack et al, 2013). Mutations  in  the  MALAT1 gene, 

recently discovered in human  cancers, are rare in breast (1.1%) as 

compared with other cancer types such as bladder cancer (15.3%) 

(Kandoth et al, 2013). MALAT1 epigenetic dysregulation mediated 
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 Table 2. Relationship between  Dsv-MALAT1-mRNA and target-gene expression 

 
 
 
Genes 

Normal 

breast 

tissues 

(n ¼ 10) 

Breast tumours 

with low level of 
Dsv-MALAT1 

(n ¼ 20) 

Breast tumours 

with high level 
of Dsv-MALAT1 

(n ¼ 20) 

 
 
 

P-valuea
 

 
 
 

ROC–AUC 

Cell cycle control  (n ¼ 7) 

MKI67 

AURKA 

FOXM1 

PCNA 

CCNE1 

E2F1 

AURKB 

1.0 (0.00–4.74)b 

1.0 (0.17–2.73) 

1.0 (0.00–12.25) 

1.0 (0.46–3.22) 

1.0 (0.00–6.82) 

1.0 (0.44–3.08) 

1.0 (0.00–16.86) 

12.11 (1.88–25.62)b 

8.07 (2.79–27.11) 

10.91 (2.87–30.02) 

2.72 (0.65–8.31) 

3.34 (0.90–26.50) 

4.50 (1.00–8.60) 

23.59 (2.90–37.43) 

13.01 (6.15–81.52)b 

7.0 (4.28–123.17) 

13.74 (4.1–101.38) 

3.59 (0.45–6.88) 

3.18 (1.14–52.07) 

5.05 (1.76–51.10) 

15.38 (6.77–160.48) 

0.42 (NS) 

0.45 (NS) 

0.40 (NS) 

0.24 (NS) 

0.96 (NS) 

0.73 (NS) 

0.75 (NS) 

0.575 

0.570 

0.577 

0.626 

0.505 

0.532 

0.47 

Cell migration  (n ¼ 5) 

RHOB 

PLAU 

MMP14 

RHOA 

MMP13 

1.0 (0.48–5.75) 

1.0 (0.42–2.29) 

1.0 (0.69–1.52) 

1.0 (0.42–3.34) 

1.0 (0.00–4.69) 

0.88 (0.19–1.36) 

1.76 (0.31–12.59) 

1.31 (0.05–6.21) 

1.36 (0.22–3.85) 

45.38 (1.33–688.61) 

1.13 (0.36–65.33) 

2.86 (0.84–33.28) 

2.52 (0.30–39.17) 

1.59 (0.22–6.39) 

38.70 (2.62–250.99) 

0.015 

0.017 

0.0087 

0.38 (NS) 

0.83 (NS) 

0.724 

0.72 

0.743 

0.581 

0.48 

Polycomb repressive complex 1 (n ¼ 3) 

CBX7 

CBX4 

BMI1 

1.0 (0.39–1.62) 

1.0 (0.41–3.80) 

1.0 (0.59–1.47) 

0.36 (0.05–0.95) 

1.46 (0.79–2.98) 

1.42 (0.17–4.91) 

0.43 (0.15–2.43) 

1.55 (0.00–3.10) 

1.98 (0.66–6.43) 

0.045 

0.91 (NS) 

0.014 

0.685 

0.501 

0.728 

Polycomb repressive complex 2 (n ¼ 5) 

SUZ12 

JARID2 

EED 

TUG1 

EZH2 

1.0 (0.56–1.25) 

1.0 (0.83–1.46) 

1.0 (0.58–1.84) 

1.0 (0.79–3.06) 

1.0 (0.48–2.32) 

1.19 (0.53–1.93) 

1.19 (0.71–1.83) 

1.02 (0.18–2.61) 

0.73 (0.35–2.01) 

4.58 (1.36–12.70) 

1.63 (0.92–2.99) 

1.89 (0.51–4.13) 

1.36 (0.19–3.13) 

1.16 (0.34–1.98) 

5.99 (2.76–14.64) 

0.00084 

0.0015 

0.0036 

0.044 

0.15 (NS) 

0.793 

0.794 

0.769 

0.686 

0.632 

EMT (n ¼ 7) 

CDH1 

VIM 

ZEB2 

ZEB1 

SNAI2 

TWIST1 

SNAI1 

1.0 (0.33–1.79) 

1.0 (0.42–3.11) 

1.0 (0.44–5.58) 

1.0 (0.43–4.08) 

1.0 (0.43–1.50) 

1.0 (0.53–3.62) 

1.0 (0.34–7.88) 

0.91 (0.06–2.74) 

0.22 (0.09–0.70) 

0.30 (0.12–0.64) 

0.31 (0.19–1.47) 

0.23 (0.05–0.82) 

0.30 (0.08–1.16) 

0.83 (0.06–2.66) 

1.28 (0.23–5.55) 

0.31 (0.10–2.16) 

0.32 (0.14–2.35) 

0.44 (0.16–1.09) 

0.24 (0.11–1.41) 

0.32 (0.07–3.83) 

0.89 (0.20–6.03) 

0.051 (NS) 

0.22 (NS) 

0.60 (NS) 

0.34 (NS) 

0.52 (NS) 

0.63 (NS) 

0.80 (NS) 

0.68 

0.614 

0.549 

0.587 

0.56 

0.545 

0.524 

Apoptosis  (n ¼ 6) 

BIRC6 

BAX 

BIRC2 

BIRC4c
 

BCL2L1 

BCL2 

1.0 (0.74–3.10) 

1.0 (0.41–8.88) 

1.0 (0.73–3.61) 

0.0 (0.00–1.16) 

1.0 (0.48–3.76) 

1.0 (0.34–6.13) 

0.85 (0.47–1.23) 

1.38 (0.62–3.68) 

0.62 ( 0.30–1.18) 

1.09 (0.00–6.88) 

1.19 (0.65–2.19) 

0.85 (0.08–3.75) 

1.13 (0.52–1.75) 

1.88 (0.80–8.26) 

0.82 (0.26–1.99) 

2.16 (0.00–8.59) 

1.47 (0.52–4.69) 

0.78 (0.24–2.43) 

0.00017 

0.02 

0.044 

0.12 (NS) 

0.22 (NS) 

0.82 (NS) 

0.841 

0.715 

0.686 

0.645 

0.612 

0.521 

DNA repair (n ¼ 6) 

ATM 

MSH2 

BRCA1 

BRCA2 

RAD51 

XRCC1 

1.0 (0.67–1.66) 

1.0 (0.66–1.55) 

1.0 (0.00–2.56) 

1.0 (0.27–2.49) 

1.0 (0.0–2.00) 

1.0 (0.70–1.30) 

0.60 (0.40–1.87) 

0.98 (0.60–1.57) 

2.23 (0.05–13.56) 

3.12 (0.86–7.82) 

7.55 (1.62–18.9) 

0.78 (0.53–1.34) 

1.36 (0.55–2.24) 

1.40 (0.83–2.95) 

3.33 (0.00–8.85) 

3.87 (0.00–9.57) 

5.29 (1.35–21.6) 

1.41 (0.78–2.84) 

0.00007 

0.0003 

0.11 (NS) 

0.19 (NS) 

0.37 (NS) 

0.00001 

0.868 

0.834 

0.649 

0.631 

0.417 

0.908 

Regulators of MALAT1 (n ¼ 6) 

DGCR8 

AGO2 

SFRS1 

SFRS3 

SFRS2 

UHMK1 

1.0 (0.70–2.59) 

1.0 (0.57–4.50) 

1.0 (0.66–4.32) 

1.0 (0.65–3.93) 

1.0 (0.60–2.76) 

1.0 (0.59–5.09) 

0.80 (0.40–1.71) 

0.8 (0.36–2.64) 

1.13 (0.87–1.68) 

1.06 (0.69–1.87) 

1.52 (0.88–2.24) 

1.48 (0.93–2.74) 

1.12 (0.80–5.05) 

0.89 (0.33–5.87) 

1.51(0.98–2.80) 

1.30 (0.78–3.05) 

1.89 (0.81–4.04) 

2.04 (0.95–3.88) 

0.000083 

0.26 (NS) 

0.00097 

0.036 

0.18 (NS) 

0.0094 

0.864 

0.604 

0.805 

0.694 

0.624 

0.74 

MALAT1-inducible  genes (n ¼ 3) 

ROBO1 

MCAM 

IFI44 

1.0 (0.54–1.54) 

1.0 (0.57–33.8) 

1.0 (0.34–9.38) 

0.36 (0.13–4.14) 

0.52 (0.22–0.81) 

1.92 (0.06–29.23) 

0.52 (0.14–1.33) 

0.61 (0.22–10.9) 

2.63 (0.11–30.15) 

0.14 (NS) 

0.21 (NS) 

0.43 (NS) 

0.635 

0.616 

0.572 

Abbreviations: AUC ¼ area under the curve; NS ¼ not significant; ROC ¼ receiver operating curves. Values in bold correspond to significant P-values (Po0.05). 
a 
Kruskal–Wallis H-test. 

b 
Median (range) of gene mRNA levels ; the mRNA values of the samples were normalised such that the median of the 10 normal breast tissues mRNA values was 1. 

c 
The mRNA values of the samples were normalised such that a Ct value of 35 was 1. 
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Table 3. Relationship between  levels of Dsv-MALAT1 and 
FL-MALAT1 and a panel of RTK/MAPK/PI3K proteins  in a 
panel of 143 breast tumours 

 

Dsv-MALAT1 FL-MALAT1 

 ra
 P-valuea

 ra
 P-valuea

 

RTK proteins  (n ¼ 9) 

EGFR 

p.EGFR.Thr669 

p.EGFR.Tyr1173 

Her2/ErbB2 

Her3/ErbB3 

p.Her3/Erbb3.Tyr1289 

p.Her4.Tyr1162 

Met 

p.Met.Tyr1234.1235 

0.068 

0.008 

0.036 

0.091 

- 0.128 

- 0.060 

0.108 

- 0.025 

- 0.064 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

0.033 

- 0.047 

0.052 

- 0.032 

0.000 

- 0.020 

0.018 

- 0.029 

- 0.026 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

MAPK pathway proteins  (n ¼ 4) 

MEK1/2 p.MEK1/2.Ser217/221 

p44.42.MAPK 

p.p44.42.MAPK.Thr202.Tyr204 

- 0.029 

0.113 

0.116 

0.127 

NS 

NS 

NS 

NS 

- 0.073 

- 0.047 

0.150 

0.030 

NS 

NS 

NS 

NS 

PI3K/AKT pathway proteins  (n ¼ 15) 

PTEN 

p.PTEN.Ser380.Thr382.383 

INPP4b Akt1 

p.Akt1.Ser473 

Akt2 mTor 

p.mTor.Ser2448 

FOXO1 

TSC2 p70.S6.Kinase 

p.p70.S6.Kinase.Thr389 

S6.Ribosomal.protein 

p.S6.Ribosomal.protein. 

Ser235.236 

p.S6.Ribosomal.protein. 

Ser240.244 

0.101 

- 0.018 

0.001 

0.030 

0.119 

- 0.102 

- 0.155 

- 0.077 

- 0.194 

- 0.075 

- 0.172 

- 0.225 

- 0.034 

- 0.095 

 
- 0.201 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

0.0210 

NS 

0.0400 

0.0070 

NS 

NS 

 
0.0160 

0.050 

- 0.026 

0.042 

- 0.017 

- 0.032 

0.028 

- 0.066 

0.008 

- 0.196 

0.003 

0.099 

0.073 

0.075 

0.006 

 
- 0.024 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

0.0180 

NS 

NS 

NS 

NS 

NS 

 
NS 

Abbreviations: Akt ¼ protein kinase B, also known as Akt; EGFR ¼ epidermal growth factor 

receptor; MAPK ¼ mitogen-activated protein kinase; mTor ¼ mechanistic  target of rapamy- 

cin; NS ¼ not significant; PI3K ¼ phosphoinositide 3-kinase; PTEN ¼ phosphatase and tensin 

homologue. 
a 
Spearman’s rank correlation test. 
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et al, 2009). We observed a positive link between Dsv-MALAT1 

overexpression and  several interactors  of MALAT1, in particular 

SFRS1 and SFRS3, confirming the involvement of MALAT1 in the 

regulation of alternative splicing of pre-mRNA in nuclear speckle 

domains  (Tripathi  et al, 2010). We also identified a link between 

Dsv-MALAT1 overexpression and several genes involved in DNA 

repair  (ATM, MSH2, XRCC1). Only one study has recently 

suggested that MALAT1 depletion could dysregulate ATM-CHK2 

pathway in oesophageal squamous cell carcinoma (Hu et al, 2015). 

More interesting, we observed a link between Dsv-MALAT1 

expression and the major members (except EZH2) of Polycomb 

repressive complex PRC2, including SUZ12, EED and JARID2, but 

no (or little) link with the members of the Polycomb repressive 

complex PRC1 (i.e., CBX4, CBX7 and BMI1), as well as the genes 

regulated by this complex: PCNA and CCNE1 (Yang et al, 2011). 

In this regard, Yang et al (2011) showed a major role for MALAT1 

in the relocation of transcription  units  by the PRC2 complex in 

the  three-dimensional   space  of  the  nucleus,  to  coordinate  the 

gene-expression programs. 

In  conclusion,  this study suggests that  the  lncRNA MALAT1 

(as  the  well-known  lncRNA  HOTAIR)  is  involved  in  breast 

cancer.  These  data  revealed  a  complex  expression  pattern   of 

various MALAT1 transcript  variants, and suggest that this pattern 

of expression should be taken into account when evaluating 

antitumoural  drugs designed to target this lncRNA. Further studies 

are also necessary to elucidate roles of these different MALAT1 

transcript   variants  in  breast  tumourigenesis   and  their  genetic 

(or epigenetic) dysregulation molecular mechanisms in this cancer. 
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by CpG island methylation is not reported till date. In the present 

study,  post-transcriptional regulation  of MALAT1 by Hsa-miR- 

125b as described in bladder cancer (Han et al, 2013) was not 

observed  in  our   breast   tumour   series.  Conversely,  our   data 

suggested a transcriptional  regulation  of the  Dsv-MALAT1 (but 

not of the FL-MALAT1) by the transcriptional co-activator YAP, as 

described in liver cancer (Wang et al, 2014). Further  studies are 

necessary,  using  functional  assays, to  confirm  this  association. 

In the downstream  MALAT1 pathway, our results suggested that 

Dsv-MALAT1 (but not FL-MALAT1) could activate the PI3K/AKT 

pathway, in partial agreement with previous data (Wu et al, 2014; 

Dong et al, 2015; Xu et al, 2015). 

We also assessed the expression levels of gene panel putatively 

involved in various cellular and molecular phenomena  associated 

with  carcinogenesis  via  dysregulation  of  Dsv-MALAT1. These 

genes encode proteins involved in cell cycle control, cell migration, 

polycomb repressive complexes (PRC1 and 2), EMT, apoptosis and 

DNA repair, as well as regulators and interactors of Dsv-MALAT1, 

or known MALAT1-induced genes (Miyagawa et al, 2012; 

Gutschner   et  al,  2013b).  We  identified  a  strong  positive  link 

between  Dsv-MALAT1 overexpression  and  DGCR8  expression, 

suggesting that Drosha-DGCR8 complex (Microprocessor) con- 

trolled the abundance of Dsv-MALAT1 in breast cancer as in HEK 

293T cells (Macias et al, 2012). No such link was observed with 

Ago2, a second putative major regulator of MALAT1 (Weinmann 
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Askarian-Amiri M, Bonnal RJ, Callari M, Mignone F, Pesole G, Bertalot G, 

Bernardi LR, Albertini A, Lee C, Mattick JS, Zucchi I, De Bellis G (2009) A 

transcriptional sketch of a primary human breast cancer by 454 deep 

sequencing. BMC Genomics 10: 163. 

Guo F, Li Y, Liu Y, Wang J, Li Y, Li G (2010) Inhibition of metastasis- 

associated lung adenocarcinoma transcript 1 in CaSki human cervical 

cancer cells suppresses cell proliferation and invasion. Acta Biochim 

Biophys Sin 42: 224–229. 

Gupta RA, Shah N, Wang KC, Kim J, Horlings HM, Wong DJ, Tsai MC, 

Hung T, Argani P, Rinn JL, Wang Y, Brzoska P, Kong B, Li R, West RB, 

van de Vijver MJ, Sukumar S, Chang HY (2010) Long non-coding RNA 

HOTAIR reprograms chromatin state to promote cancer metastasis. 

Nature 464: 1071–1076. 

Gutschner T, Hämmerle M, Diederichs S (2013a) MALAT1–a paradigm 

for long noncoding RNA function in cancer. J Mol Med 91: 791–801. 

Gutschner T, Hammerle M, Eissmann M, Hsu J, Kim Y, Hung G, Revenko A, 

Arun G, Stentrup M, Gross M, Zörnig M, MacLeod AR, Spector DL, 

Diederichs S (2013b) The noncoding RNA MALAT1 is a critical 

regulator of the metastasis phenotype of lung cancer cells. Cancer Res 73: 

1180–1189. 

Han Y, Liu Y, Zhang H, Wang T, Diao R, Jiang Z, Gui Y, Cai Z (2013) Hsa- 

miR-125b suppresses bladder cancer development by down-regulating 

oncogene SIRT7 and oncogenic long noncoding RNA MALAT1. FEBS 

Lett 587: 3875–3882. 

Hanley JA, McNeil BJ (1982) The meaning and use of the area under a 

receiver operating characteristic (ROC) curve. Radiology 143: 29–36. 

Hu L, Wu Y, Tan D, Meng H, Wang K, Bai Y, Yang K (2015) Up-regulation of 

long noncoding RNA MALAT1 contributes to proliferation and metastasis 

in esophageal squamous cell carcinoma. J Exp Clin Cancer Res 34: 7–18. 

Ji P, Diederichs S, Wang W, Boing S, Metzger R, Schneider PM, Tidow N, 

Brandt B, Buerger H, Bulk E, Thomas M, Berdel WE, Serve H, Müller- 

Tidow C (2003) MALAT-1, a novel noncoding RNA, and thymosin beta4 

predict metastasis and survival in early-stage non-small cell lung cancer. 

Oncogene 22: 8031–8041. 

Kandoth C, McLellan MD, Vandin F, Ye K, Niu B, Lu C, Xie M, Zhang Q, 

McMichael JF, Wyczalkowski MA, Leiserson MD, Miller CA, Welch JS, 

Walter MJ, Wendl MC, Ley TJ, Wilson RK, Raphael BJ, Ding L (2013) 

Mutational landscape and significance across 12 major cancer types. 

Nature 502: 333–339. 

Lai MC, Yang Z, Zhou L, Zhu QQ, Xie HY, Zhang F, Wu LM, Chen LM, 

Zheng SS (2012) Long non-coding RNA MALAT-1 overexpression 

predicts tumor recurrence of hepatocellular carcinoma after liver 

transplantation. Med Oncol 29: 1810–1816. 

Macias S, Plass M, Stajuda A, Michlewski G, Eyras E, Cáceres JF (2012) 

DGCR8 HITS-CLIP reveals novel functions for the Microprocessor. 

Nat Struct Mol Biol 19: 760–766. 

Mathews J, Duncavage  EJ, Pfeifer JD (2013) Characterization of translocations 

in mesenchymalhamartoma and undifferentiated embryonal sarcoma of 

the liver. Exp Mol Pathol 95: 319–324. 

Miyagawa R, Tano K, Mizuno R, Nakamura Y, Ijiri K, Rakwal R, Shibato J, 

Masuo Y, Mayeda A, Hirose T, Akimitsu N (2012) Identification of 

cis- and trans-acting factors involved in the localization of MALAT-1 

noncoding RNA to nuclear speckles. RNA 18: 738–751. 

Schmidt LH, Spieker T, Koschmieder S, Schäffers S, Humberg J, Jungen D, 
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Supplemental figure 1: Visualization of FL-MALAT1 (on genomic DNA) and ∆sv-MALAT1 

(on total RNA) RT-PCR products by agarose gel electrophoresis. Using primer pair U1/L20 

with one of the two primers (U20) placed at the junction of the 119-pb spliced region, we 

observed only a unique RT-PCR product showing both 119-bp and 243-bp deletions (1627- 

pb), but not the RT-PCR product only showing the 119-bp deletion (expected size of 1870-pb 

=1627-pb + 243-pb). 
 
 
 
 

Supplemental Figure 2: (A) Spearman rank correlation test between FL-MALAT1 and ∆sv- 

MALAT1. (B) Scatter dot plot of qRT-PCR data for FL-MALAT1 and ∆sv-MALAT1 in the 

series of 446 breast cancer. 
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Supplemental figure 1 : Meseure et al.  
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Supplemental figure 2 : Meseure et al. 
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FL-MALAT1 ∆sv-MALAT1 



 

57 (13.0) 11 (19.3) 0.00073 
380 (87.0) 161 (42.4)  

 

117 (26.3) 36 (30.8) 0.00000036 
231 (51.9) 80 (34.6)  
97 (21.8) 60 (61.9)  

 

218 (49.8) 66 (30.3) 0.0000095 
220 (50.2) 109 (49.5)  

 

Supplemental Table 1: Pathological and clinical characteristics of patients in relation to 
 

metastasis free survival (MFS) 

 
Number of patients 

(%) 

Number with 

metastases (%) 

MFS 
a 

p-value 
 

Total 446 (100.0) 176 (39.5) 
 

Age 

≤50 94 (21.1) 37 (39.4) 0.96 (NS) 

>50 352 (78.9) 139 (39.5)  

SBR histological grade b, c 

I 

II + III 
 

Lymph node status d 

0 

1-3 

>3 
 

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

>25mm 
 

ERα status 

Negative 115 (25.8) 47 (40.9) 0.18 (NS) 

Positive 331 (74.2) 129 (39.0)  

PR status 

Negative 191 (42.8) 83 (43.5) 0.028 

Positive 255 (57.2) 93 (36.5)  

ERBB2 status 

Negative 353 (79.1) 137 (38.8) 0.45 (NS) 

Positive 93 (20.9) 39 (41.9)  

Molecular subtypes    

HR- ERBB2- 68 (15.2) 26 (38.2) 0.20 (NS) 

HR- ERBB2+ 42 (9.4) 20 (47.6)  
HR+ ERBB2- 285 (63.9) 111 (38.9)  
HR+ ERBB2+ 51 (11.4) 19 (37.3)  

 

PIK3CA mutation status 

 wild type 299 (67.0) 124 (41.5) 0.12 (NS) 

 mutated 147 (33.0) 52 (35.4)  

Abbreviations: ERα: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; ERBB2: human epidermal 

growth factor receptor 2; HR: hormone receptor. 

a Log-rank test : the bold values are statistically significant (p-value<0.05). NS: not significant. b 

Scarff Bloom Richardson classification. c Information available for 437 patients. d Information 

available for 445 patients. e Information available for 438 patients. 



 

Supplemental Table 2 : Primer sequences used for RT-PCR. 
 
Genes Primer sequences (5' to 3') 

 Upper Lower 

fl -MALAT1 U13/L13 CATCTTCTGAGTCATAACCAGCCT TGCCTTTACTTATCAATTCACCAA 

fl-MALAT1 U9/L9 ACTTCACAGAGAATGCAGTTGTCTTG AATAGCAGCGGGATCAGAACAGT 

∆sv-MALAT1 U18/L18 GGCTCTTCCTTCTGTTCTAACTTCA GAACAGTACTGCATTTACTTGCCAA 

∆sv-MALAT1 U2/L2 TGGTAGCTTTTGTATTATCAAACTTT CTGCCAGGCTGGTTATGACT 

∆sv- MALAT1 U1/L20 TGAAGGGATTTCTTCTGATGGT AACTGCATTCTCTGTGAAGTTAGAACA 

HOTAIR GCTCTCAATCAGAAAGGTCCTGCT CAGGCTTCTAAATCCGTTCCATTC 

ANRIL CCGGGGAGATCTATTTGGAATGTAT TGGTGAAACCCCGTCTCTACTGTTA 

Cell cycle control (n=7) 

MKI67 ATTGAACCTGCGGAAGAGCTGA GGAGCGCAGGGATATTCCCTTA 

AURKA GCATTTCAGGACCTGTTAAGGCTA TGCTGAGTCACGAGAACACGTTT 

FOXM1 GGGAGACCTGTGCAGATGGTGA TCGAAGCCACTGGATGTTGGAT 

PCNA TCGATAAAGAGGAGGAAGCTGTTAC GCAGACATACTGAGTGTCACCGTT 

CCNE1 GGGCGTCGCTGATGAAGATG CTTTGCTCGGGCTTTGTCCA 

E2F1 CCGTGGACTCTTCGGAGAACTT GATCCCACCTACGGTCTCCTCA 

AURKB TCCAATGTCCAGCCCACAGC ACGCCCAATCTCAAAGTCATCAAT 

Cell migration (n=5) 

RHOB CTACCCGGACACCGACGTCA CGGGGATGTTCTCCAGCGA 

PLAU AAAATGCTGTGTGCTGCTGACC GCCTTGGAGGGAACAGACGA 

MMP14 CAACATTGGAGGAGACACCCACT CCAGGAAGATGTCATTTCCATTCA 

RHOA ATCGACAGCCCTGATAGTTTAGAAA CTTCTTATTCCCAACCAGGATGAT 

MMP13 AGGAAACCAGGTCTGGAGATATGAT CCAATTCCTGGGAAGTCTTCTTCT 

Polycomb repressive complex 1 (n=3) 

CBX7 CCCCCTGAAGAGGAGGCAGAT GTGATGGAGTTGGCGGTGATGT 

CBX4 TCTGGTGAAATGGAGAGGCTGGT TGCTCCTGCCGTTCCCTGTT 

BMI1 GCAGCAATGACTGTGATGCACTT TCCTCATACATGACATCAATCTGGAA 

Polycomb repressive complex 2 (n=5) 

SUZ12 TCGCAACGGACCAGTTAAGAGAA TGTTCGTTTTGGCCTGCACA 

JARID2 GTACCGCTACGATGAGGAACAGA GCTGCCGTTTTTACCAGACACT 

EED TTATGGAATATCCAGACGGACACTC CACCCAAAAGATCATAATCAGCACT 

TUG1 TTCCAGAAAAGGCTTCTCTTGATACA ACAGTTTTCACTCAAAGGGCTTCAT 

EZH2 AACTTCGAGCTCCTCTGAAGCAA AGCACCACTCCACTCCACATTCT 

EMT (n=7) 

CDH1 CGCATTGCCACATACACTCTCTT TCGGGCTTGTTGTCATTCTGAT 

VIM CTCCCTCTGGTTGATACCCACTC AGAAGTTTCGTTGATAACCTGTCCA 

ZEB2 GCCTCTGTAGATGGTCCAGAAGAA TGTTAATTGCGGTCTGGATCGT 

ZEB1 ACAGTGTTACCAGGGAGGAGCAGT TTTCTTGCCCTTCCTTTCTGTCAT 

SNAI2 GCGAACTGGACACACATACAGTGA GCAGCGGTAGTCCACACAGTGA 

TWIST1 CGCCCCGCTCTTCTCCTCT TGGACACGTCCTGCATCATCTCT 

SNAI1 GCTGCAGGACTCTAATCCAGAGTT GACAGAGTCCCAGATGAGCATTG 

Apoptosis (n=6) 

BIRC6 GACAAACATGCAGCTTAATTCTGGT TGAGCAGTACTCTCCTGAGTTCCAA 

BAX GTGCCTCAGGATGCGTCCA ACGGCGGCAATCATCCTCT 

BIRC2 CCAACAGAAGATGTTTCAGGTCTGT CGTTCTTCTTGCAACCTCCTCA 

BIRC4 CTCATTCACTTGAGGAGTGTCTGGT GGATTTTGGAAGATGGTATCATCAA 

BCL2L1 TGAATGACCACCTAGAGCCTTGGA GGAACCAGCGGTTGAAGCGT 

BCL2 ATTTCATATTTTGTTGCGGAGTTCA CTTCTTTACAAAGCCATTTTCCCA 

DNA repair (n=6) 

ATM CCAGCTGTGCAGCGAACAAT TCTAAGCACGTTTCTGCTAACCAGT 

MSH2 GCCCTTAACCTTTTTCAGGGTTCT TTGAGGGGTTTTACACTTATTCAGCA 

BRCA1 AAGGGTCAACAAAAGAATGTCCA GTGATGTGGTGTTTTCTGGCAA 

BRCA2 GGCAGCTATGGAATGTGCCT AGCCGATCTTCTGCTTCTATCAAT 

RAD51 TGCTGGCAGTGGCTGAGAGGTAT AGGAGCTGGGTCTGGTGGTCTGT 

XRCC1 AGCAGCCAGGACTCGACTCACT TATCTGCTCCTCCTTCTCCAACTGTA 

Regulators of MALAT1 (n=6) 

DGCR8 CATGTCAAGAACTGGGGGTCTTTACT CACTCTTGTCCGATGTCTCCTGCT 

AGO2 AAGGCCAGTTCCAGCAGGTTCT CCCGGGCTGGTAGTCTTTTTCT 

SFRS1 GCACTGGTGTCGTGGAGTTTGTA GGATGTAGGCAGTTTCTCCCTCA 

SFRS3 GGCTACTATGGACCACTCCGAA CAGCCACATAGTGTTCTTCCATCT 

SFRS2 AGTCCTCCCCCAGTGTCCAA CACTGCTTGCCGATACATCATTT 

UHMK1 AATCCTGGCAGAGGACAAGTCTT GTAGAATGTAGCCACAACAAACTTCC 

MALAT1 inducible genes (n=3) 

ROBO1 AGCTGCCCAAATCCAGATATGAA GTATGAACCCATGTCACCAGCTGT 

MCAM GCCTGGACTTGGACACCATGATA ACTCGGACGTCAGACACATAGTTCAC 

IFI44 AAAATCTTGGACTTGCTCAAAATTGTA CTTTCATCCAGTGAATCTTCGCA 



 

Supplemental Table 3: Relationship between MALAT1 transcript levels and classical clinical biological 

parameters in a series of 446 breast cancer 

 

Number of patients (%) 
 
 

Total 

population 

(%) 

MALAT1 

under 

expression 

MALAT1 

normal 

expression 

MALAT1 

over 

expression 

p-value 
a
 

 
Total 446 (100.0) 13 (2.9) 370 (83.0) 63 (14.1) 

 

Age 

≤50 

>50 
 

SBR histological grade b, c 

I 

II + III 

Lymph node status d 

0 

1-3 

>3 
 

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

>25mm 
 

ERα status 

Negative 

Positive 
 

PR status 

Negative 

Positive 
 

ERBB2 status 

Negative 

Positive 
 

Molecular subtypes 

HR- ERBB2- 

HR- ERBB2+ 

HR+ ERBB2- 

HR+ ERBB2+ 
 

PIK3CA mutation status 

wild type 

mutated 
 

MKI67 mRNA expression 

94 (21.1) 

352 (78.9) 
 
 
57 (13.0) 

380 (87.0) 
 

 

117 (26.3) 

231 (51.9) 

97 (21.8) 
 
 
218 (49.8) 

220 (50.2) 
 
 

115 (25.8) 

331 (74.2) 
 
 

191 (42.8) 

255 (57.2) 
 
 

353 (79.1) 

93 (20.9) 
 
 

68 (15.2) 

42 (9.4) 

285 (63.9) 

51 (11.4) 
 
 

299 (67.0) 

147 (33.0) 

4 (4.3) 

9 (2.6) 
 
 
2 (3.5) 

11 (2.9) 
 

 

4 (3.4) 

5 (2.2) 

3 (3.1) 
 
 
4 (1.8) 

8 (3.6) 
 
 

9 (7.8) 

4 (1.2) 
 
 

11 (5.8) 

2 (0.8) 
 
 

13 (3.7) 

0 (0) 
 
 

9 (13.2) 

0 (0) 

4 (1.4) 

0 (0) 
 
 

9 (3.0) 

4 (2.7) 

79 (84.0) 

291 (82.7) 
 
 
49 (86.0) 

315 (82.9) 
 

 

92 (78.6) 

198 (85.7) 

80 (82.5) 
 
 
179 (82.1) 

186 (84.5) 
 
 

101 (87.8) 

269 (81.3) 
 
 

162 (84.8) 

208 (81.6) 
 
 

290 (82.2) 

80 (86.0) 
 
 

57 (83.8) 

39 (92.9) 

233 (81.8) 

41 (80.4) 
 
 

250 (83.6) 

120 (81.6) 

11 (11.7) 

52 (14.8) 
 
 
6 (10.5) 

54 (14.2) 
 

 

21 (17.9) 

28 (12.1) 

14 (14.4) 
 
 
35 (16.1) 

26 (11.8) 
 
 

5 (4.3) 

58 (17.5) 
 
 

18 (9.4) 

45 (17.6) 
 
 

50 (14.2) 

13 (14.0) 
 
 

2 (2.9) 

3 (7.1) 

48 (16.8) 

10 (19.6) 
 
 

40 (13.4) 

23 (15.6) 

0.54 (NS) 
 

 
 
 

0.74 (NS) 
 
 
 

0.58 (NS) 
 
 
 
 
 

0.25 (NS) 
 
 

 
0.000015 

 
 

 
0.00079 

 
 

 
0.17 (NS) 

 
 

 
0.00000075 
 
 
 
 
 
 

0.81 (NS) 

median 12.5 (0.80- 

117) 
13.7 (6.90- 

40.6) 
12.4 (0.80- 

117) 
12.2 (0.98- 

81.5) 
0.66 (NS) 

f
 

EGFR mRNA expression 

median 0.22 (0.00- 

106) 

 
0.52 (0.07- 

3.20) 

 
0.22 (0.00- 

106) 

 
0.20 (0.03- 

7.56) 

 

0.27 (NS) 
f
 



 

Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor  alpha;  PR:  progesterone receptor;  ERBB2:  human  epidermal 

growth factor receptor 2; HR: hormone receptor. 

The bold values are statistically significant (p-value<0.05). NS: not significant. a Chi-squared test. b 

Scarff Bloom Richardson classification. c Information available for 437 patients. d Information 

available for 445 patients. e Information available for 438 patients. f Kruskal Wallis’s H Test. 



 

Supplemental Table 4 : ∆sv-MALAT1 mRNA expression level in a series 

of 21 mammary cell lines. 

 
Cell line Status Molecular 

subtype 

∆sv-MALAT1 mRNA 

expression level 
a
 

 
HMEC N - 2906 

hTert HME1 N - 1722 

MCF-12A N - 1207 

MCF-12F N - 2551 
 
BT20 T HR-ERBB2- 383 

BT549 T HR-ERBB2- 1032 

HBL100 T HR-ERBB2- 852 

MDA-MB-157 T HR-ERBB2- 114 

MDA-MB-231 T HR-ERBB2- 1265 

MDA-MB-436 T HR-ERBB2- 1015 

MDA-MB-453 T HR-ERBB2- 1076 

MDA-MB-468 T HR-ERBB2- 301 

HCC-1569 T ERBB2+ 1637 

HCC-1954 T ERBB2+ 1005 

HCC-202 T ERBB2+ 1385 

SKBR3 T ERBB2+ 4039 

BT474 T HR+ 2004 

BT483 T HR+ 1433 

MCF7 T HR+ 1933 

T47D T HR+ 874 

ZR75-1 T HR+ 136 
 

b 
Non-cancerous breast epithelial cell lines (n=4) 2136 (1207-2906) 

 
b 

Total breast cancer cell lines (n=17) 1023 (114-4039) 
b 

HR-ERBB2- breast cancer cell lines (n=8) 933 (114-1265) 
b 

ERBB2+ breast cancer cell lines (n=4) 1511 (1005-4039) 
b 

HR+ breast cancer cell lines (n=5) 1433 (136-2004) 
 
 

Abbreviations: HR: hormone receptor; ERBB2: human epidermal growth factor receptor 2; 

N: non-cancerous cell line (n=4); T: breast cancer cell line (n=17). 
a 

mRNA expression relative to Ct35=1 

b 
Median (range) of genes mRNA levels 



 

 
 

Total 

population 

(%) 

∆sv−MALAT1 ∆sv−MALAT1 ∆sv−MALAT1 p-value 
a 

under- normal over 
expression expression expression 

 
99 (22.2) 306 (68.6) 41 (9.2) 

 

Total 
 

446 (100.0) 

Age  

≤50 94 (21.1) 30 (31.9) 63 (67.0) 1 (1.1) 0.0012 
>50 352 (78.9) 69 (19.6) 243 (69.0) 40 (11.4)  

SBR histological grade b, 

I 

c 
57 (13.0) 

 

5 (8.8) 
 

46 (80.7) 
 

6 (10.5) 
 

0.029 

II + III 380 (87.0) 93 (24.5) 254 (66.8) 33 (8.7)  

Lymph node status d 

0 

 
117 (26.3) 

 
21 (17.9) 

 
81 (69.2) 

 
15 (12.8) 

 
0.20 (NS) 

1-3 231 (51.9) 49 (21.2) 164 (71.0) 18 (7.8)  

>3 97 (21.8) 28 (28.9) 61 (62.9) 8 (8.2)  

Macroscopic tumor size e 

≤25mm 

 

218 (49.8) 
 

38 (17.4) 
 

159 (72.9) 
 

21 (9.6) 
 

0.044 

>25mm 220 (50.2) 60 (27.3) 143 (65.0) 17 (7.7)  

ERα status 

Negative 
 

115 (25.8) 
 

40 (34.8) 
 

68 (59.1) 
 

7 (6.1) 
 

0.00077 

Positive 331 (74.2) 59 (17.8) 238 (71.9) 34 (10.3)  

PR status 
Negative 

 

191 (42.8) 
 

59 (30.9) 
 

121 (63.4) 
 

11 (5.8) 
 

0.00027 

Positive 255 (57.2) 40 (15.7) 185 (72.5) 30 (11.8)  

ERBB2 status 
Negative 

 

353 (79.1) 
 

75 (21.2) 
 

244 (69.1) 
 

34 (9.6) 
 

0.58 (NS) 

Positive 93 (20.9) 24 (25.8) 62 (66.7) 7 (7.5)  

Molecular subtypes      

RH- ERBB2- 68 (15.2) 25 (36.8) 40 (58.8) 3 (4.4) 0.0082 

RH- ERBB2+ 42 (9.4) 14 (33.3) 24 (57.1) 4 (9.5)  
RH+ ERBB2- 285 (63.9) 50 (17.5) 204 (71.6) 31 (10.9)  
RH+ ERBB2+ 51 (11.4) 10 (19.6) 38 (74.5) 3 (5.9)  

PIK3CA mutation status 
wild type 

 

299 (67.0) 
 

76 (25.4) 
 

198 (66.2) 
 

25 (8.4) 
 

0.057 (NS) 

mutated 147 (33.0) 23 (15.6) 108 (73.5) 16 (10.9)  

MKI67 mRNA expression 
median 

 

12.5 (0.80- 

117) 

 

16.6 (2.09- 

75.1) 

 

11.6 (0.80- 

117) 

 

11.3 (0.85- 

62.6) 

 

0.00018 
f
 

 

median 
 

0.22 (0.00- 

106) 

 

0.15 (0.02- 

3.20) 

 

0.24 (0.00- 

106) 

 

0.22 (0.04- 

2.56) 

 

0.0044 
f
 

 

Supplemental Table 5: Relationship between ∆sv-MALAT1 spliced transcripts levels (using U2/L2 

primers) and classical clinical biological parameters in a series of 446 breast cancer. 

 

Number of patients (%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
EGFR mRNA expression 



 

Abbreviations: ERα:  oestrogen receptor  alpha;  PR:  progesterone receptor;  ERBB2:  human  epidermal 

growth factor receptor 2; HR: hormone receptor. 

The bold values are statistically significant (p-value<0.05). NS: not significant. a Chi-squared test. b 

Scarff Bloom Richardson classification. c Information available for 437 patients. d Information 

available for 445 patients. e Information available for 438 patients. f Kruskal Wallis’s H Test. 



 

Supplemental Table 6 : Multivariable COX analysis of MFS in the series of 446 

breast tumors. 
 

Characteristics HR 
a
 95% CI 

b
 p -value 

c
 

 

Lymph node status 
 

0 
 

1 
  

0.00018 

 1-3 1.54 1.23-1.93  

 >3 2.37 1.51-3.73  

Macroscopic tumor size <=25mm 1  0.00078 

 >25mm 1.67 1.24-2.25  

∆sv-MALAT1 expression level Low 1  0.0011 

 High 0.64 0.47-0.87  

 

a 
Hazard ratio. 

b 
95% Confidential Interval. 

c 
Multivariate COX analysis. 0 
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES : Etude préliminaire de l’épitranscriptome non 

codant des carcinomes mammaires infiltrants. 
 

 
 

Cette étude préliminaire est le résultat d’un travail collaboratif au sein de l’Institut Curie entre 

l’Unité CNRS UMR 3244 Epigénétique, ARN non codant et Fluidité du génome (Dr Antonin 

Morillon),   l’Unité   de   Pharmacogénomique   du   Service   de   Génétique   de   l’Ensemble 

Hospitalier (Dr Ivan Bièche) et l’Unité de Pathologie Expérimentale (Dr Didier Meseure) du 

Pôle Diagnostique et Théranostique de l’Ensemble Hospitalier (Dr Anne Vincent-Salomon). 

 
 
 
 
9.1 Objectif 

 

 

Cette étude préliminaire a pour but d’identifier par une stratégie transcriptomique dédiée aux 

lncRNAs, des signatures diagnostiques caractéristiques des tumeurs malignes par rapport aux 

tissus sains et des différents sous-types moléculaires ainsi que des signatures pronostiques 

indépendantes de ces sous types. 

 
 
 
 
9.2 Résumé 

 

 

La stratégie transcriptomique a consisté en un screening par RNA-seq d’une cohorte initiale 

de tumeurs malignes appartenant aux différents sous-types de carcinomes mammaires 

infiltrants et de tissus mammaires sains. Une sélection d’une liste restreinte de lncRNAs a 

également été réalisée. La combinaison de ces deux stratégies a conduit à l’identification d’un 

set de gènes d’intérêt. 

 
 
 
 
9.3 Résultats 

 

 

Cette stratégie transcriptomique a permis d’identifier 3 signatures constituées de lncRNAs 

antisens (asRNAs), de lincRNAs et de mRNAs à partir de 8 tumeurs et de 4 tissus sains. 

 
 
 

 Une signature diagnostique globale constituée de 833 asRNAs, lncRNAs et mRNAs 

dérégulés. Les RNAs sous-exprimés comportent 82 asRNAs (62 nouveaux antisens et 

20 antisens annotés), 124 lncRNAs (74 lncRNAs annotés et 50 nouveaux lincRNAs) 
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et 453 mRNAs qui sont sous exprimés dans les tumeurs du sein par rapport aux 4 

tissus mammaires normaux. Les RNAs surexprimés comportent 12 asRNAs (8 

nouveaux antisens et 4 antisens annotés), 18 lncRNAs (13 annotés et 5 nouveaux 

lincRNAs) et 144 mRNAs. La signature permet de séparer les échantillons normaux 

des tumeurs et également de différencier les échantillons tumoraux selon leur sous- 

type moléculaire. Les mécanismes moléculaires plus particulièrement associés à ces 

signatures  concernent  la  division  cellulaire,  la  mitose  et  la  ségrégation 

chromosomique, l’homéostasie chimique, l’adhésion et la migration, l’angiogénèse et 

la cicatrisation. 

 
 

 Une  signature  diagnostique  antisens  comportant  94  asRNAs  dérégulés  permet 

également de séparer les échantillons tumoraux des tissus mammaires normaux et de 

distinguer les différents sous-types moléculaires des cancers du sein. Parmi ces 94 

asRNAs, nous avons identifié trois transcrits, RP11-414K1.3, as_S1 et as_S2, 

fortement dérégulés entre chaque sous-type tumoral et les tissus mammaires normaux. 

L'analyse des différents paramètres tumoraux (expression des récepteurs hormonaux, 

statut HER2 et survie sans récidive) a révélé une différence dans le nombre d’asRNAs 

dérégulés,  suggérant  un  rôle  spécifique  des  RNAs  antisens  dans  la  progression 

tumorale et le devenir de ces tumeurs. 

 

 

 Une signature pronostique préliminaire a été déduite de l’analyse différentielle entre 

les   tumeurs   d’évolution   métastatique   (n=2)   et   les   tumeurs   d’évolution   non 

métastatique (n=6). Parmi les 6 gènes de cette signature, 4 gènes sont des lincRNAs et 

2 des mRNAs. 
 
 
 
 

 
9.4 Conclusion 

 

 

Cette analyse préliminaire du transcriptome non codant des carcinomes mammaires a été 

effectuée à partir d’une cohorte initiale de 8 carcinomes canalaires infiltrants et de 4 tissus 

mammaires normaux. Cette analyse a consisté avant tout en un test de faisabilité qui a permis 

la mise en place de l’étude principale du transcriptome non codant de 40 tumeurs mammaires. 

Cette étude, actuellement en cours de réalisation, nous permettra d’identifier de nouveaux 

lncRNAs, dont des nouveaux lncRNAs antisens et des lncRNAs circulaires. Elle renforcera la 



251  

robustesse des signatures identifiées sur la cohorte initiale et validera nos premiers résultats. 

L’intérêt de certains de ces gènes sera confirmé par l’analyse de leur niveau d’expression par 

RT-PCR ou technique Nanostring dans une large série de 456 carcinomes mammaires dans 

laquelle ANRIL et MALAT1 ont été étudiés. 

 
 
 
 
 
9.5 Etude préliminaire du transcriptome non codant des carcinomes mammaires 

 

 
 

9.5.1 Matériel 
 

 

Pour cette analyse concernant les carcinomes du sein, un séquençage de 12 échantillons 

mammaires a été effectué, dont 4 tissus normaux et 8 tumeurs mammaires de sous-types 

morpho-moléculaires différents (2 de type luminal, 2 de type basal et 4 de type HER2) 

(Tableau 1). 

 
 
 
 

 

 

 
 

 

Les banques ont été préparées avec le kit TrueSeq Total directionnel d’Illumina. 
 

 

Les ARNs tumoraux ont été séquencés par la plateforme ICGex de l'institut Curie sur une 

machine Illumina HiSeq 2500. 
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9.5.2 Protocole d’analyse bioinformatique entre conditions normales et tumorales 
 

 

Nous avons utilisé le pipeline bioinformatique crée pour l’analyse transcriptomique non 

codante des carcinomes prostatiques. Nous avons tenté de définir une signature 

transcriptomique qui permet de séparer les tumeurs mammaires des échantillons normaux et 

les différentes tumeurs selon leur sous-type et leur évolutivité. Pour définir cette signature, 

nous avons utilisé le package R d'analyse différentielle des données RNA-seq DEseq (Anders 

and Huber, 2010). 

 

Le logiciel DEseq a permis de comparer et de normaliser les comptages bruts de chaque gène 

par rapport au nombre total et de sortir les gènes dérégulés entre les deux conditions avec une 

p-value ajustée. Cette analyse a été réalisée sur tous les RNAs qui possèdent au moins 10 

reads dans une des banques en considérant tous les échantillons normaux comme des réplicats 

de la condition normale et tous les échantillons tumoraux comme des réplicats de la condition 

tumorale. Nous avons fixé le seuil de surexpression à 2, le seuil de sous-expression à 0.5 et la 

p-value ≤0.05. 

 

L’analyse  en   composante  principale  (ACP)   est   une  méthode  d'étude  de  données 

multivariées qui consiste à rechercher les directions de l'espace qui représentent le mieux les 

corrélations  entre  les  échantillons  analysés  selon  l'expression  des  gènes  dérégulés  et  de 

projeter les échantillons sur un plan. Pour l'analyse en composante principale de notre 

signature définie par DEseq, nous avons choisi d'ajouter des données (déjà obtenues) 

d’échantillons  normaux  et  tumoraux  de  prostate  pour  éprouver  la  robustesse  de  notre 

signature et observer si elle est spécifique des tumeurs du sein. L'ACP sur tous les RNAs 

dérégulés a permis de séparer au mieux les tumeurs des tissus sains en plus d’une bonne 

séparation avec des échantillons de prostate, suggérant que cette signature est spécifique du 

cancer du sein (Saci et al., Annexe 1, supplemental figure 10). 

 
 
 
 
9.5.3 Signatures transcriptomiques « cancer du sein » 

 

 

9.5.3.1 Signature diagnostique globale 
 

 

 Elle a été identifiée en comparant 4 tissus mammaires normaux et 8 cancers du sein. Il 

a été réalisé une analyse différentielle avec le logiciel Deseq. 
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 Le  seuil  de  dérégulation  a  été  fixé  à  2  (facteur  2  de  surexpression  ou  de  sous- 
 

expression) et la p-value ajustée à 0.05 (Fig. 1). 
 
 
 
 

 
 

Figure 1 : Clustering non supervisé : distance euclidienne entre les différents 

échantillons du sein en fonction de l’expression des mRNAs, lncRNAs et asRNAs 
 

 
 Les 4 tissus normaux et les 8 tumeurs clusterisent globalement ensemble par analyse 

non supervisée. 

 
 

 La signature est constituée de 833 asRNAs, lncRNAs et mRNAs dont les niveaux 
 

d’expression varient significativement par rapport aux tissus mammaires normaux. 
 

 

  Les 659 RNAs sous-exprimés comportent 82 asRNAs (62 nouveaux antisens et 
 

20  antisens  annotés),  124  lncRNAs  (74 lncRNAs  annotés  et  50  nouveaux 

lincRNAs) et 453 mRNAs (Tableau 2). 

 
 

  Les 174 RNAs surexprimés comprennent 12 asRNAs (8 nouveaux antisens et 4 

antisens annotés), 18 lncRNAs (13 annotés et 5 nouveaux lincRNAs) et 144 

mRNAs (Tableau 2). 
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Tableau 2 : « Top 5 » up et down de chaque classe de mRNAs, lncRNAs et asRNAs les plus 

différentiellement exprimés dans les cancers du sein classés par p-value ajustée 
 

 
 
 

 Les représentations des niveaux d’expression des 833 RNAs de la signature (Signature 
 

833) en heatmap et en ACP confirment que la signature permet de séparer les 

échantillons sains des échantillons tumoraux (Fig. 2A et 2B) et de distinguer les 

prélèvements tumoraux selon leur sous-type moléculaire : luminal, HER2 et basal 

(Fig. 3A et 3B). 

 
 

 L'analyse des GO-term des mRNAs de la signature (453 mRNAs sous-exprimés et 144 

mRNAs surexprimés) montre qu'ils sont particulièrement impliqués dans la division 

nucléaire, l’angiogénèse, la cicatrisation et l'adhésion cellulaire. Les différents 

processus biologiques, les fonctions moléculaires ainsi que les voies de signalisation 

associés aux mRNAs de la signature sont regroupés au sein du Tableau 3. 
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Tableau 3 : Les 50 premiers processus biologiques enrichis dans les mRNAs dérégulés de la 

signature globale 
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Figure 2 : Clustering des 12 échantillons avec la signature de 833 gènes 
2A) Représentation en heat map du log2 de l'expression  des RNAs de la signature. 

2B) ACP des échantillons basée sur la signature des RNAs dérégulés. 
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Figure 3 : Clustering  des 12 échantillons avec la signature de 833 gènes par sous-types moléculaires 

3A) Représentation en heatmap du log2 de l'expression des différents RNAs. 

3B) ACP des échantillons basée sur la signature. 



 

9.5.3.2 Signature diagnostique antisens 
 

 

 Dans  la  signature  globale,  94  asRNAs  apparaissent  dérégulés  entre  la  condition 

tumorale et la condition normale. 

 
 

 Cette  sous-signature  (signature  94as)  comporte  82  asRNAs  sous-exprimés  et  12 

asRNAs surexprimés. 

 

 
 

 La  signature  94as  permet  aussi  de  séparer  les  4  échantillons  normaux  des  8 

échantillons tumoraux (Fig.  4 A et 4B). 

 

 
 

 L'analyse des asRNAs de la sous-signature 94as montre qu'il existe une variation dans 

le nombre de candidats dérégulés par sous-type tumoral. Trois transcrits fortement 

dérégulés entre chaque sous-type de tumeur et les tissus mammaires normaux ont été 

identifiés (Fig. 5). 

 
 
 

  L'ARN antisens annoté RP11-414K1.3 est surexprimé dans les tumeurs de type basal 

et de type HER2+ avec une expression très hétérogène entre les différents échantillons 

mais ne l’est pas dans les tumeurs de type luminal (Fig. 5B). 

 
 

  Le nouvel asRNA as_S1 est surexprimé dans les tumeurs de type luminal et HER2 

avec moins de variabilité que le précédent (Fig. 5C). 

 

 

  Enfin, le nouvel antisens as_S2 est surexprimé dans les tumeurs de type luminal (Fig. 
 

5D) mais il est également surexprimé dans un des 4 échantillons du type HER2 (Fig. 
 

5A). 
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Figure 4: Clustering des 12 échantillons avec la signature 94as dans  les carcinomes mammaires 

4A) Représentation en heatmap du log2 de l'expression des asRNAs. 

4B) ACP des échantillons basée sur la signature antisens. 
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9.2.5.3.3 Signature pronostique 

 

 
 

 
 

Figure 5 : Expression de trois lncRNAs antisens dans les divers sous-types moléculaires de cancers 

mammaires. A : Distribution de l'expression de RP11-414K1.3, as_S1 et as_S2 dans chaque échantillon; 

B : log2 de l'expression de l'antisens annoté RP11-414K1.3 par type tumoral ; C : log2 de l'expression du 

nouveau antisens as_S1; D: log2 de l'expression du nouvel antisens as_S2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
9.5.3.3 Signature pronostique préliminaire 

 

 

 L’analyse différentielle entre les 2 tumeurs d’évolution métastatique (448962-T962 et 
 

476048-T048) (Tableau 1) et les 6 tumeurs d’évolution non métastatique (quiescentes 

ou récidivantes) a permis d’identifier 6 gènes d’intérêt. Parmi ces 6 gènes, 4 gènes 

sont  des  lincRNAs  (685235_ENSG00000138336.8_TET1,  RP11-142120,  RP11- 

638F5.1 et RP11-25H12.1) et 2 des mRNAs (CLCA2 et GABRB3). 
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9.5.4 Validation du set d’intérêt dans une large série de tumeurs mammaires 
 

Pour confirmer les modifications du niveau d’expression du set de gènes et la pertinence des 

signatures identifiées lors de cette première analyse transcriptomique préliminaire, une étude 

additionnelle transcriptomique est actuellement en cours et une validation des résultats sera 

réalisée dans la série de 456 CCIs utilisée pour l’analyse d’ANRIL et MALAT1 par RT-PCR 

ou par la technique Nanostring. 

 
 
 
 
9.5.5 Conclusion 

 

 

L'analyse des données bioinformatiques issues de l’étude par RNA-seq de notre panel initial 

de carcinomes mammaires a permis de définir des signatures transcriptomiques globale, 

antisens et pronostique, composées de mRNAs, de lncRNAs et d’asRNAs. Ces signatures 

séparent les tissus sains des tissus tumoraux, les différents sous-types morpho-moléculaires et 

les tumeurs présentant ou non une évolution métastatique. Cette première étude très 

préliminaire a servi de preuve de concept et fera place à une deuxième analyse par RNA-seq 

d’une cohorte plus importante de 40 carcinomes mammaires incluant les 4 sous-types 

moléculaires (20 cas avec évolution métastatique survenue en 1 à 3 ans versus 20 cas sans 

évolution métastatique durant 10 ans), de manière à renforcer la robustesse de nos signatures 

et de valider nos premiers résultats. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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Le cancer du sein demeure un problème majeur de santé publique. A l’échelle mondiale, il 

représente le deuxième cancer humain le plus fréquent (12 %) et occupe la première place des 

tumeurs malignes de la femme. Le cancer du sein est une maladie très hétérogène caractérisée 

par des sous-types morphologiques et moléculaires pourvus de profils génomiques, 

épigénomiques et transcriptomiques distincts. Les classifications cliniques, morphologiques et 

immunophénotypiques ne permettant pas d’explorer la totalité de l’hétérogénéité tumorale 

propre à chaque patiente. De nouvelles classifications intégrées comportant des sous-types 

moléculaires des carcinomes mammaires ont été récemment proposées en analysant et en 

intégrant les données issues des diverses techniques, telles la CGH array, les SNP arrays, le 

séquençage d’exome et de whole genome, la méthylation de l’ADN, les cDNA arrays, le 

RNAseq et la RPPA. Actuellement, seuls certains biomarqueurs morphologiques (récepteurs 

des estrogènes et de la progestérone, récepteur HER2, index de prolifération Ki67) et la 

nouvelle signature PAM50 sont pris en compte dans la classification et l’orientation 

thérapeutique des cancers du sein. La recherche de nouveaux biomarqueurs et de nouvelles 

cibles thérapeutiques s’avère donc impérative. 

 

Les analyses transcriptomiques à haut débit ont révélé que moins de 2 % du génome humain 

code pour des protéines, alors que plus de 80% de l’ADN est transcrit en ARN. Les lncRNAs, 

dont la longueur est supérieure à 200 nt, constituent une famille émergente de molécules 

caractérisées par leur localisation intranucléaire prédominante, leur plus grande spécificité 

cellulaire et tissulaire et des fonctions biologiques très variées s’exerçant préférentiellement 

sous la forme de complexes ribonucléoprotidiques. Les lncRNAs sont responsables de 

l’intégrité de l’organisation nucléaire et présentent des propriétés régulatrices très diversifiées 

jouant des rôles décisifs dans de multiples processus physiologiques participant au maintien 

de   l’homéostasie   cellulaire   et   tissulaire.   Certains   lncRNAs   comportent   des   profils 

d’expression anormaux dans diverses pathologies, dont le cancer. 

 

L’objectif principal du projet de thèse a consisté en l’analyse de l’expression, de la 

fonctionnalité et du rôle des lncRNAs dans l’oncogénèse mammaire, en recherchant plus 

particulièrement l’intérêt potentiel de ces molécules comme biomarqueurs à visée 

diagnostique, pronostique ou thérapeutique. La première partie du projet a été consacrée à 

l’étude de deux lncRNAs majeurs, ANRIL et MALAT1, impliqués dans de nombreux types de 

cancers, mais dont les mécanismes d’action biologiques et la signification clinique au cours 

de la cancérogénèse mammaire sont encore controversés et/ou méconnus. La deuxième partie 

du projet a eu pour objectif l’identification de nouveaux types de lncRNAs, en analysant le 
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transcriptome non codant des carcinomes mammaires infiltrants par une stratégie 

épitranscriptomique appliquée initialement à une petite série (n=8), qui sera suivie par une 

cohorte élargie (n=40) de cancers du sein. 

 
 
 

 
ANRIL et MALAT1 sont particulièrement impliqués dans la cancérogénèse mammaire. 

 
 

ANRIL et MALAT1 sont deux lncRNAs très étudiés en raison de leur implication principale 

dans la prolifération tumorale, caractéristique la plus importante de tous les hallmarks du 

cancer. Les analyses de gain et de perte de fonction réalisées in vitro et in vivo suggèrent 

qu’ANRIL et MALAT1 sont des lncRNAs oncogéniques dans une majorité de cancers. La 

déplétion d’ANRIL induite expérimentalement dans différents types de tumeurs malignes, 

s’accompagne d’une réduction de la prolifération tumorale et de la lymphangiogénèse et 

d’une majoration de l’apoptose et de la sénescence, tandis que sa surexpression favorise la 

progression du cycle cellulaire, la prolifération tumorale et l'adhésion cellulaire. De même, la 

déplétion de MALAT1 inhibe la prolifération cellulaire, augmente l'apoptose et diminue la 

migration des cellules cancéreuses dans divers types de cancers alors que sa surexpression 

favorise la prolifération, l’EMT, la migration des cellules malignes et la formation de 

métastases. 

 
 

ANRIL, MALAT1 et NEAT1 présentent le plus d’altérations structurales parmi les lncRNAs au 

cours de la cancérogénèse. ANRIL apparait ainsi comme l’un des lncRNAs les plus 

fréquemment altérés dans divers types de cancers. Les délétions et les translocations avec 

transcrits de fusion impliquant ANRIL peuvent conduire à la dérégulation de l'expression des 

gènes cibles en cis et en trans et sont associées à une augmentation de la prolifération et de 

l'adhésion cellulaire. Des altérations structurales ont de même été identifiées au niveau du 

locus de MALAT1, dont des mutations ponctuelles, des translocations chromosomiques et des 

amplifications.  Une  série  récente  de  566  cancers  du  sein  par  whole-genome  sequencing 

montre que MALAT1 et NEAT1 sont les 2 plus fréquents lncRNAs mutés dans les cancers du 

sein (Nik-Zainal et al., 2016). Toutefois, bien qu’ANRIL et MALAT1 soient dérégulés dans de 

nombreux types de tumeurs malignes, leurs rôles et leurs mécanismes d’action demeurent 

actuellement largement méconnus dans la tumorigénèse mammaire, ainsi que leur intérêt 

clinique dans le diagnostic, le pronostic et la classification moléculaire des cancers du sein. 
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Une surexpression d’ANRIL et de MALAT1 a été observée dans notre série de carcinomes 

mammaires infiltrants, confirmant le rôle pro-oncogénique des 2 lncRNAs. ANRIL apparait 

ainsi surexprimé dans 20% des CCIs et sa surexpression est présente plus particulièrement 

dans le sous-type agressif triple-négatif. Dans notre étude, une surexpression de MALAT1 a 

été également observée dans 14% des tumeurs malignes du sein. En utilisant la technique de 

RNA-FISH, nous avons localisé les transcrits de MALAT1 principalement dans les speckles 

intra-nucléaires et les noyaux des cellules épithéliales tumorales surexprimant MALAT1 

présentent une fluorescence intense située au niveau de nombreux et volumineux speckles. 

 

 
 

Des résultats expérimentaux observés à partir de modèles murins après inactivation de 

MALAT1, tels l’absence de létalité et de phénotype anormal, suggèrent que l’activité des 

lncRNAs n’est pas seulement liée à la présence de séquences conservées entre les espèces, 

mais semble aussi résulter de facteurs supplémentaires, dont la structure secondo-tertiaire, les 

domaines fonctionnels, l’épissage alternatif et la transmission synténique. La connaissance 

précise des fonctions biologiques des lncRNAs et de leurs dérégulations au cours de la 

cancérogénèse constitue actuellement une étape indispensable à leur ciblage thérapeutique. La 

localisation cellulaire des lncRNAs étant liées à leurs fonctions, nous utiliserons la technique 

de RNA-FISH, afin d’inclure les transcrits d’intérêt dans les 3 sous-groupes topographiques 

permettant d’orienter leurs fonctions moléculaires (localisation intranucléaire au niveau du 

site de transcription, localisation intranucléaire avec relocalisation nucléoplasmique ou dans 

des corps intra-nucléaires et localisation intracytoplasmique). Nous tenterons de réaliser des 

tests fonctionnels par invalidation in vitro et ex vivo sur des lignées cellulaires et des 

xénogreffes  de  tumeurs  humaines,  en  privilégiant  la  technologie  CRISPr/Cas9.  Cette 

technique de genome editing maitrisée à l’Institut Curie, offre en effet d’importantes 

possibilités de ciblage thérapeutique des lncRNAs. 

 
 
 
Des profils transcriptomiques complexes liés à la dérégulation d’ANRIL et de MALAT1 

ont été identifiés dans les carcinomes du sein par rapport à leurs profils d’expression 

dans le parenchyme mammaire normal. 

 

La complexité de leur dérégulation est liée à la présence d’isoformes et de réseaux 

d’interactions avec les mRNAs, les miRNAs et d’autres lncRNAs. Cette dérégulation de leurs 

profils transcriptomiques est en grande partie liée à la diversité potentielle de leurs liaisons 
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avec des oncogènes et des suppresseurs de tumeurs appartenant aux principales voies de 

signalisation, des complexes multiprotéiques intranucléaires structuraux ou fonctionnels 

modifiant la chromatine, des miRNAs et des mRNAs, des facteurs de transcription ainsi 

qu’avec d’autres lncRNAs. Si les fonctions biologiques principales d’ANRIL et de MALAT1 

semblent globalement conservées au cours de la cancérogénèse mammaire, les profils 

transcriptomiques dérégulés d’ANRIL et de MALAT1 observés dans notre série de tumeurs 

résultent d’altérations de leurs niveaux d’expression et de leurs processus de maturation, mais 

aussi de modifications de leurs mécanismes d’action et de leurs réseaux d’interactions. 

 
 

ANRIL se comporte dans les carcinomes mammaires comme un transcrit naturel antisens 

régulant l'expression des gènes au niveau épigénétique en recrutant les deux complexes 

répresseurs polycomb PRC2 et PRC1, dont la fonction est de réorganiser la chromatine en 

inactivant le locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF. Toutefois, l’expression des sous- 

unités appartenant aux deux complexes polycomb PRC2/PRC1 est altérée dans notre série et 

est caractérisée par une importante surexpression d’EZH2 dans 77% des CCIs et par une sous- 

expression inattendue de CBX7 dans 40% des tumeurs. A ce jour, il n’a pas été observé de 

mutation inactivatrice de CBX7 et les données de la littérature suggèrent l’existence 

d’interactions multiples entre les lncRNAs, les mRNAs, les complexes polycomb et les 

miRNAs au cours de la progression tumorale. Ainsi, ANRIL, en se liant à EZH2, induit 

l’inactivation épigénétique des deux miRNAs suppresseurs miR-49a et miR-449, favorisant la 

prolifération tumorale et inhibant l’apoptose et la sénescence des cellules cancéreuses 

gastriques.  Nous  suggérons  que  dans  les  cancers  du  sein,  le  lncRNA  ANRIL  pourrait 

également réguler en cis et en trans l’expression de gènes par des mécanismes épigénétiques 

via des interactions entre les sous-unités des complexes polycomb et des miRNAs. Dans les 

cancers gastriques, la surexpression d’ANRIL et de PVT1 inactive p16-CDKN2A et p15- 

CDKN2B par des mécanismes épigénétiques en cis (ANRIL) et en trans (PVT1) en favorisant 

tous deux un accroissement de l’apport en EZH2 au niveau du cluster p16-CDKN2A et p15- 

CDKN2B. Des réseaux d’interactions complexes analogues pourraient également expliquer la 

surexpression d’EZH2 et la sous-expression de CBX7 dans des cancers du sein. Notre étude a 

ainsi révélé que les 3 miRNAs onco-suppresseurs (miR-26A1, miR-125B et miR-214) qui 

ciblent normalement EZH2, sont sous-exprimés dans notre série de CCIs. Les 2 oncomiRs 

miR-181B1 and miR-181A2 qui ciblent et inactivent CBX7, apparaissent surexprimés dans 

notre série, en relation avec l’activation de l’oncogène HMGA1. 
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MALAT1 est principalement localisé dans les speckles des cellules tumorales mammaires 

étudiées et est impliqué dans la régulation transcriptionnelle de l'expression génique et dans 

l'épissage alternatif en interagissant avec de multiples réseaux protéiques variant selon le 

type cellulaire et tissulaire de manière à contrôler directement ou indirectement l'expression 

de multiples gènes. Nous avons évalué les niveaux d'expression d’un panel de gènes 

potentiellement impliqués dans divers processus moléculaires et cellulaires associés à la 

carcinogénèse via la dérégulation de MALAT1. Les gènes significativement associés à 

MALAT1 sont essentiellement impliqués dans la migration cellulaire (RHOB, PLAU/UPA et 

MMP14),  l’édification  du  complexe  répressif  Polycomb  PRC2  (EED,  SUZ12,  JARID2, 

TUG), l’apoptose (BIRC6), la réparation de l’ADN (ATM, MSH2, XRCC1), la biogénèse des 

ncRNAs (DGCR8) et les interacteurs de l’épissage alternatif (SRSF1, SRSF3, UHMK1). Le 

criblage de la base de données dbEST avec le cDNA de la forme complête de MALAT1 nous 

a permis d’identifier un important variant d’épissage alternatif, Δ-MALAT1, comportant deux 

régions concomitantes délétées de 119 pb et 243 pb. Dans notre série de carcinomes 

mammaires infiltrants, le profil transcriptomique dérégulé de MALAT1 associe une 

surexpression de WT-MALAT1 dans 14% des tumeurs et une sous-expression du transcrit 

alternatif Δ-MALAT1 dans 20% des cancers du sein. Les causes de la dérégulation de 

MALAT1 demeurent encore largement méconnues et d’autres études seront nécessaires afin 

d’identifier les mécanismes génétiques et/ou épigénétiques responsables de la surexpression 

de WT-MALAT1 et de la sous-expression du transcrit alternatif Δ-MALAT1 dans les cancers 

du sein. Des mutations du gène MALAT1 sont plus rarement observées dans les carcinomes 

mammaires que dans d'autres cancers, tels le cancer de la vessie, mais constituent avec celles 

de NEAT1 les plus fréquentes mutations des lncRNAs dans les cancers du sein. Une 

amplification du gène MALAT1 est improbable car ce gène n’est pas situé dans une région 

fréquemment amplifiée (11q13.1). De plus, une dérégulation épigénétique de MALAT1 

médiée par la méthylation des îlots CpG n’a pas été rapportée dans la littérature. En outre, la 

régulation  post-transcriptionnelle  de  MALAT1  par  HSA-miR-125b  identifiée  dans  les 

cancers de la vessie n'a pas été confirmée dans notre série de tumeurs du sein. Nos données 

suggèrent cependant l’existence d’une régulation transcriptionnelle de Δ-MALAT1 (mais non 

de WT-MALAT1) par le coactivateur de transcription YAP, également observée dans le 

cancer du foie. 
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Les profils transcriptomiques d’ANRIL et de MALAT1 dans les cancers du sein semblent 

caractéristiques de la localisation mammaire lorsqu’ils sont comparés à leurs profils 

transcriptomiques dans des tumeurs malignes d’autres sites. 

 

Le profil transcriptomique dérégulé d’ANRIL est caractérisé dans notre série de carcinomes 

mammaires  par  une  importante  sous-expression  de  CBX7  et  une  corrélation  positive 

inattendue entre la surexpression d’ANRIL et celle du locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14- 

ARF, et plus particulièrement de p14/ARF, alors que ce profil apparait inverse (association 

négative) dans les carcinomes de prostate où ce même cluster est inactivé par ANRIL. De 

même, ANRIL inactive épigénétiquement les miRNAs onco-suppresseurs miR-99a/miR-449a 

dans  les  carcinomes  gastriques  et  non  dans  notre série de  CCIs.  Bien  que  ces  résultats 

semblent contradictoires, nous pouvons supposer que CBX7 pourrait influencer la corrélation 

positive ou négative entre ANRIL et le locus p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF et se 

comporter à la fois comme un suppresseur de tumeur ou un oncogène selon le type de tumeur, 

la nature du microenvironnement tumoral et les réseaux d’interaction spécifiques composés 

de mRNAs, de miRNAs, de lncRNAs et de facteurs de transcription interagissant avec les 

complexes lncRNA-PRC2/PRC1. 

 

Concernant MALAT1, aucune variation du niveau d’expression du lncRNA inhibiteur 

transcriptionnel TUG1 n’a pu être observée dans notre série de cancers du sein, alors que 

TUG1 apparait co-surexprimé avec MALAT1 dans les carcinomes de vessie. De même, il n’a 

pas été identifié dans notre série de corrélations entre MALAT1 et les gènes codant pour des 

protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, la migration, l'apoptose (à 

l’exception de BIRC6) et l’EMT, comme décrites dans divers types de cancers. En outre, 

l’analyse de MALAT1 via la technique de RNA-FISH révèle une surexpression diffuse et non 

seulement limitée aux seuls speckles, évoquant une relocalisation nucléoplasmique et 

suggérant l’acquisition d’autres fonctions moléculaires. 

 
 
 
 
ANRIL et MALAT1 sont des biomarqueurs pronostiques et des cibles thérapeutiques 

potentiels. 

 

Les lncRNAs sont actuellement considérés comme des biomarqueurs diagnostiques et 

pronostiques potentiels particulièrement intéressants en raison d’une propriété caractéristique 

leur conférant une plus grande spécificité tissulaire, cellulaire et mécanistique. 
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 Biomarqueurs pronostiques 
 

 

En utilisant l’analyse par log-rank afin d’établir des corrélations entre la survie sans métastase 

(MFS) et les niveaux d’expression des mRNAs des 10 gènes de la voie ANRIL, il n’a pas été 

observé de corrélation significative entre l’expression d’ANRIL et la survie sans métastase 

(MFS). La surexpression d’EZH2 et la sous-expression de CBX7 sont par contre 

significativement associées à une survie plus courte. La surexpression d’EZH2 est fortement 

associée à un grade SBR élevé et un statut RE- et RP-. La sous-expression de CBX7 est 

fortement corrélée avec un haut grade histologique SBR, un statut RE- et RP- et l’expression 

de marqueurs d’EMT et de cellules souches cancéreuses mammaires. Mais, à la différence de 

CBX7, la surexpression d’EZH2 est étroitement liée au marqueur de prolifération MKI67, 

suggérant un rôle différent de ces deux protéines dans la tumorigénèse mammaire. L'analyse 

multivariée a révélé que le rapport EZH2/CBX7 est un facteur pronostique indépendant 

(P=0.001). 

 

Une corrélation significative a été observée dans notre série de tumeurs mammaires entre la 

sous-expression d’un transcrit d’épissage Δ-MALAT1 et les tumeurs mammaires présentant 

une grande taille macroscopique, un statut RE- et RP- et des niveaux d’expression élevés de 

MKI67, suggérant que la sous-expression de Δ-MALAT1 joue un rôle dans l'agressivité des 

tumeurs malignes du sein. A l’inverse, aucune corrélation significative n'a été observée entre 

la surexpression du mRNA de WT-MALAT1 et les marqueurs d’agressivité. L’analyse de la 

survie a révélé que les patientes présentant un faible niveau d’expression de Δ-MALAT1 ont 

une survie plus courte. En outre, l'analyse multivariée a montré que le statut d'expression de 

Δ-MALAT1 est un facteur pronostique indépendant pour la MFS. De façon analogue aux 

isoformes du lncRNA PTENP1, ce variant d’épissage alternatif de MALAT1 pourrait agir 

comme un leurre, séquestrant des biomolécules normalement liées au transcrit WT-MALAT1 

et dérégulant ainsi ses fonctions. De plus, en raison de ses modifications structurales, Δ- 

MALAT1 pourrait acquérir de nouvelles fonctions ou perdre des sites de fixation aux 

miRNAs. Globalement, ces résultats suggèrent que l’isoforme d’épissage alternatif Δ- 

MALAT1 participe activement aux fonctions biologiques de MALAT1 et à la carcinogénèse 

mammaire. 

 
 
 
 

 Cibles thérapeutiques potentielles 



métastases de diverses tumeurs malignes. En raison de son implication dans de nombreux 
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Les lncRNAs et les molécules avec lesquelles ils interagissent pourraient constituer des cibles 

thérapeutiques novatrices. Toutefois, la présence de variants d’épissage alternatifs aux 

fonctions variées, d’interactions multiples et d’une spécificité d’organe doit être prise en 

compte lors de l’évaluation des thérapies dirigées contre ces lncRNAs. 

 

En raison de la surexpression d’ANRIL dans de nombreux cancers, dont les carcinomes 

mammaires, la déplétion d’ANRIL pourrait se révéler une option thérapeutique pertinente de 

manière à réduire la prolifération tumorale et la lymphangiogénèse et augmenter la sensibilité 

des cellules cancéreuses aux agents endommageant l’ADN (Wan et al., 2013), à l’apoptose et 

à la sénescence. Des données récentes ont révélé que les complexes polycomb PRC2 et PRC1 

jouent un rôle bivalent dans la cancérogénèse, présentant à la fois des propriétés oncogéniques 

et oncosuppressives dépendant du type cellulaire. Le déficit en composants de ces complexes 

pourrait diminuer les  niveaux  d’expression des marques  épigénétiques répressives 

H3K27me3, contribuant à l’acétylation de H3K27, à l’augmentation de la transcription et à 

l'activation de voies oncogéniques. Ainsi, la définition d'un statut d'activité PRC2/PRC1 dans 

les carcinomes mammaires pourrait se révéler pertinente lors du choix des options 

thérapeutiques.   Nous   avons   observé   dans   notre   série   de   tumeurs   mammaires   une 

prédominance de la marque épigénétique activatrice H3K27ac dans 73.8% des CCIs et une 

forte réduction de la marque épigénétique répressive H3K27me3 dans 76.3% des CCIs. Ces 

données suggèrent que la perte des fonctions répressives polycomb dans les CCIs pourrait être 

due à des altérations structurales ou à des modifications épigénétique d’ANRIL et de 

PRC1/PRC2, avec pour conséquence la perte de la marque répressive H3K27me3 et 

l’augmentation de la marque activatrice H3K27ac. Les thérapies ciblant les processus 

épigénétiques dans le cancer connaissent un développement croissant avec l'utilisation des 

inhibiteurs des HDAC et de l'ADN méthyltransférase, et plus récemment les inhibiteurs des 

bromodomaines BET (Baude et al., 2014). En effet, des études concernant les tumeurs 

malignes des gaines nerveuses périphériques (MPNSTs) ont montré que les altérations de 

sous-unités PRC2 conduisent à l'amplification de la transcription induite par la voie Ras et 

conféreraient une sensibilité aux inhibiteurs des bromodomaines (De Raedt et al., 2014). 

 

MALAT1 est impliqué dans la régulation transcriptionnelle de l'expression génique et dans 

l'épissage alternatif. Sa dérégulation s’accompagne d’importantes conséquences dans le 

contrôle du cycle cellulaire et la prolifération tumorale, l'apoptose, la plasticité et 

l’angiogénèse.  L'injection  d'ASO  ciblant  MALAT1  inhibe  efficacement  la  croissance  des 
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cancers, MALAT1 pourrait constituer une cible thérapeutique pertinente dans les tumeurs 

malignes métastatiques et en particulier dans le cancer du sein (Arun et al., 2015). 

 
 
 
 
L’analyse du transcriptome non codant des carcinomes mammaires par une stratégie 

pangénomique a permis d’identifier de nouveaux types de lncRNAs, tels les nouveaux 

lncRNAs antisens. 

 

L’étude du transcriptome non codant des carcinomes mammaires a permis de définir des 

signatures comportant des lncRNAs. Cette étude préliminaire a eu pour but d’identifier des 

signatures diagnostiques caractéristiques des différents sous-types tumoraux et des signatures 

pronostiques indépendantes des sous types moléculaires classiques. Cette stratégie 

pangénomique a consisté en un screening par RNAseq d’une cohorte initiale de 8 tumeurs 

malignes appartenant aux différents sous-types de carcinomes mammaires infiltrants et de 4 

tissus mammaires sains. Elle a permis d’identifier une signature diagnostique globale 

constituée d’asRNAs, de lincRNAs et de mRNAs et une signature constituée exclusivement 

d’asRNAs. Une signature pronostique préliminaire a été déduite de l’analyse différentielle 

entre les tumeurs d’évolution métastatique (n=2) et les tumeurs d’évolution non métastatique 

(n=6). Cette première analyse ayant surtout servi de preuve de concept, a permis la mise en 

place de l’étude principale à partir d’une cohorte élargie. L’étude du transcriptome non codant 

réalisée  à  partir  d’une  série  de  40  carcinomes  mammaires,  actuellement  en  cours  de 

réalisation, nous permettra d’identifier de nouveaux types de lncRNAs parmi les nouveaux 

asRNAs, les circRNAs, les sno-lncRNAs, les T-UCRs, les lncRNAs inductibles, les lncRNAs 

traduits en peptides et les lncRNAs interagissant avec les régulateurs chromatiniens. Cette 

analyse renforcera la robustesse des signatures déjà identifiées sur la cohorte préliminaire et 

validera nos premiers résultats. Nous tenterons de confirmer si nos signatures constituées de 

lncRNAs dérégulés sont associées avec le statut RE+ et RE- des CCIs et avec les différents 

sous-types moléculaires des tumeurs mammaires. Nous rechercherons si les sous-types 

tumoraux identifiés par des lncRNAs sont associés à des altérations des différentes fonctions 

biologiques et des voies de signalisation et nous comparerons ces résultats avec ceux obtenus 

pour des signatures constituées de mRNAs. En effet, une étude récente a révélé que si les 

sous-types tumoraux mammaires identifiés par des signatures basées sur les mRNAs et les 

lncRNAs affectent globalement les mêmes voies signalétiques, des différences significatives 

peuvent être observées dans certains sous-types (le sous-type de type triple-négatif est lié à la 
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voie EGFR dans la signature lncRNA) et pourraient justifier le recours à des signatures mixtes 

mRNAs-lncRNAS (van Grembergen et al., 2016). L’intérêt de certains de ces gènes ou 

signatures sera confirmé par l’analyse de leur niveau d’expression dans une large série de 456 

carcinomes mammaires par RT-PCR ou technique Nanostring, dans laquelle ANRIL et 

MALAT1   ont   été   étudiés.   Les   lncRNAs   sont   actuellement   considérés   comme   des 

biomarqueurs diagnostiques, pronostiques et prédictifs potentiels pertinents, en raison de leurs 

fonctions homéostatiques, de leur implication dans la plupart des cancers et de leur plus 

grande spécificité cellulaire et tissulaire. A partir de ces données, nous tenterons d’identifier 

des biomarqueurs tissulaires spécifiques et des cibles thérapeutiques potentielles. 

 
 
 
 
Parmi les domaines d’investigation faisant l’objet de recherches intensives, celui des 

lncRNAs compétiteurs endogènes régulant les mRNAs via les miRNAs, présente 

actuellement le plus d’implications cliniques potentielles. 

 

Les lncRNAs appartenant aux réseaux de compétiteurs endogènes sont représentés par des 

lincRNAs, des lncRNAs antisens, des pseudogènes et des lncRNAs circulaires. Ces réseaux 

d’interactions assurent le maintien de l’homéostasie cellulaire et tissulaire, varient 

considérablement entre les tissus normaux et tumoraux, présentent des profils 

transcriptomiques comparables dans les types tumoraux de même origine tissulaire et 

contrôlent la plupart des hallmarks des cancers. A partir d’un panel multitumoral de 12 types 

différents de tissus normaux et tumoraux, nous étudierons les niveaux d’expression des 

lncRNAs d’intérêt et vérifierons l’hypothèse concernant leur « spécificité d’organe ». Nous 

tenterons d’identifier des isoformes alternatifs des principaux lncRNAs impliqués dans les 

mécanismes de leurs dérégulations. Nous séparerons les réseaux de compétiteurs endogènes 

communs à l’ensemble des cancers de ceux qui sont propres à des types particuliers de 

tumeur et donc susceptibles de représenter des biomarqueurs pertinents et des cibles 

thérapeutiques innovantes. 
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Among  thousands  of  long  non-coding  (lnc)RNAs  encoded  within  the  human  genome, 

antisense transcripts have been poorly studied despite their regulatory importance in 

development and disease1-3. Here, performing RNA-sequencing (RNA-seq) analysis of 18 cell 

lines and 32 cancer tissues we classified 7812 human antisense (as)lncRNAs including 6984 

novel  transcripts.  Among  them,  the  most  robust  Class1  aslncRNAs  represent  cell-type 

specific nuclear polyA+ transcripts that start mainly at the extremities of their paired-sense 

genes. A correlation study identified cis- and trans-associated aslncRNA/mRNA pairs, 

compatible with either sense/antisense, distal enhancer or trans-acting regulatory properties. 

Strikingly, RNA-seq of prostate tumors revealed an unprecedented signature of 157 

aslncRNAs with 3 novel Class1 transcripts that separate high-risk prostate tumors on a cohort 

of patients. We propose that aslncRNAs are a broad class of transcripts with a high cancer 

prognosis potential. 
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High-throughput RNA sequencing produced catalogs of lncRNAs15-19  with now 58648 

lncRNA annotated20. LncRNA are at least 200 nucleotides long, spliced, cell type-, tissues- 

specific  and  poorly  conserved  during  evolution1.  Among  different  classes  of  lncRNAs, 

Natural Antisense Transcripts (NATs) are the less described with 4200 annotated antisense 

(as)lncRNAs21, certainly due to their low expression levels22. In addition, most genome-wide 

studies were focused on lncRNAs without addressing specifically their directionality 

explaining  a  lack  of  systematic  characterization  of  human  aslncRNA.  AslncRNAs  were 

shown to regulate gene expression at the post-transcriptional and transcriptional levels. Post- 

transcriptional  regulation  is  triggered  by  double-stranded  (ds)RNA  formation  with  their 

paired-sense mRNA affecting its translation, splicing or stability3. Transcriptional regulation 

was  considered  as  a  result  of  interference  between  transcribing  sense/antisense 

polymerases23,24  but also as a direct, still uncharacterized, effect of nuclear dsRNA 

formation25. Transcriptional interference also generates cis-deposition of epigenetic marks 

where the nascent aslncRNA serves as recruiting/activating platforms for chromatin modifiers 

controlling the sense transcription as described for genomic imprinting, X-inactivation, tumor 

suppressor regulation and cell differentiation3. Interestingly, aslncRNA-mediated trans- 

regulation is poorly described at the notable exception of HOTAIR18  but might represent an 

important allele-specific regulatory function of aslncRNA. 

 

To gain insight into antisense transcripts and their potential regulatory role(s), we classified 

different families of human aslncRNAs. We set up a dedicated bioinformatic pipeline (Fig.1a, 

suppl Fig1, methods) to reveal aslncRNA and rank them, according to robust features. The 

protocol was applied to strand-specific polyA+ and total RNA-seq datasets, available on 14 

ENCODE cell lines and our own RNA-seq data obtained on 3 human cell lines (6 conditions) 

and 4 normal and tumor prostate and breast tissues (table 1). Reads were mapped, assembled 

and merged, according to their density and proximity (see method). From this, aslncRNAs 

were extracted, according to the GENCODE V14 ORF annotation. To determine the most 

robust class of aslncRNA, we filtered segments with a minimum of 0.8 RPKM expression in 

at least two RNA-seq replicates and merged them with the 0.8 RPKM GENCODE V14 

aslncRNAs (n=6984 and 894, respectively, Class3, Fig. 1b)26, all tested for their coding 

potential. To increase stringency, we defined those with at least 1 junction (1935 segments, 

Class2a), or with a spliced EST (2940 segments, Class2b). Finally, we considered segments 

that met all criteria as the most robust class of aslncRNAs (1595, Class1), which were kept for 

the rest of the study. Of note, only 7% of novel Class3 aslncRNAs (481/6984, Fig. 1b) were 
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annotated by the recent MiTranscriptome project20 (with at least 50% overlap), reflecting 

differences  in  tissue/cell  origins  of  RNA  samples  but  also  in  transcriptome  assembly 

protocols. 

 

Class1 aslncRNAs are 5 kilobases long in average (Suppl. Fig. 2) with a mean expression 

around 1 RPKM (Fig. 2a) that is much lower than lncRNAs and mRNAs with 10 and 100 

RPKM, respectively. The Specificity Index (SI) calculated independently of their expression 

levels27, showed that 47.6% of Class1 aslncRNAs are expressed in one cell type (SI>0.9), 

similar to lncRNAs (50,5%) but dramatically more than mRNAs (25.43%), indicating that 

aslncRNA are expressed in a cell-type specific manner (see examples in Suppl. fig. 3). 

Systematic comparison of HeLa S3 polyA+ and polyA- datasets showed that Class1 

aslncRNAs  are  mainly  polyA+  as  mRNAs  but  in  contrast  to  snoRNAs  (Fig.  2c). 

Transcriptome analysis of cytoplasmic and nuclear fractions of the ENCODE HeLa S3 and 

our HeLa S2 datasets revealed that the Class1 aslncRNAs are mainly nuclear (Fig. 2d, Suppl. 

Fig. 4a and 4b). Sub-cellular localization of 7 novel aslncRNAs was also validated by 

quantitative RT-PCR (suppl Fig. 4c). 

 

To determine putative transcriptional start sites (TSS) of the Class1 aslncRNAs, we analyzed 

the presence of cap structure and epigenetic signals reminiscent of 5’ends of actively 

transcribed genes. ENCODE CAGE-seq analysis (Fig. 3a) revealed that 59% of Class1 

segments have a CAGE signal within 500 nucleotides around their hypothetical TSS 

comparable with a range of 58% and 80% of detected CAGE signals for lncRNAs and 

mRNAs, respectively, and in contrast to 10% overlap detected randomly. Within the same 

region,  comparison  of  CAGE  signals  distribution  for  mRNAs,  lncRNAs  and  class1 

aslncRNAs (suppl. Fig. 5) showed that Class1 aslncRNA 5’end signals were comparable in 

location as that of mRNAs and lncRNAs. To further confirm that Class1 aslncRNAs are 

actively transcribed, we monitored several epigenetic marks (Fig. 3b). As for mRNA and 

lncRNA, Class1 genes showed sharp peaks of the active transcription marks: Histone H3 tri- 

methylated Lysine 4 (H3K4me3), acetylated Lysine 27 (H3K27ac) and acetylated Lysine 9 

(H3K9ac), - just upstream of the hypothetical TSS, albeit less pronounced probably reflecting 

their low transcription. These signals are nevertheless significant comparing to a random 

region with no enrichment (Fig. 3b). In contrast, the repressive histone H3 tri-methylated 

Lysine 27 (H3K27me3) showed a strong depletion around the aslncRNA TSS reinforcing an 

idea of an active transcription at these loci. These data validated our RNA-seq transcripts 

prediction and allowed us to determine the relative TSS position of each antisense transcript 
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with respect to its paired-sense mRNA gene. The distribution of distance between the 

aslncRNA 5’end and the mRNA TSS showed two populations of transcripts (Fig. 3c) centered 

around each extremity of the paired mRNA gene: 269 of them start within +/-2kb of the 

mRNA TSS (promoter-associated, Class1A) and 374 within +/-2kb of the Transcription 

Termination  Site  (TTS,  Class1B);  and  the  other  952  elsewhere  (Class1C).  This  result 

indicates that aslncRNA transcription preferentially uses regions proficient for pervasive 

transcription, i.e. near active promoters generating divergent transcripts but also near 

terminators, both regions devoid of nucleosomes28. We anticipate that regulatory cis or trans 

activities of aslncRNAs will strongly depend on their position within mRNA genes. 

 

To further analyze aslncRNA-mediated gene cis-regulation, we determined whether the 

expression of Class1 aslncRNAs correlates with their paired-sense mRNAs. We calculated the 

Pearson correlation coefficient (r) of expression of each sense/antisense pair within the 14 

ENCODE datasets. The majority of pairs did not show any significant correlation (1099 over 
 

1595 aslncRNA) and for r >0.5, 460 were positively (Fig 4a) and only 39 negatively 

correlated. Interestingly, all anti-correlated pairs fell into Class1B and Class1C non-promoter- 

associated aslncRNAs (see suppl. Fig6  and Fig.4d), suggesting a  bi-directional promoter 

origin  of  Class1A  aslncRNAs.  In  this  respect,  an  interesting  example  is  the 

HOTAIR/HOX11C  pair  of  bi-directional  transcripts  (suppl.  Fig.7)  showing  a  strong 

correlation  of  expression.  Gene  Ontology  (GO)  analysis  revealed  enrichment  in 

developmental and embryonic morphogenesis pathways of the positively cis-correlated 

mRNAs (Suppl. table 1), suggesting that this cluster of genes could use aslncRNA or 

bidirectional  promoter  for  fine-tuning.  Altogether,  these  results  point  to  positive  cis- 

regulatory roles of aslncRNAs on their paired mRNA genes (potentially 30% of the cases, 

460/1595). 
 

 

To identify aslncRNAs with potential trans-regulatory roles, we calculated Pearson’s 

coefficients between all aslncRNAs and all mRNAs (n=15540) of the 14 ENCODE RNA-seq 

datasets as in Figure 4a and visualized gene clusters with positive or negative correlation on a 

heatmap (Fig. 4b). Positively correlated pairs were found on the same chromosome more 

often than expected by chance. Sorting of 308 mRNA/aslncRNA pairs of the same 

chromosome and r ≥0.9 showed a 641 kb mean distance (Fig. 4c) with their nearest correlated 

mRNA (suppl. table 2). Interestingly, Bonferroni correction retained 29 aslncRNA/mRNA 

pairs as significantly correlated (Suppl. Fig. 8), among which 14 positioned on the same 

chromosome with a mean distance of 120 kb (Fig. 4c), as exemplified for TAGLN locus 
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(suppl. figure 9). Altogether, both correlation studies revealed highly positively correlated 

aslncRNA/mRNA pairs separated by a distance compatible with a distal cis-acting enhancer 

activity29. In addition, we noted that the Bonferroni filter revealed 15 aslncRNAs associated 

with 52 mRNAs located on distinct chromosomes (suppl. Table 3), suggesting putative trans- 

acting lncRNAs. GO analysis of trans-correlated candidate genes showed a major pathway 

involved in neuronal sensory and olfactory development (Suppl. Table 4), indicating as for 

cis-regulated genes a strong specialization of a group of genes that could use aslncRNA for 

fine-tuning. 

 

Since some of the novel aslncRNAs might be involved in cell differentiation, and due to their 

high cell-type specificity, we asked whether we could define a robust aslncRNA signature of 

cancer progression. Prostate cancer is the second type of cancer for mortality. Removal of the 

prostate is generally performed based on a series of diagnostic tests, among them the PCA3 

antisense transcript highly expressed in prostate cancer tissues30, but a powerful prognostic 

signature remains to be determined. Here, we investigated the presence of aslncRNAs in total 

RNA samples performing 24 RNA-seq experiments of 8 normal and 16 tumor prostate tissues 

(Suppl  table  5).  Differential  expression  analysis   revealed  157  aslncRNAs  (Fig.  5a) 

significantly up-regulated in tumors encompassing 36 and 17 annotated aslncRNA in 

GENCODE and MiTranscriptome projects, respectively, and 109 novel transcripts with 32 

Class1 aslncRNAs (Fig. 5b). Principal component analysis (PCA) showed that this novel 

signature  discriminates  prostate  tumors  from  normal  tissues  and  from  breast  tumor  and 

normal tissues (suppl. Fig. 10). Interestingly, the 3 most up-regulated Class1 aslncRNA 

showed similar fold-changes as PCA3 albeit with lower dispersion, revealing a novel robust 

restricted signature for prostate cancer (suppl. Fig. 11b and Reverse transcriptase assay in 

suppl. Fig 11c). Strikingly, a prediction analysis on a cohort of 89 patients (suppl table 6) 

from RNA extraction measured by Nanostring demonstrated that the “restricted signature” 

discriminates high-risk prostate tumors more efficiently than PCA3 alone (AUC 0.93 and 

0.86, respectively; Fig.5c), exemplified on the FBXL7 locus (Fig. 5d). In contrast, these novel 

markers had similar or lower AUC than PCA3 for low risk and intermediate cases (suppl. Fig. 

12a and b, respectively), strongly reinforcing a novel marker of aggressive tumors for 

prognostic studies. 

 

In summary, our computational screen for antisense RNA defined an unprecedented human 

landscape of 7812 aslncRNA including 6984 novel candidates. We categorized these 

transcripts into different classes according to well-accepted criteria applied to lncRNAs, i.e. a 
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minimum of 0.8 RPKM expressions, presence of a spliced junction and/or a spliced EST. We 

would like to point out that our method is particularly sensitive since it allows identification 

of novel aslncRNA that were undetectable by the very recent MiTranscriptome and other 

projects20. In particular, we defined a new prostate cancer signature of 157 aslncRNAs 

including 109 novel transcripts but only 17 MiTranscriptome lncRNAs. Divergent 

experimental  strategies  (assembling  processes)  and  biological  origins  of  samples  would 

explain such discrepancy and highlight the specificity of our methodology for detection of 

antisense transcripts. Altogether, we propose that both annotations are complementary, 

revealing all lncRNA features over the human genome that could be used as powerful 

diagnostic markers. 

 
 
The second main result is the systematic analysis of a regulatory potential of aslncRNAs 

based on their genomic position and expression correlations. Among 40% of significantly 

correlated genes, promoter-associated aslncRNAs (Class1A, Fig 4d) could be considered as 

bi-directional transcripts with yet unknown function on their associated partner. The others, 

non-promoter associated aslncRNAs might play a negative role on the sense transcription as 

proposed in yeast but the majority would rather have a positive activity in cis or in trans 

behaving as distal enhancers or trans-acting RNAs. It would be of particular interest to 

address the functional relevance of these candidates in specific normal or pathological cell 

context. 

 
 
 
 
Online Material and methods 

 

 

Cell lines, tissues and cell cultures 
 

HEK cells were characterized in21. MCF7 was obtained from the American Type Culture 

Collection (ATCC) and transfected with siRNA against random or the Xrn1 gene sequences 

for other purpose. Prostate tissues were provided by the Mondor Hospital (suppl. Table 3) and 

breast tissues by Institut Curie. The histological status of each tumor was determined by 

respective clinical pathology services. 

Cells were maintained in a humidified 5% CO2 atmosphere at 37°C in DMEM, high glucose 

media for HeLa S2 and MEMalpha without nucleosides for MCF7 and HEK cells, both 

supplemented with 10% fetal bovine serum, essential amino acids and sodium pyruvate. 
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Sub-cellular fractionation 
 

Cytoplasmic and nuclear RNA fractions were isolated from 108  HeLa S2 cells using PARIS 
 

procedure (Ambion). 
 

 
 

RNA extraction and reverse-transcription (RT) PCR quantification 
 

Total RNA was extracted from 108 cells using Trizol according to manufacturer’s procedure, 

quantified and quality controlled using a 2100 Bioanalyzer (Agilent). RNA samples with 

RNA Integrity Number (RIN) above 6 were depleted for ribosomal RNA and converted into 

cDNA library using a TruSeq Stranded Total Library Preparation kit (Illumina). cDNA 

libraries were normalized using an Illumina Duplex-specific Nuclease (DSN) protocol prior to 

a paired-end sequencing on HiSeq™ 2500 (Illumina, NGS Curie platform). At least 20x 

coverage  per  sample  was  considered  as  minimum  of  unique  sequences  for  further  data 

analysis. 

Reverse Transcription was performed on 100 ng of total RNA using gene-specific, strand- 

specific primers and the SuperScript II (Invitrogen) reverse transcriptase. cDNA for each 

transcript was quantified relative to POLR2A by the real-time PCR with LightCycler® 480 

SYBR Green I Master mix (Roche) on Roche LightCycler480. Error bars represent standard 

deviations of three independent biological experiments (cell samples) or three independent 

RT (tissue samples). Primers sequences are available upon request. 

 
 

NanoString nCounter Gene Expression Assay32
 

 

Total RNA isolated from 89 tumors and 9 normal prostate tissues (suppl. table 6) was used for 

direct digital detection of 13 different RNAs: 3 housekeeping genes (RPL11, GAPDH and 

POLR2A), 4 mRNAs deregulated in our or published RNAseq datasets (HPN, OR51E2, 

PDLIM5 and SLC14A1) and 3 lncRNAs previously reported as deregulated in different 

cancers (HOTAIR, ANRIL and PCGEM1). Each target gene of interest was detected using 

reporter and capture probes carrying 35- to 50-base target-specific sequences (available upon 

request) on Nanotring nCounter V2 (Curie Genomic platform). 

 
 
 
 
 
 
Data resource 

 

The raw pair-end strand specific RNA-seq data from the ENCODE project (14 cell lines both 

polyA+ and polyA-) were downloaded from Gene Expression Omnibus (GEO) or generated 
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by our laboratory from ribo-depleted total RNA samples of HEK, Hela S2 and MCF7 cell 

lines (6 conditions), breast (12 conditions) and prostate (24 conditions) normal and tumor 

tissues (Table 1). 

 
 

Computational pipeline of RNA-seq data analysis 
 

The human genome version hg19 and the GENCODE V14 annotation were used in this study. 

First, we performed a quality control of all sequencing data by FastQC Babraham 

Bioinformatics software. Reads were mapped using TopHat 2.0.423, allowing 3 mismatches 

and requesting uniquely mapped reads. For libraries generated in this study, we assembled 

mapped reads using the BedTools suite24. For ENCODE datasets, only ENCODE-validated4 

contigs with npIDR score ≤0.01 were used.  Overlapping contigs  from  all libraries  were 

merged  and  only  contigs  supported  by  at  least  10  reads  in  either  library  were  further 

assembled in segments if mapped in the same strand and separated by less than 100 

nucleotides. We compared segments to the GENCODE annotation to extract those oriented 

antisense to annotated genes, irrespectively to the overlap size, that we named human 

aslncRNAs. 

RPKM16  expression levels were calculated for GENCODE annotated aslncRNAs, mRNAs, 
 

lncRNAs and for our novel aslncRNAs. To classify aslncRNAs, we applied 3 filters: the 

expression level ≥ 0.8 RPKM in at least two replicates for cell lines or in one condition for 

tissues, the presence of at least one TopHat-identified exon-exon junction within a contig, and 

finally, the presence of at least one spliced EST from UCSC mapped contigs. This led to the 

following three classes of antisense transcripts: Class1 meet all three criteria 

(expression/junction/EST); Class2 meet expression and junction (Class2a) or expression and 

EST (Class2b) criteria; and Class3 meet only the expression criterion. Only transcripts with 

the PhyloCSF score below 100 were considered as non-coding and retained as aslncRNAs35 16
 

. 
 

 
 

Characterization of antisense RNAs 
 

The expression specificity index (SI) was calculated according to 17 and represented as a 

density plot. Positions of CAGE tags and epigenetic marks were retrieved from ENCODE 

ChIP-seq data available at UCSC and plotted using a heatmap.2 function in the gplots R 

package (Version  2.12.1) as  tags  density in  a  window of 1,  2  or 4 kb  distance  around 

annotated (mRNAs, lncRNAs) or putative TSS (Class1 aslncRNAs) of transcripts with at 

least 1 RPKM expression level. 
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Correlation analysis of expression of Class1 aslncRNAs and mRNAs 
 

The Pearson correlation coefficient (r) was calculated for each Class 1 aslncRNA and all 

mRNAs of the 14 ENCODE datasets and presented as a histogram and a heatmap. 

AslncRNA/mRNA  pairs  with  r  ≥0.9  were  further  subjected  to  Bonferroni  corrections 

(Pearson product moment correlation coefficients from the R cor.test function) and those with 

P-values ≤0.05 were retained for further analysis. 

Gene Ontology enrichment of mRNA genes from significantly correlated pairs was analyzed 

using DAVID36. 

 
 
Signature of prostate tumor tissues 

 

Differential expression analysis between prostate normal and tumor samples was performed 

using the DESeq R package37. Only aslncRNAs with an expression fold change >2 and 

adjusted P-value below 0.05 were retained as differentially expressed to constitute prostate 

tumor signature. 

Receiver Operating Curve (ROC) analysis 
 

ROC curves assessed the assignment of 89 patients as high-risk versus low or intermediate 

risk, based on PCA3 only or the sum of 3 novel aslncRNA or the sum of all 4 lncRNAs, using 

pROC R-package38 and log2(expression) scores  from Nanostring data. 

 
 

RNA-seq data visualization 
 

RNA-seq reads of a locus of interest were represented as a strand-specific heatmap using our 

in-house R script VING (Descrimes et al., submitted). 
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Figures Legends 
 

 
 

Figure 1: Establishment of Human antisense lncRNA catalog. 
 

(a) Computational pipeline for identification and classification of aslncRNAs: RNA-seq data 

were mapped to the human reference genome hg19, assembled in contigs and merged with the 

ENCODE validated contigs using BEDtools. Neibouring by no more than 100 nts contigs on 

the same strand were joined together in segments. Only segments antisense to the GENCODE 

annotation and supported by at least 10 reads were retained and tested for a coding potential 

by PhyloCSF.  Three classes of transcripts were further defined according to their expression 

level RPKM ≥0.8 

(Class3), presence of at least one exon-exon junction (Class2a) or spliced EST (Class2b) and 

the m robust set meeting all three criteria (RPKM, junction and EST; Class1) 

(b) Total number of aslncRNAs annotated in GENCODE and identified by our pipeline 

including those overlapping for at least 50% with MiTranscriptome transcripts (in brackets). 

 
 
Table 1: Cell lines and tissue samples used to construct antisense catalog. 

 

 
 

Figure 2: AslncRNA are lowly expressed nuclear polyA+ transcripts with strong 

specificity of expression 

(a) Global expression level of novel Class1 aslncRNAs (blue) compared to mRNAs (black) 
 

and lncRNAs (red) as a mean of RPKM among 14 ENCODE RNA-seq datasets. 
 

(b) Density plot of the expression specificity index (SI) for Class1 aslncRNAs (blue), mRNAs 
 

(black) and lncRNAs (red). 
 

(c) 2D plot of Class1 aslncRNAs(blue), lncRNAs (red) and mRNAs (black) representing 

polyA+ versus polyA- Hela S3 RNA-seq datasets. 

(d) Kernel density plot of expression for mRNAs (black), snoRNAs (yellow) and Class1 

aslncRNAs (blue) using ENCODE HeLa S3 datasets from nuclear (nuc) and cytoplasmic (cyt) 

total RNA. 

 
 
Figure 3: AslnRNA are actively transcribed and initiate mainly at 5’ and 3’ extremities 

 

of the paired-sense mRNA genes 
 

(a) Class1 aslncRNAs harbor capped transcripts next to their putative TSS: CAGE signals 

were retrieved from the ENCODE database and counted within 500 bases window around the 
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TSS defined by the GENCODE V14 annotation (mRNA in black, lncRNA in red) and novel 
 

Class1 aslncRNA (blue). Random sequences were used as a control (violet). 
 

(b) Distribution of the histone H3 modification marks around TSS for expressed RNAs in 
 

HeLa S3 ENCODE ChIP-seq datasets. 
 

(c) Density plot of relative distances for the putative TSS of Class1 aslncRNAs compared to 

the paired-sense metagene TSS and transcription termination site (TTS). 

 
 
Figure 4: Expression of aslncRNAs is positively correlated with cis and trans mRNA 

 

genes 
 

(a) Histogram of positive (red) and negative (green) correlation values distribution between 

sense/antisense pairs. 

(b) Heatmap of Pearson coefficients between Class1 aslnRNAs and paired-sense mRNAs 

expressed in ENCODE datasets (n=1380 and 16287, respectively) with positive (green, +1) 

and negative (red, -1) correlation. 

(c) Box plot of distances between the middle of aslncRNAs and the TSS of the nearest 

correlated mRNA on the same chromosome (mean is indicated as a black line) for correlated 

pairs with r ≥0.9 (pink box, n=308) and Bonferonni adjusted pairs (blue box, n=14). 

(d) Classification of Class1 aslncRNAs in positively (pos.) and negatively (neg.) cis- and 

trans-correlated pairs in respect to their putative TSS position: within the 2kb region of the 

paired sense mRNA TSS (Class1A), within the 2kb region of the TTS (Class1B) or elsewhere 

(Class1C). 

 
 
Figure 5: AslncRNAs as a novel signature for high-risk prostate tumors 

 

(a) Heatmap of expression (RPKM) of deregulated aslncRNAs in prostate tumors obtained by 

DESeq with at least 2  fold-change and  adjusted P-value ≤0.05 (157 candidates over 24 

tissues, listed in suppl. Table3). 

(b) Summary of aslncRNAs prostate signature annotated by GENECODE and our pipeline, 

including those identified by MiTranscritome in all datasets (referenced as CAT) and as 

specific prostate-associated transcripts (PRCAT). 

(c) ROC curve detecting high-risk prostate tumors according to clinical classification (Suppl 

Table 5) within a cohort of 89 patients and expression level of PCA3, sum of novel 3 

aslncRNAs. (asFBXL7/asABCC4/asPDIML5) and all 4 transcripts measured by Nanostring. 

AUC values (Area Under the Curve) indicate the specificity of each set to detect high-risk 

tumors. 
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(d)  RNA-seq  snapshot  of  asFBXL7  in  normal  and  tumor  tissues  using  in-house  VING 
 

visualization tool. 
 

 
 
 

Supplementary information 
 

Suppl Figure 1: Computational workflow for detection and classification of aslncRNAs 
 

 
 

Suppl Figure 2: AslncRNAs are 10 kb long in average 
 

Density plot of size distribution of aslncRNAs, annotated mRNAs and lncRNAs. 
 

 
 

Suppl Figure 3: AslncRNA are highly cell-type specific 
 

Expression (RPKM) of selected RPL11 mRNA, MALAT1 lncRNA and asPZP aslncRNA 

(asPZP) with low or high specificity index. 

 
 
Suppl Figure 4: AslncRNA are majorly nuclear transcripts in HeLa S2 

 

(a) Fractionation protocol applied for nuclear (nuc) and cytoplasmic (cyt) fractions isolation 

prior to RNA extraction and sequencing. 

(b) Kernel density plot of expression of mRNAs (black), snoRNAs (yellow) and Class1 

aslncRNAs (blue) in HeLa S2 fractionated RNA. 

(c) RT-PCR quantification of several aslncRNAs from fractionated HeLa S2 RNA extracts. 

GAPDH mRNA, MALT1 lncRNA and U1 snoRNA were used as controls. 

 
 
Suppl Figure 5: Class1 aslncRNAs harbor CAGE signals at proximity to their putative 

 

TSS 
 

Mean  of  signal  distribution  of  CAGE  tags  around  5’extrimity of  aslncRNAs,  lncRNAs, 

mRNAs and random loci in 8 ENCODE datasets. 

 
 
Suppl Figure 6: Only non-promoter associated aslncRNA show negative correlation with 

their paired sense mRNA 

Cis-correlation between Class1 aslncRNA/mRNA pairs depending on their position within the 

mRNA genes: Class1A starting within the 2kb of mRNA TSS (a), class1B within the 2kb of 

the TTS (b), or Class1C initiating elsewhere (c). Note that only pairs with  r >0.5 were 

counted (positive correlation in green and negative in red) with corresponded numbers. 
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Suppl Figure 7: Visualization of the bidirectional promoter of a HOTAIR-HOXC11 pair 

VING representation of HOTAIR-HOXC11 bidirectional expression in 2 ENCODE cell lines 

that expressed the lncRNA (HSMM and MCF7) and 2 cell lines that do not (GM12878 and 

H1-hESC). 

 
 
 
 
Suppl Figure 8: The most significant candidates of putative trans-acting aslncRNAs 

 

Heatmap of Bonferroni adjusted correlation coefficients of Class1 aslncRNA and mRNAs in 
 

14 ENCODE datasets: P-values of Fig. 4c were corrected using Bonferroni method and only 

candidates with P-value ≤0.05 were represented. 

 
 
Suppl Figure 9: Representation of a putative distal aslncRNA/mRNA enhancer 

 

VING representation of positively correlated  aslncRNA/mRNA module (RP11-109L13.1) 

and distal TAGLN gene on chromosome 11 separated by 62kb distance. 3 cell lines transcribe 

both loci (AG04550, BJ, HSMM) and 3 cell lines none (GM12878, HeLa S3, MCF7). 

 
 
Suppl figure 10: The restricted signature clusters prostate cancer tissues 

 

PCA clustering using 157 deregulated aslncRNAs signature in prostate and breast tumor and 

normal tissues assessed by RNA-seq (suppl. Table3). 

 
 
Suppl Figure 11: Expression levels of the restricted prostate cancer signature 

 

(a) Box plot of PCA3 and the restricted prostate cancer signature (asFBXL7, asABCC4 and 

asPDIML5) in healthy (N) and tumor (T) tissues measured in 24 samples by RNA-seq. c; 

Quantitative RT-PCR validation of RNA-seq data for the restricted signature in 6 prostate 

tissues relative to POLR2A. 

 
 
Suppl Figure 12: ROC analysis of low and intermediate risks prostate tumors 

 

Same as in Figure 5e but with prediction values for low (a) and intermediate (b) risks patients. 
 

 
 

Suppl Table 1: Gene Ontology Terms of paired aslncRNAs/mRNA showing positive and 

negative correlations. 

 
 
Suppl  Table  2:  List  of  mRNA/aslncRNA  pairs  with  r  ≥0.8  positioned  on  the  same 

 

chromosome. 
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Suppl Table 3: List of mRNA/aslncRNA pairs significantly correlated after Bonferroni 

adjustment. 

 
 

Suppl Table 4: Gene Ontology Terms of mRNA showing positive or negative trans- 

correlations. 

 
 

Suppl Table 5: Repertoire of prostate and breast normal and tumor tissue samples used for 
 

RNA-seq experiments. Paired patients start with the same name. 
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Recent advances in genome-wide analysis have revealed that 66% of the genome is actively transcribed into noncoding RNAs 

(ncRNAs) while less than 2% of the sequences encode proteins. Among ncRNAs, high-resolution microarray and massively 

parallel sequencing technologies have identified long ncRNAs (>200 nucleotides) that lack coding protein function. LncRNAs 

abundance, nuclear location, and diversity allow them to create in association with protein interactome, a complex regulatory 

network orchestrating cellular phenotypic plasticity via modulation  of all levels of protein-coding gene expression. Whereas 

lncRNAs biological functions and mechanisms of action are still not fully understood, accumulating data suggest that lncRNAs 

deregulation is pivotal in cancer initiation and progression and metastatic spread through various mechanisms, including epigenetic 

effectors, alternative splicing, and microRNA-like molecules. Mounting data suggest that several lncRNAs expression profiles in 

malignant tumors are associated with prognosis and they can be detected in biological fluids. In this review, we will briefly discuss 

characteristics and functions of lncRNAs, their role in carcinogenesis, and their potential usefulness as diagnosis and prognosis 

biomarkers and novel therapeutic targets. 
 

 
 
 
 

1. Long Noncoding RNAs and Functional 
Organization of the Genome 

 

1.1. Genome and Noncoding RNA.  Large-scale genomic tech- 

nologies (high-resolution microarray, whole genome, and 

RNA sequencing) combined with bioinformatics analyses 

have profoundly changed the genome organization under- 

standing. Unexpectedly, these global transcriptional analyses 

revealed that 66% of the genome is transcribed and 80% 

presents biochemical marks of active transcription whereas 

less than 2% encodes proteins [1].  Discovery of a “second 

genetic code” consisting of ncRNAs has changed traditional 

concept of genomic organization characterized by presence 

of genes encoding islets scattered in a sea of repeats and non- 

transcribed proteins. Recently, high-throughput  techniques 

have identified 58648 human lncRNAs [2]. 

1.2. Classification of Noncoding RNAs. NcRNAs are classi- 
fied into two categories according to their structural or 

regulatory properties and size. This length, arbitrarily set 

to 200 nucleotides (nt), corresponds to the threshold of 

sensitivity of RNA extraction methods and can differentiate 

lncRNAs from short and medium ncRNAs such as microR- 

NAs (miRNAs), small nucleolar RNAs (snoRNAs), and piwi 

RNAs (piRNAs) [3] (Table 1).  Although functions of most 

ncRNAs are currently still largely uncharacterized, recent 

studies have involved them in mechanisms implicated in 

important  biological functions  and  in  various pathologic 

conditions, including neurodegenerative diseases and cancer 

[4, 5]. It is likely that development of new diagnostic and 

prognostic classifications involving ncRNAs refine medical 

practice and that ncRNAs may be useful potential targets 

for novel anticancer therapies. In this review, we propose to 

http://dx.doi.org/10.1155/2015/320214
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Short ncRNAs 
 

miRNAs 

19–31  
Targeting of mRNAs, regulation of proliferation, differentiation, and apoptosis 

involved in human development 

Posttranscriptional gene silencing; defense against pathogenic nucleic acids 

Regulation of transcription by targeting epigenetic silencing complexes 

Transposon repression, DNA methylation, development of germ cell, stem 

self-renewal, and retrotransposon silencing 

Epigenetic regulation 

siRNAs  
tiRNAs  

piRNAs  

tel-sRNAs  

Mid-size ncRNAs 

snoRNAs 

≤200  
rRNA modifications 

PASRs  Regulation of the transcription of protein-coding genes 

TSSa-RNAs  Maintenance of transcription 

PROMPTs  Activation of transcription 

crasiRNAs  Recruitment of heterochromatin and/or centromeric proteins 

 

lincRNAs 
  

Involvement in biological processes such as dosage compensation and/or imprinting 

Intronic lncRNAs  Possible link with posttranscriptional gene silencing 
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Table 1: Type and main function of no-coding RNAs. 

Type Size (nt)  Functions 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Long ncRNAs >200 
 
 
 

T-UCRs 
Regulation of miRNA and mRNA levels and antisense inhibitors for protein-coding 

genes or other ncRNAs 

TERRAs Negative regulation of telomere length and activity through inhibition of telomerase 

Pseudogene RNAs Regulation of tumor suppressors and oncogenes by acting as microRNA decoys 

lncRNAs with dual functions  Modulate gene expression through diverse mechanisms 
 

 
 
 

summarize recent literature data on lncRNAs, their involve- 

ment in carcinogenesis, and their value as biomarkers and 

potential therapeutic targets. 

 
1.3. Definition of lncRNAs. LncRNAs transcripts are defined 

by a length greater than  200 nts without any potential of 

translation [6]. This definition is however arbitrary and 

cannot now be based on a set of physical biochemical, 

structural or functional criteria. Length is not an absolute 

criterion because ncRNAs smaller than 200 nts (BC1, snaR) 

are included in the lncRNAs subgroup. There is no specific 

transcription  of lncRNAs, the transcriptional machinery 

being common to lncRNAs and mRNAs. Lack of reading 

frame cannot also be a discriminating factor between mRNAs 

and ncRNAs because 50% of lincRNAs contain regions with 

high translational potential, comparable to those of mRNAs, 

suggesting that they are actively exported to cytoplasm and 

translated into short polypeptides, albeit certainly not active. 

Noncoding characteristic is then not specific to lncRNAs, as 

bifunctional coding and noncoding lncRNAs and lncRNAs 

containing other ncRNAs (miRNAs, snoRNAs) have recently 

been discovered. Several mRNAs lose their ability to encode 

proteins (Xist) while others acquire coding function (SRA) 

[7]. Furthermore, by incorporating multiple exons from 

coding and noncoding genes, alternative splicing generates 

ambiguous transcripts beyond all classifications. Neverthe- 

less, this definition appears currently to be the best that could 

be used waiting for a functional characterization of lncRNAs. 

1.4. Investigative Methods and Annotation of lncRNAs. The 

first lncRNAs were discovered by using functional genetic 

approaches based on their relation to specific cellular mecha- 

nisms: (i) Ubxn transcriptional interference-induced repres- 

sion by trithorax-promoted lncRNAbdx, (ii) sex chromosome 

dosage  compensation  and  Xist-induced  X  chromosome, 

and (iii) inactivation and genomic imprinting promoted by 

antisense lncRNAs Airn and Kcnq1.  These seminal studies 

established the concept of functional lncRNAs acting as 

transcriptional regulators involved in important and diverse 

biological processes. Over the past two decades, systematic 

global sequencing of cDNA libraries yielded comprehensive 

knowledge of the transcribed but noncoding component of 

the genome. These transcriptomic analyses have identified 

numerous lncRNAs. RNA immunoprecipitation and siRNA- 

induced inactivation techniques led to functional validation 

of many lncRNAs. 

Currently, lncRNAs identification and functional charac- 
terization are based on an experimental approach combining 

(i) discovery of new noncoding transcripts using RNA-seq 

and ChIP-seq, (ii) annotation of transcribed regions extent 

and quantity of products transcribed through bioinformatic 

analysis, (iii) lncRNAs quantification in various cellular and 

tissue types and conditions, (iv) coexpression or coregulation 

studies, and (v) gain and loss functional tests on cell lines 

and xenografts (siRNAs, ASO, TALEN, and CRISPR/CAS9). 

Advantage of RNA-seq technique resides in its sensibility, 

allowing most weakly expressed lncRNAs to be identified. 
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However, due to their frequent very low expression and 
complex exon/intron structures, it can be difficult to identify 

different transcripts produced from alncRNA gene. It is then 

necessary to use other techniques through epigenetic analyses 

(markers of promoter regions or entire gene), targeted tran- 

scripts of interest sequencing after capture on a DNA chip 

(capture-RNAseq) and 5
 
and 3

 
extremities  identification 

analyses [8–11]. 

Systematic large-scale projects have contributed a lot to 

the systematic characterization of mammalian lncRNAs. For 

instance, the Fantom (Functional Annotation of the Mam- 

malian genome) is an international project initiated by Japan 

in 2000 designed to identify and annotate entire transcripts of 

mouse. Results published identified 15000 lncRNAs in 2002, 

23000 in 2005, and 34000 in 2006 with a transcribed genome 

fraction of 63%. The ENCODE project initiated in 2003 is 

designed to identify, map, and make public all functional 

elements of the human genome. This project led to a catalog 

of lncRNAs with 10000 genes producing 15000 lncRNAs. Very 

recently, 58648 lncRNAs were identified by using the TCGA 

database, of which 79% were previously unannotated [2]. 
 

 
1.5. Properties of lncRNAs. LncRNAs genes outnumber those 

of short ncRNAs and are probably more abundant than 

mRNA  genes. LncRNAs are  very heterogeneous  in  size 

with some extending over tens of kilobases (kb). They are 

transcribed in all regions of eukaryotic genome, particularly 

during development, and are remarkably specific for a given 

cellular and tissue type. 

LncRNAs genes share many biochemical characteristics 

with proteins coding genes: predominant action of RNA poly- 

merase II, epigenetic profiles, cotranscriptional modifications 

(5
 
Cap, pre-lncRNAs alternative splicing, and 3

  
polyadeny- 

lation), and exons and introns size. However, when lncRNAs 

are compared to mRNAs, they appear less stable and shorter, 

with fewer exons, a less well defined reading frame, and many 

repeat sequences (LINE, SINE). A minority group of poorly 

characterized lncRNAs is represented by nonpolyadenylated 

lncRNAs synthesized by RNA polymerase III and lncRNAs 

synthesized via alternative splicing and snoRNAs. 

Depending on their relative position to the nearest coding 

genes, several categories of lncRNAs can be identified as 

follows. 

 
(i) Intragenic Regions. Intragenic IncRNAs may be subdivided 

depending on how they overlap protein-coding genes or their 

orientation [45]. 
 

(a) Long  intronic  ncRNAs  (linRNAs)  constitute  the 

major component of ncRNAs transcriptome. Unlike 

lincRNAs, tens of thousands linRNAs have recently 

been identified but only few have been analyzed 

functionally [46]. 
 

(b) Sense lncRNAs are transcribed from the sense strand 

of protein-coding genes containing exons. They may 

have some overlap with coding genes or cover entire 

sequence from an intron. If it has been shown that 

most have no protein-coding potential, several sense 

lncRNAs can function as both ncRNAs and protein- 

coding genes (SRA, ENOD40). 
 

(c) Antisense lncRNAs (NAT) represent 32% of lncRNAs 

in humans  and are poorly defined. They are tran- 

scribed from the antisense strand of protein-coding 

genes coding. They may also have overlapping with 

exonic or intronic regions or cover entire sequence 

from an intron. NATs are observed in many species, 

including animals, plants, yeasts, prokaryotes, and 

viruses, but have no sequence or conserved structure 

that could be indicative of a particular function 

despite several highly conserved lincRNAs [47]. 
 
 
 
(ii) Intergenic  Regions. Intergenic lncRNAs (lincRNAs) are 

located in unannotated  genomic regions and represent the 

best studied  class of lncRNAs. LincRNAs are  functional 

lncRNAs characterized by stability, K4H36 active domain 

of transcription, and tissue-specific expression. They act in 

trans and are primarily involved in epigenetic regulation of 

protein-coding genes expression and maintenance of stem 

cells pluripotency [48]. 

 
(iii) Enhancer ncRNAs (eRNAs). Two types of lncRNA (multi- 

exonic or lacking introns with bidirectional transcription) are 

derived from enhancer sequences. Enhancer sequences regu- 

late temporal and specific expression of genes via cis or trans 

mechanisms. The human  genome contains  approximately 

one million enhancer sequences most likely controlling the 

19000  genes coding for proteins.  LncRNAs derived from 

enhancer sequences play a crucial role in the formation of 

chromatin loops that allow stabilization and association of 

enhancer sequences with the promoter regions that initiate 

transcription of their target genes [49]. 

 
(iv) Promoters. PALR (promoter associated long ncRNA). 

 
(v) Telomeric Regions. TERRA (telomeric repeat containing 

RNAs). 

Within cells, lncRNAs are located in the nucleus, accord- 

ing to their main protein-coding genes epigenetic regu- 

latory function. A minority of lncRNAs are involved in 

nucleocytoplasmic trafficking (NRON), mRNA stability, and 

translational regulation. Several lncRNAs (MALAT1) are 

cleaved by RNase P in a structural and regulatory intranuclear 

component (speckle) and a small cytoplasmic tRNA-like 

transcript. LncRNAs topography recognition should help in 

finding new efficient lncRNAs-based targeted therapies [50]. 

Finally, lncRNAs can be precursors of ncRNAs (snoRNA, 

miRNA). 
 

 
1.6. Modular Organization of the Genome and Structural 

Plasticity of lncRNAs. The genome has a modular architec- 

ture composed of complex transcriptional loci character- 

ized by close links between nucleotide sequences organized 

in sense/antisense and coding/noncoding transcripts. Thus, 
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over 50% of protein-coding genes are associated with com- 
plementary antisense noncoding transcripts cis-regulating 

chromatin and adjacent genes expression although no sys- 

tematic study classified them carefully as lncRNAs. Moreover, 

combined application of alternative splicing and transcrip- 

tional initiation and termination utilizes this modular archi- 

tecture to ensure transcriptional  diversification illustrated 

by the very large number of lncRNAs isoforms [48]. LncR- 

NAs structural plasticity and biochemical properties better 

explain the great diversity of their mechanisms of action 

than their mere nucleotide sequence. Their organization in 

secondary and tertiary structures contributes to the creation 

of functional domains interacting with proteins (small lig- 

ands, multiprotein  complexes) or hybridizing with nucleic 

acids (mRNA, miRNA, and DNA). Their interactions lead in 

turn to lncRNAs allosteric conformational changes allowing 

them to bind to other actors involved in gene expression 

and mRNA translation. Thus, lncRNAs initiate regulatory 

networks with high complexity at epigenetic, transcriptional, 

and  posttranscriptional  levels, in  order  to  transmit  and 

coordinate information flows in signaling pathways required 

for eukaryotic cells functioning [51]. 

 
1.7. Conservation, Evolution, and Origin of lncRNAs. LncR- 

NAs have been observed in many eukaryotes. Conversely 

to protein-coding sequences, lncRNAs have rapidly evolved, 

explaining that lncRNAs orthologues to mammals are only 

found in vertebrates. Even in vertebrates, DNA sequences 

conservation is low and suggests that most lncRNAs are not 

functional due to insufficient selection pressure. Nonetheless, 

others criteria could be taken into account in assessment 

of their conservation, including genomic localization, tran- 

scriptional profile, and tertiary structure. 

Current complexity of human physiology cannot be solely 

explained by expression of 20000 protein-coding genes, 

comparable to that observed in Drosophila melanogaster and 

Caenorhabditis elegans, but rather by parallel development of 

a noncoding genome. Unlike proteome, amount of ncRNAs 

has increased during evolution and it seems to be a significant 

correlation between lncRNAs expression levels and complex- 

ity, explaining that primates have most lncRNAs. The number 

of protein-coding genes cannot explain functioning of very 

finely regulated organs such as brain. This additional level of 

complexity observed in vertebrates may be partly related to 

expression of lncRNAs with a high spatiotemporal specificity 

and their interactions with DNA, mRNAs, and proteins. 

LncRNAs could then  be considered as molecular sensors 

of environmental changes conferring evolutional plasticity 

that contributes to development of life complexity. During 

environmental changes, lncRNAs located within intergenic 

sequences may serve as supports for new functions allowing 

body to adapt new constraints. Protein-coding genes could 

generate transcripts from lncRNAs genes. Conversely, pro- 

teins may be synthesized from lncRNAs. Recent data have 

identified 24 human protein-coding genes with noncoding 

homologous genes in other species. 

Recent emergence of numerous lncRNAs suggests that 

they continue to be actively synthesized (i) from ancestral 

genes that have lost their coding potential, (ii) by genes or 

other lncRNAs duplication, transposition, and mutation and 

(iii) de novo from intergenic DNA [52, 53]. 

 
1.8. LncRNAs Functions and Mechanisms of Action. Growing 

data have demonstrated  that lncRNAs exhibit the greatest 

diversity among functional ncRNAs and play regulatory and 

structural roles in embryogenesis, stem cells pluripotency, 

allelic expression, protein-coding genes regulation, apoptosis, 

cycle control,  growth, differentiation, and  senescence. In 

practice, only a very limited number of lncRNAs (1%) have 

been well characterized functionally in humans, including 

Xist, KCNQ10T1, AIR, HotAir, ANRIL, HOTTIP, MALAT1, 

TERRA, and HULC. 

LncRNAs play a role in stem cells and differentiation: 

maintenance of pluripotency and lineage differentiation in 

embryonic stem cells (ESCs) and induced pluripotent stem 

cells (iPSCs). Adult stem cells are finely regulated by lncRNAs 

networks that are targets of most of master pluripotency 

transcription factors (Oct4, Sox2, Nanog, cMyc, and KLF4) 

[54]. 

LncRNAs are considered as crucial regulators coordinat- 

ing protein-coding  genes expression by numerous  mecha- 

nisms depending on their cellular localization and leading to 

modifications of chromatin, transcription, and translation. 

These regulatory mechanisms are located at epigenetic, 

transcriptional, posttranscriptional, and translational levels 

as follows. 

(i) LncRNAs constitute a network of epigenetic modu- 

lators, recruiting, guiding, and forming platforms that build 

ribonucleoprotein complexes at specific genomic sites. 20% of 

human lncRNAs recruit multimolecular repressor, activator, 

or chromatin remodeling complexes (PRC1/PRC2 by ANRIL, 

LSD1/PRC2 by HOTAIR) whose subcatalytic units (EZH2, 

EED, BMI1, SUZ12, CBX7, CoREST, and JARID1) interact 

by altering histone code and methylation profile. Cis-acting 

lncRNAs adjacent to locus where they are transcribed act 

by transcriptional interference or by modifying chromatin. 

Transcriptional interference allows inhibition of preinitial- 

ization complexes and  interaction  with transcription  fac- 

tors. Chromatin modifications result from recruitment of 

complexes inhibiting  (Polycomb by ANRIL) or activating 

(MLL by HOTTIP) gene expression. Trans-lncRNAs operate 

independently of complementarities sequences and act at 

distance on many genomic loci via specific DNA motifs. They 

influence genes expression by recruiting modifying chro- 

matin complexes, binding transcriptional elongation factors, 

and inhibiting RNA polymerase [55]. 

(ii) LncRNAs associated with promoters (PaRNAs) and 

lncRNAs of enhancer  type (eRNAs) can directly regulate 

transcription  of target genes by transcriptional  activation 

or suppression. PaRNAs function as protein coactivators 

facilitating gene  transcription.  PaRNAs of  50–200 nt  are 

involved in repression of polycomb-targeted genes via mech- 

anisms allowing transcription of these lncRNAs from com- 

mon  promoter  regions to those of target genes regulated 

by these noncoding transcripts. Gene cis-repression is the 

result of PRC2 complex (SUZ12) recruitment  by PaRNAs, 

attachment to promoter regions, and modification of histone 

methylation (H3K27me3) on target promoters. ERNAs have 
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transcriptional activation functions of protein-coding genes 
coding, including genes involved in embryonic development 

and differentiation (ncRNAa3 and TAL, ncRNAa7 and SNAI1) 

[56–58]. 

(iii) LncRNAs can also act at posttranscriptional  level 

and are widely involved in biogenesis, stability, and transcrip- 

tional activity of mRNAs. They regulate alternative splicing, 

promote trafficking, direct cellular localization, and promote 

mRNAs degradation. LncRNAs also synthesize miRNAs and 

build sponge-like structures to prevent binding of miRNAs to 

their target mRNAs (CDR1-as/ciRS-7, circular RNA sponge for 

miR-7) [59]. 

(iv) LncRNAs can finally bind to inhibiting factors of 

translation, interact with ribosomes, and allow transport of 

proteins. 

LncRNAs may  participate  in  assembly of specialized 

intranuclear functional structures, including speckles 

(MALAT1) paraspeckles (NEAT1), and polycomb body 

(TUG1). 

Several lncRNAs, particularly lincRNAs, interact  with 

factors (Oct4, Sox2, Nanog, c-Myc, Klf4, Smad, and Tcf3) and 

play key roles in maintaining stem cells pluripotency. 

Moreover, lncRNAs have four known molecular func- 

tions (Figure 1): (1) Signal: lncRNAs regulate transcriptional 

activity or  pathways (lincRNA-p21); (2) Guide: lncRNAs 

link specific proteins  belonging to chromatin  remodeling 

complexes and recruit them to homology containing target 

loci where genes silencing is promoted (HOTTIP, XIST); (3) 

Decoy: lncRNAs bind and titrate away proteins or RNAs. 

In the nucleus, they can bind transcription factors or DNA 

methyltransferase 1  (PANDA, Gas5, MALAT1), whereas in 

the cytoplasm, they can function like a sponge to attract pro- 

teins and miRNA/RISC complexes from their miRNA targets; 

(4) Scaffold: lncRNAs constitute adaptors that bind molecular 

complexes and regulate gene expression (HOTAIR, ANRIL, 

and TERC/TERT) [18, 60]. 
 

 
1.9. lncRNAs and Cancer. Because lncRNAs are involved in 

various and important physiological processes, their dysfunc- 

tion should have important consequences for cell homeosta- 

sis. Several recent studies have indeed shown that expression 

of many lncRNAs varies significantly in different conditions 

compared to healthy tissue. Significance of these deregula- 

tions (consequence of a globally altered transcriptional status 

or causative and  driving abnormality) is still a matter  of 

debate. However, transcripts of noncoding genome revealed 

new dimension of the molecular architecture of cancer and 

lncRNAs are involved in  all stages of oncogenesis. Gene 

expression profiles analysis of various tumors showed that 

lncRNAs are deregulated and functional studies have demon- 

strated that lncRNAs are implicated in general mechanisms 

of carcinogenesis. Moreover, genetic studies have revealed 

existence of mutations  in their  primary  sequences. Since 

most genetic variants identified by genome-wide association 

studies (GWAS) are located outside coding genes, many of 

these mutations may therefore affect lncRNAs. 

LncRNAs may regulate signaling pathways involved in 

to  protein-coding  oncogenes and  oncosuppressors.  PINC 

and PGEM1 were the first oncogenic lncRNAs found over- 

expressed in  breast and  prostate  carcinomas. Since then, 

many other lncRNAs have been identified, with oncogenic 

properties (KRASP, HULC, HOTAIR, MALAT1, HOTTIP, 

ANRIL, and RICTOR) or oncosuppressive properties (MEG3, 

GAS5, LincRNA-p21, PTENP1, TERRA, CCND1/CyclinD1, and 

TUG1). Interestingly, several lncRNAs may show both onco- 

genic and oncosuppressive activities, depending on cellular 

context. XIST noncoding transcript is overexpressed in male 

tumors and underexpressed in female tumors. 

 
(i) Oncogenic lncRNAs 
 

(a) SRA (steroid receptor RNA activator) is a coactivator 

for steroid receptors and acts as an ncRNA found 

in the nucleus and cytoplasm. SRA regulates gene 

expression mediated by steroid receptors through 

complexing with proteins also containing steroid 

receptor coactivator 1  (SRC-1). The SRA1 gene can 

also  encode  a  protein  that  acts  as  a  coactivator 

and corepressor. SRA levels have been found to be 

upregulated in breast tumors where it is assumed that 

increased SRA levels change the steroid receptors’ 

actions, contributing to breast carcinogenesis. While 

expression of SRA in normal tissues is low, it is highly 

upregulated in breast, uterus, and ovary carcinomas 

[61–63]. 
 

(b) HOTAIR (HOX antisense intergenic RNA) is a long 

intergenic noncoding RNA with a length of 2.2 kb in 

HOXC locus and transcribed in antisense manner. 

HOTAIR regulates gene expression by modulating 

chromatin  structures. It was the first lncRNA dis- 

covered to be involved in carcinogenesis. Polycomb 

group proteins mediate repression of transcription 

of thousands of genes that control differentiation 

pathways during development, pluripotency, and can- 

cer  progression.  Target  of  PRC2 is  HOXD  locus 

on chromosome 2 where PRC2 in association with 

HOTAIR promotes transcriptional silencing of metas- 

tasis suppressor genes. HOTAIR acts as a molecular 

scaffold remodeling chromatin  by causing histone 

modifications on target genes. HOTAIR  comprises 

two known chromatin modification complexes with 

5
 
region binding to PRC2 complex responsible for 

repressive H3K27 methylation and 3
 
region binding 

to LSD1, which initiates activating H3K4 demethyla- 

tion [64, 65]. 
 

(c) ANRIL  (antisense  ncRNA in  the  INK4  locus)  is 

a natural  antisense transcript,  which activates the 

two polycomb repressor complexes PRC1 and PRC2, 

resulting in chromatin reorganization with silencing 

of INK4b-ARF-INK4a. This results in p15/INK4b, 

p14/ARF, and p16INK4a  inhibition  which are nor- 

mally implicated in  cell cycle negative regulation, 

senescence, and stress-induced apoptosis. ANRIL 

overexpression in  prostate  carcinomas  has  shown 



ble targets for prostate cancer therapy [71]. the  RNA-binding  protein  TLS, which  undergoes 
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Figure 1: Molecular functions of lncRNAs. 

 
 

Repression mechanism is mediated by direct binding 

to CBX 7 and SUZ12, 2 members of PRC1 and PRC2, 

respectively [66–68]. 

(d) MALAT1  (metastasis-associated  lung  adenocarci- 

noma  transcript  1)  is a lincRNA widely expressed 

in normal human tissues and overexpressed in a 

variety of  breast,  colon,  liver, pancreas,  prostate, 

and uterus carcinomas. MALAT1 locus at 11q13.1 has 

been identified to harbor chromosomal translocation 

break points and mutations in breast and bladder 

carcinomas. It is localized in nuclear speckles and 

recent studies have implicated MALAT1 in splicing, 

EMT, cell mobility, ECM remodeling, and metastatic 

spread [69]. 

(e) HULC (highly upregulated in liver cancer) has been 

suggested to act as a “sponge” that inhibits miR-372 

by sequestering it away from potential mRNA targets 

[70]. 

(f ) PCGEM1 (prostate cancer gene expression marker 1) 

is overexpressed in prostate cancer cells that promotes 

tumor  cells initiation and progression and protects 

against chemotherapy-induced apoptosis. Moreover, 

the reciprocal negative control relationship between 

PCGEM1 and miR-145 regulates both prostate cancer 

cells proliferation and tumor  growth. These results 

identify PCGEM1 and associated regulators as possi- 

(ii) Tumor Suppressor lncRNAs 
 

(a) MEG3 (maternally  expressed  gene  3)  is  a  tran- 

script of the maternally imprinted gene normally 

expressed in pituitary cells. MEG3 loss of expression 

is observed in pituitary adenomas and meningiomas. 

MEG3 acts by regulating p53 pathway. P53 levels 

are usually extremely low due to its rapid degrada- 

tion via ubiquitin-proteasome pathway. P53 ubiqui- 

tination  is mainly mediated by E3 ubiquitin ligase 

MDM2. MEG3 downregulates MDM2 expression, 

increases p53 protein level, stimulates p53-dependent 

transcription, and enhances p53 binding to target 

promoters [72]. 

(b) GAS5 (growth arrest-specific 5) is widely expressed 
in embryonic and adult tissues. GAS5 acts as a 

starvation or growth arrest-linked riborepressor for 

glucocorticoid receptors by inhibiting association of 

these receptors with their DNA recognition sequence. 

This suppresses several responsive genes activation 

including gene encoding cellular inhibitor of apopto- 

sis 2 (cIAP2). GAS5 low expression levels have been 

observed in prostate and breast carcinomas [73, 74]. 

(c) CCND1/Cyclin D1 is transcribed from the promoter 

region of the Cyclin D1 gene. Cyclin D1 is a cell cycle 

regulator frequently mutated,  amplified, and  over- 

expressed in carcinomas. CCND1/Cyclin D1 recruits 
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allosteric modification, resulting in Cyclin D1  gene 
inhibition [75, 76]. 

(d) LincRNA-p21 expression is directly induced by p53 

signaling pathway. This lncRNA is implicated in 

global repression of genes interfering with p53 func- 

tion to regulate cellular apoptosis [77]. 

(e) TERRA   (telomeric   repeat   containing   RNA)   is 
expressed at chromosome ends. TERRA upregulation 

upon experimental manipulation or in ICF (immuno- 

deficiency, centromeric instability, and facial 

anomalies) patients correlates with short telomeres. 

TERRA transcription  facilitates the  5
 
-3

   
nuclease 

activity of  Exo1 at  chromosome  ends,  providing 

a means to regulate the telomere  shortening  rate. 

Thereby, telomere transcription can regulate cellular 

lifespan through  modulation  of  chromosome  end 

processing activities [78]. 
 
 

(iii) Oncogenic and Tumor Suppressor lncRNAs 

(a) H19 is expressed from the maternal allele and has 
a pivotal role in genomic imprinting during cell 

growth and development. The locus contains H19 and 

IGF2, which are imprinted. This leads to differential 

expression of both  genes H19 from  maternal  and 

IGF2 from paternal allele. This lncRNA presents both 

oncogenic and suppressive properties although the 

exact mechanism is still elusive [79]. 

LncRNAs are implicated in cancer epigenetics. Epigenetics 
refers to events that modulate activity of the genome without 

changing its sequence. It provides control of genome expres- 

sion and establishment of tissular and cellular-type specific 

genes expression profiles. The main epigenetic mechanisms 

comprise chemical modifications of DNA and histones (cyto- 

sine methylation, posttranslational modifications of histones, 

chromatin remodeling, and nucleosome positioning). These 

chemical changes are reversible and controlled by enzyme 

complexes directly connected to metabolic and signaling 

pathways as well as sensors of extra- and intracellular 

microenvironments. Deregulation of these epigenetic mech- 

anisms has been demonstrated in cancer cells which have no 

transcriptional gene or protein expression while being free of 

DNA damage. Carcinogenesis is very frequently associated 

with abnormal signaling and epigenetic abnormalities, most 

of which are considered as significant oncogenic events 

(aberrant methylation of oncosuppressor genes). LncRNAs 

interact with numerous proteins and in particular epigenetic 

regulators, including DNA methyltransferases and enzymatic 

complexes modifying chromatin and nucleosomes [80]. 

(i) Methylation of DNA was first observed in cancer 

epigenetic alterations. Cancer epigenome is characterized by 

global hypomethylation leading to genomic instability and 

hypermethylation of CpG islands which cause inactivation 

of genes oncosuppressors implicated in signaling pathways 

(DNA repair, apoptosis, and cycle cell regulation) or tran- 

scription factors involved in the control of these genes. LncR- 

NAs bind to DNA methyltransferase, guide it to promoter of 

oncosuppressor genes, and ensure transcriptional silencing. 

(ii) Nucleosomes can be destabilized and restructured 

by remodeling complexes belonging to 4 families (SWI/SNF, 

ISWI, CHD, and INO80). Nucleosomes positioning and 

remodeling regulate gene expression by perturbating acces- 

sibility of DNA regulatory sequences by transcription factors 

and transcription machinery. Mutations and silencing of 

subunits  of  these  complexes in  various  types of  cancer 

have been observed. LncRNAs could reposition nucleosomes 

by interacting and guiding these remodeling complexes to 

specific genomic regions where nucleosome restructuring 

would ensure repression of oncosuppressive genes [80]. 

(iii) LncRNAs recruit histone modifying enzymes acting 

near the transcription site of lncRNAs. Histones modifying 

enzymes read, add, or remove covalent links with change in 

accessibility of chromatin and fixation of nonhistone protein 

effectors that  decode  modified  histone  code. Alterations 

in the expression of histone-modifying enzymes (muta- 

tions, overexpression) were observed in various carcinomas. 

These alterations inhibit oncosuppressive genes transcription 

(EZH2 histone methyltransferase responsible for repressive 

H3K27me3 mark and silencing of p15, p16, and p19; histone 

deacetylase responsible for loss of lysine acetylated H4) or 

activate oncogenes transcription (demethylases and deacety- 

lases) [81]. 

Growing numbers of LncRNAs are implicated in numer- 

ous mechanisms characterizing hallmarks of cancer. They can 

act on proliferation via coactivation (SRA1) and inhibition 

of elongation (RN7SK). LncRNAs allow escape mechanisms 

from suppressor pathways via competition (PFS), silencing 

(ANRIL), or ribonucleic repression (GAS5). Several lncRNAs 

are involved in replicative immortality by inhibiting telom- 

erase (TERRA). LncRNAs promote  neoangiogenesis is by 

inhibiting HIF1A (AHIF, MALAT1). They induce resistance 

to  cell death  by acting on  p53 and  p21  (PCGEM1) and 

by reducing expression of proapoptotic genes (PANDA). 

Finally lncRNAs are involved in mechanisms of invasion and 

metastasis via deregulation of alternative splicing (MALAT1) 

or trans-silencing of HOXD locus (HOTAIR). 
 

2. LncRNAs as Biomarkers and Therapeutic 
Targets in Future Medical Practice 

 

LncRNAs are emerging as integral functional components of 

human genome and are now considered as critical regulators 

in molecular biology of cancer. Recent data have demon- 

strated that lncRNAs are associated with cancer initiation, 

tumor  progression, and metastatic spread. Unlike mRNAs 

used as diagnostic and prognostic biomarkers while being 

expressed by numerous subtypes of malignant tumors, lncR- 

NAs present cellular and tissular specificity and could serve as 

biomarkers and therapeutic targets in cancer. Furthermore, 

lncRNAs secreted or released by apoptotic or necrotic tumor 

cells can be detected in blood, plasma, and urine. There seems 

to be a significant correlation between levels of circulating 

nucleic acids and genomic, epigenetic, or transcriptional 

alterations associated with malignant tumors (Table 2). 

 
(i) Esophagus. Three lncRNA signatures have been identified 

recently    in    oesophageal   squamous    cell   carcinoma, 
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Table 2: Representative  lncRNAs involved in carcinogenesis and potential cancer biomarkers. 
 

Cancer type lncRNAs References 

Esophagus 
ENST00000435885.1, XLOC 013014, 

ENST00000547963.1 

 

[12] 

Stomach GCAT1, H19, SUMO1P3   [13–17] 

Colon and rectum  HOTAIR, uc.73  [18, 19] 

Liver HULC, HOTAIR, MALAT1, HOTTIP, HEIH [20–22] 

Lung MALAT1, TUG1, BANCR, GAS5 [23–28] 

Breast HOTAIR, LincRNA-RoR, UCA1 [29–32] 

Ovary HOTAIR     [33] 

Bladder UCA1, H19, Linc-UBC1, MALAT1 [34, 35] 

Prostate  PCA3, PCAT1, PCGEM1 [36–39] 

Glioma H19    [40] 

Melanoma  BANCR    [41] 

Oral cavity and nasopharynx  
HOTAIR, lnc-C22orf32-1, lnc-AL355149.1-1 

lnc-ZNF674-1 

 

[4, 42–44] 

 
 
 
 

including      ENST00000435885.1,      XLOC 013014,      and 

ENST00000547963.1. The expression of these lncRNAs 

classified the  patients  into  two groups  with  significantly 

different overall survival [12]. 

 
(ii)  Stomach. HOTAIR,  GCAT1 (gastric cancer-associated 

transcript 1), H19, and SUMO1P3 (small ubiquitin-like mod- 

ifier SUMO 1 pseudogene 3) are the main lncRNAS reported 

as overexpressed in gastric carcinomas. They are often asso- 

ciated with lymph node and distant metastasis, suggesting 

that they might serve as potential diagnostic and prognostic 

biomarker [13–17]. Moreover, CCAT1 expression is closely 

related to c-Myc activation [14]. CCAT1 functions as an 

oncogene and may be used as biomarker and potential 

therapeutic target in gastric carcinoma [15, 16]. 

 
(iii) Lower Digestive Tract. HOTAIR overexpression is 

observed in colorectal carcinomas with advanced stage and 

liver metastases [19]. uc.73 lncRNA is also associated with 

poor overall survival in patient with colorectal carcinomas 

[18]. These results place HOTAIR and uc.73 lncRNA as 

reliable biomarkers for poor prognosis in colorectal cancer. 
 

(iv) Liver. In hepatocellular carcinomas (HCC), HULC 

(highly upregulated in liver cancer) was the first lncRNA 

with highly specific upregulation  detected in blood [20]. 

High plasma HULC rates were observed in patients with 

high grades HCC or with HBV+ status [21].  Recent data 

have shown that  HBx could regulate HULC promoter  to 

induce  HCC via oncosuppressor  p18  silencing [22]. HBx 

was found to downregulate lncRNA-Dreh, which can inhibit 

hepatocellular growth and metastasis in vitro and in vivo. 

MALAT-1 and HOTAIR have been shown to be over- 

expressed  in  large  cohorts  of  HCC  patients.  Further- 

more, HOTAIR  is a prognostic biomarker  for recurrence 

after liver transplantation.  SiRNA-mediated inhibition  of 

MALAT-1 and HOTAIR suppresses cancer cell viability and 

invasion, sensitizes TNF-�, induces apoptosis, and increases 

chemotherapeutic sensitivity of HCC to cisplatin and dox- 

orubicin [82, 83]. HOTTIP (HOXA transcript at the distal 

tip)  and  HOXA13  were also found  to  be  upregulated  in 

HCC. HOTTIP  and  HOXA13  levels were  associated with 

HCC tumor progression, metastasis, and survival [84]. HEIH 

(high expression in HCC) is another lncRNA overexpressed 

in HCC and an independent prognostic factor associated with 

recurrence [85]. 
 
(v) Lung. MALAT1 is a key prognostic biomarker for 

metastatic spread in lung adenocarcinomas [23]. TUG1 (tau- 

rine upregulated gene 1) is generally downregulated in non- 

small cell lung carcinomas (NSCLC). In NSCLC patients, 

TUG1 low expression was associated with high TNM stage, 

tumor size, and poorer overall survival. Univariate and 

multivariate analyses revealed that TUG1 expression serves as 

an independent predictor for overall survival [24]. HOTAIR 

was initially reported to be highly expressed in NSCLCs with 

advanced stage and lymph node metastasis [25]. But more 

recent meta-analyses study showed that it did not reach sta- 

tistical significance, and thus it needs further investigations 

[26]. In NSCLCs, BANCR (BRAF activated noncoding RNA) 

expression is significantly decreased compared to normal 

tissues. BANCR underexpression is considered as an inde- 

pendent prognostic factor and is associated with larger tumor 

size, advanced pathological stage, metastasis distance, and 

shorter  overall survival. Recently, BANCR overexpression 

was found to play a key role in epithelial-mesenchymal 

transition [27]. In malignant pleural mesothelioma (MPM), 

GAS5 (growth arrest specific transcript 5) underexpression 

was observed compared to normal mesothelial tissue. Con- 

versely, GAS5 was upregulated upon growth arrest induced by 

inhibition of Hedgehog and PI3K/mTOR signaling in MPM 

models [28]. 
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(vi) Breast. Breast cancer progression is correlated with 

HOTAIR activity in numerous recent studies. The study 

carried out by Chisholm and colleagues demonstrated 

HOTAIR overexpression in primary and metastatic breast 

carcinoma tissues by using RNA in situ hybridization tech- 

nique [29]. Another study focusing on HOTAIR revealed the 

dependence of HOTAIR expression on oestradiol produc- 

tion, due to its promoter region via several estrogen response 

elements. This study also demonstrated that HOTAIR knock- 

down  induced  apoptotic  pathways  in  breast  cancer  cell 

lines and suggested estrogen receptors as coregulators for 

HOTAIR expression [30]. Conversely, a recent study focusing 

on 348 primary breast carcinomas revealed that increased 

DNA methylation led to HOTAIR downregulation and an 

unfavorable disease state, questioning suitability of HOTAIR 

as negative prognostic biomarker in breast carcinomas [31]. 

LincRNA-RoR suppresses p53 in response to DNA damage 

through interaction with heterogeneous nuclear ribonucleo- 

protein I (hnRNP I). Recent data demonstrated that hnRNP 

I can also form a functional ribonucleoprotein complex with 

UCA1 (urothelial carcinoma-associated 1) and increase UCA1 

stability. Of interest, the phosphorylated form of hnRNP I, 

predominantly located in the cytoplasm, is responsible for 

the interaction  with UCA1. Although hnRNP I enhances 

p27 translation through interaction with the 5
 
-untranslated 

region of p27 mRNAs, interaction of UCA1 with hnRNP I 

suppresses p27 protein expression via competitive inhibition. 

In support of this finding, UCA1 seems to have an oncogenic 

role in breast carcinogenesis both in vitro and in vivo. Finally, 

a negative correlation  between p27 and UCA1 was found. 

Together, these results suggest an important role of UCA1 in 

breast carcinogenesis [32]. 
 

 
(vii) Glioma. H19/miR-675 signaling was recently identified 

as a critical pathway in glioma progression. By analyzing 

gene expression data,  H19 increased levels of expression 

were found in high grade glioma. SiRNA-induced H19 

depletion inhibited invasion in glioma cells. Furthermore, 

H19 expression was positively correlated with miR-675 and 

H19 inhibition  reduced  miR-675 expression. Collectively, 

these data suggest that H19 regulates glioma development by 

deriving miR-675 [40]. 
 

 
(viii) ENT Tumors. Recently, HOTAIR was suggested to play a 

part in nasopharyngeal carcinoma (NPC). HOTAIR is impli- 

cated in NPC progression and patients with high HOTAIR 

levels have poor  clinical outcome with tumor  recurrence 

and distant metastasis [42, 43]. In primary NPCs, upregu- 

lation of lnc-C22orf32-1, lnc-AL355149.1-1, and lnc-ZNF674- 

1 has been also observed. High levels of lnc-C22orf32-1 and 

lnc-ZNF674-1 are associated with advanced tumor stages. 

Recurrent NPC displayed a distinctive lncRNA expression 

pattern with increased expression of lnc-BCL2L11-3 and 

decreased expression of lnc-AL355149.1-1 and lnc-ZNF674-1 

[44]. Interestingly, lncRNAs can be located in whole saliva. 

HOTAIR  is differentially expressed in saliva of metastatic 

oral squamous cell carcinoma patients compared to primary 

tumors. These findings suggest that detection of lncRNAs in 

saliva may be used as a noninvasive and rapid diagnostic tool 

for diagnosis of oral carcinomas [4]. 

 
(ix)  Bladder. Oncogenic  lncRNAs, including  UCA1, H19, 

MALAT1, and  linc-UBC1  (upregulated  in  bladder  cancer 

1), are overexpressed in bladder carcinomas and activate 

PI3K-AKT and Wnt/�-catenin pathways. A pilot study took 

advantage of this to evaluate potential application of UCA1 

in urinary sediments from patients with bladder carcinomas. 

It turned out to be especially valuable for superficial G2/G3 

patients  at  a high  risk for muscular  invasion, indicating 

that UCA1 may be a new promising urinary biomarker for 

the diagnosis of bladder cancer.  H19  expression levels are 

remarkably increased in bladder  carcinomas compared to 

normal tissue and could also  serve as another  biomarker. 

More recently, a new lncRNA  linc-UBC1  was found to be 

overexpressed in 60% of  invasive bladder carcinomas and 

correlated with lymph  node metastasis and poor survival. 

MALAT1 is upregulated in bladder cancer and its expression 

level is correlated with  tumor  grade and metastatic stage 

[34, 35]. 
 

 
(x) Prostate. Prostate cancer specific lncRNADD3/PCA3 was 

identified fifteen years ago [86]. PCA3 is a prostate-specific 

lncRNA markedly overexpressed in prostate carcinomas. It 

can be detected in prostate cancer tissue, urine, and/or urine 

sediments. In recent studies, PCA3 specificity was found even 

higher than  prostate biomarker PSA and PCA3 score can 

accurately predict tumor volume and pathological features, 

which may guide treatment  [36, 37]. Therefore, PCA3 can 

be used as a noninvasive urine-based test for large-scale 

screening protocols and for predicting prostate carcinomas 

aggressiveness. This prominent example of rapid translation 

of lncRNA research into clinical practice offers a prototype for 

developing different lncRNAs as biomarkers. Other lncRNAs, 

such as PCGEM1 and PCAT1 (prostate cancer associated 

ncRNA transcript  1),  are also prostate-specific, posing as 

attractive biomarkers [38, 39]. 
 

 
(xi) Melanoma. BANCR (lncRNA BRAF-activated noncoding 

RNA) plays a potentially functional role in melanoma cells 

proliferation and migration by activating ERK1/2 and JNK 

MAPK pathways. BANCR is upregulated in human malignant 

melanoma and patients with high levels of expression have a 

lower survival rate [41]. 

 
(xii) Hemopathies. Several recent reports have revealed dereg- 

ulation of lncRNAs in leukemia, including ANRIL, lncRNA- 

P21, MEG3, Dleu2, HOTAIRM1, EGO, and lncRNA-a7. More- 

over, MEG3, UCA1, and H19 are upregulated in acute myeloid 

leukemia [87, 88]. 
 

 
(xiii) Ovary. HOTAIR plays a pivotal role in epithelial ovarian 

cancer (EOC) metastasis and could represent a novel prog- 

nostic marker and potential therapeutic target in patients 

with EOC. In recent study, HOTAIR expression was elevated 

in EOC tissues, and its level of expression is highly positively 
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correlated with FIGO stage, histological grade, lymph node 
metastasis, reduced overall survival, and disease-free survival 

[33]. 

Because of their central role in genes expression regu- 

lation, lncRNAs could also represent potential therapeutic 

targets. Better characterization of lncRNAs (structure, func- 

tions, polymorphisms, and intracellular topography) could 

help in faster development of new anticancer strategies 

modulating expression levels and functions of deregulated 

lncRNAs. Targeting lncRNAs offers novel exciting opportu- 

nity to treat cancer. Currently, nucleic acid-based methods 

prevail in  targeting RNA, by regulating levels of expres- 

sion and modifying their structures or mature sequences. 

Among them, RNA interference (RNAi) based techniques 

are arguably the most popular methods to inhibit lncRNAs 

in  cancer  cells. Both  siRNAs and  shRNAs exhibit great 

RNA selectivity and knockdown efficiency. Meanwhile, other 

established methods  in inhibiting cancer-associated RNA, 

including antisense oligonucleotide (ASO), ribozyme, and 

aptamer, are also effective to modulate lncRNAs, and they 

show unique features that can have advantages over siRNAs 

[89]. 

In principle, targeting of lncRNAs can be achieved using 

the several approaches, including siRNA-mediated silencing, 

functional block using small molecules, or oligonucleotide 

inhibitors to prevent interactions of lncRNAs with proteins 

and  structure  disruption  via small molecules or oligonu- 

cleotide inhibitors to change or mimic their secondary 

structure to compete for their binding partners [90]. 

(1) Small interfering RNAs (siRNA) are short stretched 

(19–30 nt) double-stranded RNAs that target RNA molecules 

via complementary to unpaired lncRNA sequences. The RNA 

duplex of siRNAs must  be unwound  into  single strands 

before assembling into the active RNA-induced silencing 

complex (RISC). SiRNAs are fully complementary to their 

RNA target that is then cleaved at a single phosphodiester 

bond located near the centre of the sequence complement to 

the siRNA sequence [90]. SiRNAs exhibit high knockdown 

efficiency to many oncogenic lncR-NAs in cancer cells and 

induce  anticancer  effects both  in  vitro and  in  vivo. For 

instance, depletion of HOTAIR by siRNAs decreases matrix 

invasiveness of breast cancer cells and inhibits tumor growth 

of pancreatic cancer xenograft. HULC and MALAT1 siRNA- 

induced  knockdown  inhibits  HCC  cell proliferation  and 

cell cycle progression [91].  Furthermore,  siRNA-mediated 

knockdown of H19 induces apoptosis and inactivates p53 

[92]. Phase I and  II clinical therapeutic  trials have been 

evaluated using siRNAs to inhibit critical cancer-associated 

genes, including siRNA-EphA2-DOPC (targeting EphA2), 

TKM-080301  (targeting PLK1), and  CALAA-01  (targeting 

RRM2). Therapy combining siRNA drug siG12D LODER and 

Atu027 with conventional chemotherapy is studied in phase 

II for its therapeutic effect in advanced pancreatic cancer 

patients. However, the main obstacle of siRNAs therapeutics 

remaining is their delivery. SiRNAs using ribonucleic acid as 

building block are susceptible to be degraded by nuclease and 

have poor pharmacokinetics. 

(2) Antisense oligonucleotides (ASO) are short, single- 

stranded  DNAs or RNAs (between 8 and 50 nt) designed 

with sequence specific to target lncRNA [90]. ASOs directly 

hybridize to lncRNA transcripts via base pairing and endoge- 

nous RNase H1,  which results in cleavage of lncRNA 

molecules, then recognizes hybrids formed. ASOs modulate 

lncRNAs function through degradation of lncRNA tran- 

scripts. Inhibition  of MALAT1 by ASO attenuates various 

malignant  phenotypes  in  cancer  cells via cycle arrest  in 

cervical cancer cells [93]. Injection of ASO into subcutaneous 

tumors of nude mice effectively inhibits MALAT1 in vivo and 

blocks metastasis of lung cancer cells [91]. 

(3) Ribozymes are naturally produced  RNA molecules 

that  present intracellular catalytic functions. One of their 

functions is degradation of RNA molecules. Among all types 

of ribozyme, hammerhead  ribozyme (HamRz) has caught 

major interest as it shows good target inhibitory effect while 

having the smallest RNA endoribonucleolytic motif as well as 

function independent to presence of metal ions [94]. HamRz 

is single-stranded RNA in neutral condition and undergoes 

folding in cells to expose the binding arms. Binding of HamRz 

to target sequence depends on complementary match with 

homologous target site. Both arms of HamRz have to bind 

with target sites correctly in order to form functional catalytic 

motif. After binding, HamRz catalyzes cleavage of the flanked 

RNA region downstream to a NUH  site via destabilizing 

phosphodiester backbone of target RNA [90]. 

(4) Aptamers are short DNA or RNA oligonucleotides 

or peptides that  have a stable 3-dimensional structure  in 

vivo. They have broad molecular targets including protein, 

RNA, and small molecules that rely on fitting 3-dimensional 

shape of their ligands [95]. They specifically bind to their 

target lncRNAs that rely on fitting 3-dimensional shape of 

the lncRNA structures. Aptamers antagonize their lncRNA 

targets by blocking the interactions between lncRNAs and 

critical factors [90]. Some reports show promising effects of 

aptamers to either degrade RNA or inhibit RNA functions, 

implying the potential of aptamers as therapeutic agents to 

target lncRNAs. Aptamers are used to modulate viral gene 

expression by interacting with viral RNAs. A hairpin aptamer 

is identified to form stable and specific complex with the 

transactivation response element (TAR) RNA element of 

HIV-1 mRNA and decrease the TAR-dependent viral protein 

expression [96]. Another aptamer, selected against TAR ele- 

ment, formed stable loop–loop complexes with the element 
to regulate the TAR-mediated process [97]. Another study 
showed that aptamer could target the apical loop domain 

of pri-microRNA molecules and modulate the biogenesis of 

mature microRNA [98]. 

(5) MicroRNAs (miRNAs) can interact with lncRNAs. 

H19/miR-675 signaling is critical in glioma progression. By 

analyzing glioma gene expression data sets, H19 is found 

to be increased in high grade gliomas. H19 depletion via 

siRNA inhibits  invasion in  glioma cells. Further,  H19  is 

positively correlated with its derivate miR-675 expression 

and  reduction  of H19 inhibits  miR-675 expression. MiR- 

675 modulates cadherin 13 expression by directly targeting 

its binding site within 3
  

UTR. These results  demonstrate 

that  H19 regulates glioma development by  deriving miR- 

675 and  provide  important  clues for  understanding  key 

roles of lncRNA-microRNA functional network in glioma. 
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MicroRNA-based anticancer therapy has great potential as 
reports show there is apparent lack of adverse event in normal 

tissues when administrated with microRNA-based agent. 

Various microRNA delivery strategies, such as cationic lipid 

and nanoparticle encapsulation, are developed to improve 

microRNA shuttling into target cancer cells [40, 99, 100]. 

The potential  of microRNA regulation  on  lncRNAs can 

be further realized by better understanding of intragenic 

lncRNA regulating elements. 

(6) Small molecules are synthesized to specifically bind to 

RNA binding pockets of lncRNAs. They compete with protein 

factors or intracellular small ligands for binding lncRNAs. 

Binding of small molecules may also induce conformational 

change within lncRNA molecules and disrupt formation of 

important lncRNA structures [90]. 

 
3. Conclusion and Perspectives 

 

Deregulated oncogenic and  oncosuppressive lncRNAs are 

observed at  all stages of malignant  tumors  development 

of various origins. Mechanisms implicating lncRNAs in 

carcinogenesis are dominated by deregulation of signaling 

pathways and altered epigenetic, transcriptional, and post- 

transcriptional expression of numerous genes. Their use as 

biomarkers and potential therapeutic targets could appear 

promising. 

Major challenges of the next 10 years remaining are iden- 

tification, mapping of all lncRNAs belonging to the human 

genome,  and  their  functional  characterization.  Although 

their mechanisms of action are better known, it is still 

possible that lncRNAs are rather downstream products of 

particular chromatin structures or deregulated transcrip- 

tional processes. Their functionality is currently still debated 

because of their low level of expression and conservation 

between species. Unlike proteins,  which often have well- 

defined functional areas, it is currently impossible to predict 

lncRNAs function from their single sequence. However, 

many traits exhibited by lncRNAs favor functionality, includ- 

ing 3
 
polyadenylation, 5

 
cap, multiple exons, transcriptional 

activation similar to that  of mRNA,  K4K36  domain, and 

alternative splicing. These challenges will only be achieved 

through  combined  efforts  of  functional  genomics, epige- 

nomics, and bioinformatics. 
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Titre :. Evaluation du rôle des longs ARNs non codants dans les carcinomes mammaires infiltrants 

Mots clés : sein, lncRNAs, cancer, ANRIL, MALAT1 

Résumé : Le cancer du sein représente à l’échelle mondiale le deuxième cancer le plus fréquent et 

la première des tumeurs malignes de la femme. Actuellement, seuls certains biomarqueurs (RO, 

RP, récepteur HER2, index Ki67) et la signature transcriptomique PAM50 sont pris en compte 

dans la classification morphologique et l’orientation thérapeutique. Les analyses transcriptomiques 

à haut débit ont révélé que plus de 80% du génome humain est transcrit en ARN. Parmi les ARNs 

non codants, les transcrits dont la longueur est supérieure à 200 nt sont arbitrairement qualifiés de 

longs ARNs non codants (lncRNAs). Les lncRNAs jouent un rôle crucial dans le maintien de 

l’homéostasie cellulaire et présentent des profils d’expression anormaux dans diverses 

pathologies, dont le cancer. L’objectif principal de mon projet de thèse a consisté à analyser 

l’expression des lncRNAs, leur fonctionnalité et leur rôle dans l’oncogénèse mammaire. La 

première partie s’est focalisée sur l’étude des gènes ANRIL (ainsi que 10 gènes de la même voie 

de signalisation) et MALAT1, deux lncRNAs dont les mécanismes d’action et la signification 

clinique au cours de la cancérogénèse mammaire sont encore controversés. ANRIL et 

MALAT1 sont respectivement surexprimés dans 20% et 14% des tumeurs de notre série, 

confirmant leurs rôles prooncogénique dans la cancérogénèse mammaire. La surexpression de 

MALAT1 se traduit en RNA-FISH par la présence de volumineux speckles intranucléaires. La 

complexité de leur dérégulation est liée à la présence d’isoformes et de réseaux d’interactions avec 

les mRNAs et les miRNAs. Concernant les sous-unités appartenant aux complexes Polycomb 

PRC2 et PRC1qui interagissent avec ANRIL, EZH2 (PRC2) est normalement ciblé par 3 miRNAs 

onco-suppresseurs (miR-26A1, miR-125B et miR-214) qui sont sous-exprimés dans notre série de 

CCIs. Les 2 oncomiRs miR-181B1 and miR-181A2 qui ciblent et inactivent CBX7 (PRC1), 

apparaissent surexprimés dans notre série, en relation avec l’activation de l’oncogène HMGA1. 

Concernant MALAT1, le complexe de biogénèse des miRNAs Drosha-DGCR8-Microprocesseur 

régule l’expression d’un variant d’épissage Δ-MALAT1 et ce dernier est impliqué dans 

l’activation de la voie PI3K/Akt. Des corrélations significatives sont observées entre MALAT1 et 

des gènes impliqués dans l’épissage alternatif, le cycle cellulaire, l’apoptose, la réparation de 

l’ADN et la migration cellulaire. Les profils transcriptomiques aberrants de ces 2 lncRNAs 

semblent caractéristiques des carcinomes mammaires. Ainsi, ANRIL (i) présente une association 

positive inattendue avec le cluster p16-CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF dans notre série, alors 

que cette association apparait négative dans les carcinomes de prostate et (ii) inactive 

épigénétiquement les miRNAs onco-suppresseurs miR-99a/miR-449a dans les carcinomes 

gastriques et non dans notre série de CCIs. D’un point de vue clinique, deux signatures 

pronostiques indépendantes ont pu être identifiées, l’une intégrant les 2 partenaires protéiques 

d’ANRIL appartenant aux complexes Polycomb (surexpression d’EZH2 / sous-expression de 

CBX7), et l’autre représentée par la sous-expression de Δ-MALAT1, observée dans 20% des 

tumeurs de notre série. La présence de variants d’épissage alternatifs, de réseaux d’interactions 

multiples et d’une spécificité d’organe devra être prise en compte lors de l’évaluation des thérapies 

épigénétiques ciblant ANRIL (inhibiteurs des bromodomaines et des oncoMIRs) ou MALAT1 

(ASOs) dans les cancers du sein. La deuxième partie du projet de thèse a consisté en l’analyse du 

transcriptome non codant des carcinomes mammaires par une stratégie pangénomique, afin 

d’identifier de nouveaux types de lncRNAs, tels les nouveaux lncRNAs antisens, circulaires et 

associés à des séquences ultraconservées ou induisant des résistances médicamenteuses. L’analyse 

préliminaire réalisée sur une petite cohorte de carcinomes mammaires (n=8) permettra la mise en 

place de l’étude principale (n=40) pour renforcer la robustesse des signatures identifiées sur la 

cohorte initiale. 
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Title : Analysis of lncRNAs in breast carcinomas  

Keywords : breast, carcinoma, MALAT1, ANRIL 

Abstract : Breast cancer is the second most common cancer and the first malignancy of women. 

Currently, only few biomarkers (ER, PR, receptor HER2, index Ki67) and transcriptomic signature 

PAM50 are included in the morphological classification and therapeutic orientation. Transcriptome 

genome-wide analyses unexpectedly revealed that over 80% of the DNA is transcribed into RNA. 

Among these noncoding RNAs, transcripts longer than 200 nt are arbitrarily qualified as long 

noncoding RNAs (lncRNAs). LncRNAs play a crucial role in maintenance of cellular homeostasis 

and present abnormal expression patterns in various diseases, including cancer. The main objective 

of my project was to analyze expression of lncRNAs, their functionality and their roles in breast 

oncogenesis. The first part focused on the study of ANRIL and MALAT1 genes, two lncRNAs 

whose mechanisms of action and clinical significance in breast carcinogenesis are still controversial. 

ANRIL and MALAT1 respectively overexpressed in 20% and 14% of tumors in our series, 

confirming their pro-oncogenic roles in mammary carcinogenesis. MALAT1 overexpression results 

in RNA-FISH by presence of huge intranuclear speckles. Complexity of their deregulation is 

associated with presence of various isoforms and interaction networks with miRNAs, mRNAs and 

other lncRNAs. Concerning PRC2/PRC1 polycomb sub-units interacting with ANRIL, EZH2 

(PRC2) is normally targeted by 3 onco-suppressor miRNAs (miR-26A1, miR-125B and miR-214) 

that are under-expressed in our series of CCIs. The 2 oncomiRs miR-181B1 and miR-181A2 that 

normally target and inactivate CBX7 (PRC1) appear overexpressed in our series of CCIs, resulting 

from activation of the oncogene HMGA1. Concerning MALAT1, the miRNAs biogenesis complex 

Drosha-DGCR8-Microprocessor regulates expression levels of the splicing variant Δ-MALAT1 and 

the latter is involved in activation of PI3K/Akt pathway. Significant correlations were observed 

between MALAT1 and genes involved in alternative splicing, cell cycle, apoptosis, DNA repair and 

migration. Aberrant transcriptomic profiles of these two lncRNAs seem characteristics of mammary 

carcinomas. Thus, ANRIL (i) presents an unexpected positive association with the p16-

CDKN2A/p15-CDKN2B/p14-ARF cluster in our series of CCIs, whereas this association appears 

negative in prostate carcinomas and (ii) epigenetically inactivates onco-suppressor miRNAs 

miR99a/miR-449a in gastric carcinomas, but not in our series. From a clinic point of view, two 

independent prognostic signatures were 

identified, one incorporating two protein partners of ANRIL belonging to the polycomb complexes 

(EZH2 overexpression / CBX7 under-expression) and the other represented by under-expression of 

the variant Δ-MALAT1 observed in 20% of tumors in our series. The presence of alternative splice 

variants, multiple interactions with mRNAs and miRNAs and organ specificity should be 

considered when evaluating epigenetic antitumoral drugs designed to target ANRIL (bromodomains 

and oncoMIRs inhibitors) and MALAT1 (ASOs) in breast cancers. The 

second part of the project involved analysis of non-coding transcriptome of mammary carcinomas to 

identify new types of lncRNAs, including new antisens lncRNAs, circular lncRNAs, induced 

lncRNAs, noncoding ultraconserved transcripts and lncRNAs associated with resistance to systemic 

treatments. The preliminary analysis performed on a small cohort of breast cancers (n=8) will allow 

the implementation of the main (n=40) which will enhance robustness of identified signatures. 

 
 

 


