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RISC : RNA Induced Silencing Complex

RMA : Robust Multi-array Average

ROS : Reactive Oxygen species ou DRO en français pour dérivé réactif de l’oxygène

RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium

SVF : Sérum de Veau Fœtal
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TCGA : The Cancer Genome Atlas

TNM : Tumor Node Metastasis

TVNIM : Tumeurs Vésicales Non Infiltrantes du Muscle

TVIM : Tumeurs Vésicales Infiltrantes du Muscle

WHO : World Health Organization
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Introduction
1 Introduction générale

Si aujourd’hui le cancer est la première cause de mortalité en France (près de

150 000 personnes décèdent chaque année tous cancers confondus), ce n’est pas pour au-

tant une maladie récente. En effet, deux chercheurs de l’université de Durham et du British

Museum,Michaela Binder et Neal Spencer, ont montré l’année passée qu’un homme ayant

vécu il y a 3 200 ans souffrait déjà d’un cancer [1]. En médecine, Hippocrate comparait

les tumeurs à un crabe, il leur donna le nom de “karkinoma”. Puis Galien (Ier siècle) à son

tour a décrit les “tumeurs anormales” comme des crabes [2] donnant aujourd’hui le nom

de cancer issu du grec karkinos. De manière générale, le cancer se caractérise par une

multiplication incontrôlée de certaines cellules de l’organisme. Au cours, de ce dévelop-

pement les cellules dites tumorales acquièrent des modifications génomiques engendrant

des spécificités favorisant la croissance tumorale décrites par Hanahan et Weinberg [3] (cf

chapitre 2.2).

Le cancer est une maladie relativement ancienne, mais il faut attendre la Seconde

Guerre mondiale pour découvrir par hasard l’utilisation de substances chimiques contre

les cellules malignes. Après un bombardement en 1943, en Italie, dans le port de Bari, des

marins américains ont été intoxiqués au gaz moutarde (encore appelé ypérite). Le suivi de

ces militaires américains montra que les cellules de la moelle osseuse avaient été détruites

suite à leur exposition à ce gaz. De ce constat naquit l’idée d’utiliser ce composé chimique

pour détruire les cellules tumorales qui ont la particularité de se diviser très vite comme

les cellules de la moelle se différencient pour donner les cellules sanguines. Ainsi Louis

Goodman et ses collaborateurs, après avoir travaillé sur cette idée pour soigner des pa-

tients atteints de lymphomes, publieront en 1946 [4] leurs résultats positifs ouvrant la voie

au développement de la chimiothérapie. En parallèle des développements de nouvelles

chimiothérapies, les microARN (petits ARN non codants produits par les cellules) sont

depuis une vingtaine d’année très étudiés afin d’appréhender leur rôle physiopathologique

majeur. Actuellement, leur implication dans la croissance tumorale est avérée et l’intérêt

de l’utilisation de ces petits ARN en thérapie est grandissant [5, 6].
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Le cancer est toujours une maladie redoutée. Pour le patient, le traitement sera

souvent long et difficile à supporter. Malgré des années de recherche dans ce domaine, il

y a encore beaucoup de choses à comprendre et développer tant en matière de diagnostic

que de traitement. De surcroît, certaines tumeurs sont naturellement résistantes aux trai-

tements, d’autres le deviennent. Ainsi un diagnostic plus précis permettrait une meilleure

prise en charge du patient par un traitement personnalisé mieux adapté et par conséquent

plus efficace. C’est dans ce but que la Ligue Contre le Cancer a lancé un programme na-

tional de recherche pour établir les cartes d’identités des tumeurs et le gouvernement son

troisième plan cancer. Les initiatives dans ce domaine restent importantes à développer.

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce projet de thèse.

2 Les tumeurs de la vessie

2.1 Caractéristiques cliniques

2.1.1 Epidémiologie et diagnostic

En 2013, le Centre International de Recherche sur le Cancer a publié les indicateurs

épidémiologiques du cancer en Europe estimés dans 40 pays [7]. Pour l’Europe, l’estima-

tion du nombre de nouveaux cas de cancer de la vessie en 2012 s’élève à 151 200 dont

118 300 nouveaux cas chez les hommes. Cette différence d’incidence entre les hommes

et les femmes s’expliquerait en partie par une exposition différente aux risques environne-

mentaux. Ce type de cancer touche généralement des personnes de plus de 50 ans, l’âge

moyen étant de 65 ans. Il se situe au 7ème rang parmi les cancers les plus fréquents en

France (donnée INCa, l’Institut National du Cancer). En 2010, l’INCa estimait le taux de

mortalité chez les hommes à 5,2 pour 100 000 et par an. Au moment du diagnostic, un

large nombre (70%) des tumeurs vésicales sont superficielles [8] mais l’évolution de ces

tumeurs est imprévisible. Dans plus de la moitié des cas, il y a récidive dans les 12 mois

avec une évolution vers une tumeur plus agressive.

L’alerte la plus fréquente (80% des cas) révélant un cancer de la vessie est la

présence de sang dans les urines (hématurie). Le saignement n’est pas continu, ne s’ac-
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compagne pas obligatoirement d’autres symptômes et le patient ne ressent pas de douleur

ou de fièvre. Bien que l’hématurie soit le signe le plus évocateur, le cancer de la vessie

peut se manifester par d’autres symptômes tels que le besoin d’uriner plus fréquemment,

des infections urinaires répétées ou encore des douleurs en bas du dos. Mais l’importance

de tous ces symptômes ne permet pas d’évaluer la gravité de la maladie. Ces signes ne

signalent pas forcément la présence d’une tumeur agressive mais peuvent être aussi la

manifestation d’autres problèmes.

2.1.2 Facteurs de risque

Aujourd’hui un grand nombre de substances de la fumée de tabac telles que le ben-

zopyrène, l’anthracène sont reconnues comme dangereuses pour la santé. Le tabagisme

(actif ou passif) n’est pas seulement la principale cause du cancer du poumon, c’est éga-

lement le 1er facteur de risque du cancer de la vessie [9]. Chez les hommes, le tabagisme

actif est considéré comme responsable du développement tumoral vésical dans 53% des

cas contre 39% chez les femmes. Mais l’augmentation du tabagisme chez les femmes

pourrait entraîner la réduction de cette différence d’incidence homme/femme.

De même que les composés de la fumée, l’exposition prolongée à certains compo-

sés chimiques (amines aromatiques) de l’industrie peut entraîner le développement de ce

type de tumeurs. Pour cette raison, les tumeurs vésicales peuvent être considérées comme

maladie professionnelle. Les amines sont des dérivés d’ammoniac qui peuvent contenir

un ou plusieurs cycles aromatiques (2-naphtylamine, 4-aminobiphényle et benzidine). Ces

composés chimiques sont très présents par exemple dans les teintures. L’utilisation de

la benzidine en particulier est en étroite corrélation avec le développement du cancer de

la vessie depuis le début des années 1900 [10]. Une autre cause de cancer de la vessie

provient de la contamination par l’arsenic à une concentration élevée (supérieure à 200

µg/l) dans l’eau que l’on boit [11]. En 2002, Moore et ses collaborateurs ont montré un lien

entre le taux d’exposition à l’arsenic et des altérations chromosomiques chez des patients

ayant un cancer de la vessie [12].
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2.1.3 Classification des tumeurs

La vessie est un organe creux qui a une fonction de réservoir. La paroi de cet organe

est constitué de quatre couches (figure 1) : la muqueuse (urothélium), la sous-muqueuse

(lamina propria), le muscle et sur sa face extérieure, la couche séreuse (péritoine) faite

de cellules épithéliales. Par conséquent, les cancers de la vessie s’organisent en 2 grandes

catégories : les tumeurs superficielles n’infiltrant pas le muscle (TVNIM) et celles (TVIM)

qui l’envahissent allant parfois jusqu’à atteindre les tissus avoisinants. Dans la plupart des

cas, le premier diagnostic révèle des tumeurs superficielles avec néanmoins un fort taux

de récidive après traitement à un an (15% à 61%) [13] et un risque de développer des

métastases élevé.

Figure 1 – Anatomie de la vessie

Actuellement deux systèmes de classification de l’OMS (WHO 1973 et 2004) sont

utilisés pour classer les tumeurs en différents grades. La dernière classification, dix ans

après sa publication, ne fait pas l’unanimité et fait l’objet de plusieurs papiers récents pour

évaluer sa pertinence [14–17]. Cela corrobore la difficulté du diagnostic et par conséquent

le besoin demarqueurs moléculaires pour renforcer la classification anatomopathologique.

Aussi les tumeurs vésicales sont classées par un système de classification internationale

appelée TNM (Tumor Node Metastasis). Ce type de classification est utilisé pour d’autres

types de cancers et permet par les lettres T (tumeur), N (ganglion lymphatique) ou M

(métastase) de renseigner sur la propagation de la tumeur. Après plusieurs examens,

l’oncologue définit le grade de la tumeur en lui attribuant une valeur de 1 à 4 correspon-

dant à des tumeurs superficielles (Tis, Ta et T1) jusqu’aux plus invasives (T2, T3 et T4).
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La correspondance entre la classification TNM et celles de l’OMS est représentée figure 2.

Figure 2 – Grades des tumeurs vésicales
Figure issue de la revue (Knowles et al, 2015) [29]

A des stades plus agressifs encore, la tumeur peut envahir plus ou moins les gan-

glions lymphatiques, ces tumeurs seront classées selon le système TNM dans la catégorie

N (Nx, N0, N1, N2 ou N3). Avec la même logique, les tumeurs de la catégorie M (M0 ou

M1) seront classées en fonction de l’importance des métastases.

2.1.4 Traitements

Suite au diagnostic, pour traiter un cancer de la vessie, la principale action est

la chirurgie : on parle de cystectomie. A l’aide d’un cystoscope le chirurgien va enle-

ver une partie de la vessie en fonction de la gravité de la tumeur. Souvent la chirurgie

est associée à un autre traitement tel que la chimiothérapie ou l’immunothérapie afin

de limiter les risques de récidives. Depuis ces dernières années, la “tri-thérapie” asso-

ciant trois approches thérapeutiques différentes est mise en œuvre pour traiter les tumeurs

de la vessie. Ces associations sont rendues possibles car les dommages potentiels liés au

cumul des thérapies sont réduits grâce aux améliorations de chaque type de traitement [18].

Dans le cas des tumeurs superficielles, l’immunothérapie est privilégiée. Plusieurs

développements de nouvelles thérapies visent à stimuler le système immunitaire. Cepen-

dant, pour traiter les tumeurs vésicales, le traitement le plus couramment préconisé repose
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sur l’utilisation du BCG (vaccin Bilié de Calmette et Guérin bien connu comme le vaccin

contre la tuberculose). L’effet bénéfique du BCG contre la récidive du cancer de la vessie

a été montré sur 9 patients par Morales et ses collègues en 1976 [19]. Depuis ce trai-

tement est administré au patient par injections intra-vésicales régulières pour une durée

de 6 semaines à 3 ans. Bien que cette thérapie soit couramment recommandée dans les

tumeurs de bon pronostic, ses mécanismes d’action sont encore mal compris et font l’objet

de nombreuses publications. Kawai et ses collaborateurs font un bilan et concluent que

l’efficacité de ce traitement peut être encore améliorée en administrant le BCG après avoir

inactivé le bacille [20]. Mais d’autres options sont également envisagées pour renforcer

l’effet du BCG comme l’association avec l’acide hyaluronique qui fait l’objet d’un essai

clinique [21] ou la vitamine D [22].

Pour les tumeurs bénignes l’immunothérapie va être privilégiée mais assez cou-

ramment, une des alternatives sera un traitement par l’administration de mitomycine C.

Pour les tumeurs les plus agressives et métastatiques, c’est la chimiothérapie qui sera

envisagée pour limiter les risques de récidive. La chimiothérapie est commencée avant la

cystectomie. Deux protocoles sont recommandés : soit l’association de la gemcitabine et

du cisplatine (GC) soit une combinaison de méthotrexate, de vinblastine, de doxorubicine

(ou adriamycine) et de cisplatine (MVAC) [23]. L’inconvénient du protocole MVAC est

de provoquer un plus grand nombre d’effets secondaires. D’autres co-traitements [23]

comme le paclitaxel ou le docétaxel avec le cisplatine sont étudiés dans le but d’améliorer

l’efficacité de la chimiothérapie tout en essayant de réduire les effets secondaires.

Une autre alternative pour traiter les tumeurs vésicales est la radiothérapie. Celle-ci

peut être préférée lorsque la tumeur est invasive. La radiothérapie associée à la chimio-

thérapie évite une intervention chirurgicale trop importante dans un premier temps. Dans

certains cas, le double traitement n’est pas forcément suffisant et une cystectomie peut

devenir inévitable.
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2.2 Caractéristiques moléculaires

Depuis une quinzaine d’années, Hanahan etWeinberg soulignent le fait que “le can-

cer est une pathologie impliquant des modifications génomiques” [3,24]. Il est maintenant

établi que chaque type de cancer peut développer ses propres particularités moléculaires.

Dès 1993, d’importantes altérations du chromosome 9 sont mises en évidence et plusieurs

publications paraissent sur le sujet pour tenter de comprendre le rôle de ce chromosome

où les altérations sont présentes dans 54% des cas [25] de patients ayant un cancer de la

vessie [26]. Plus tard, Gu et ses collaborateurs ont montré une corrélation entre la pré-

sence d’altérations du chromosome 9 et l’exposition au benzopyrène [27]. Cette molécule

présente dans les goudrons de fumées de cigarette pourrait altérer préférentiellement la

région 9p21 (perte d’hétérozygotie, mutation ou méthylation). Cette région contient un

gène tumeur suppresseur (CDKN2A) impliqué dans le cycle cellulaire. Les altérations de

cette partie du chromosome ont des conséquences importantes expliquant le développe-

ment tumoral [28]. En effet, le gène CDKN2A (Cyclin Dependent-Kinase Inhibitor 2A)

code pour deux transcripts alternatifs permettant l’expression des protéines : p14ARF

et p16INK4A. Dans une situation “normale”, ces deux protéines vont induire l’arrêt du

cycle cellulaire par interaction avec les protéines p53 et pRB (protéine du rétinoblastome)

respectivement (figure 3). L’expression aberrante du gène CDKN2A liée aux altérations

de la région chromosomique 9p21 conduit donc à une dérégulation du cycle cellulaire et

participe de ce fait au développement du cancer.

Parmi les altérations les plus fréquentes pour le cancer de la vessie décrites dans

les revues de Knowles et al (2015) et Massari et al (2015), une mutation du gène FGFR3

est détectée à 80% dans les tumeurs superficielles (Ta) [29,30]. L’activité de ce récepteur

consiste notamment à réguler la prolifération et lamigration cellulaire. Cettemutation étant

présente plutôt dans les tumeurs de bas grades, elle est de bon pronostic contrairement à

la mutation du gène p53 qui est détectée le plus souvent dans les tumeurs invasives [30].

Cette mutation du gène FGFR3 active la voie RAS-MAPK conduisant à la survie et pro-

lifération des cellules, amplifiant ainsi le phénomène de développement tumoral. Dans

le cas où FGFR3 n’est pas muté, l’activation de cette voie reste forte puisque les gènes

HRAS ou KRAS peuvent être mutés dans les cancers de la vessie. Les mutations de RAS

et de FGFR3 sont toutefois exclusives, un patient n’aura que l’un ou l’autre des gènes
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Figure 3 – Rôle du gène CDKN2A dans le contrôle du cycle cellulaire

sous une forme mutée. Des travaux récents ont été réalisés avec une cohorte de patients

(pas uniquement des tumeurs urothéliales) montrant une résistance aux traitements par

le cisplatine. Cette étude montre que dans un tiers des cas, pour les patients présentant

une mutation FGFR3 ou RAS le traitement cisplatine s’avérera inefficace [31]. De plus,

l’expression du gène FGFR3 peut être perturbée par l’expression du microARN miR-100.

Ce petit ARN pourrait provoquer une réduction de l’expression de FGFR3 et intervenir

dans la régulation de la chimiosensibilité [32, 33].

Après leur découverte dans les années 1990, les microARN (ou miR) suscitent un

grand intérêt et leur étude devrait aider à la compréhension du développement tumoral.

Braicu et son équipe ont fait un point sur ce sujet dans le cadre du cancer de la vessie [34].

Dans ce bilan, on retrouve comme dans une grande majorité de cancer, le microARN

miR-21 fortement surexprimé dans les tissus tumoraux. Il a été montré qu’un ensemble

de 4 microARN (miR-137, miR-124-2, miR-124-3 et miR-9-3) pouvaient avoir un rôle

de biomarqueurs pour ces tumeurs. L’expression de ces microARN serait réprimée dans

les tumeurs urothéliales par la méthylation de leur région promotrice [35]. Mais le bilan

des microARN dans les tumeurs n’est pas simple à faire tel que le montre l’exemple du

microARN miR-9. En effet, si la production de ce microARN est censée être abaissée par
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la méthylation d’une région chromosomique, ce microARN n’est pas pour autant absent

des tumeurs vésicales. Deux équipes au moins [36, 37] ont montré que miR-9 est plus

abondant dans les tumeurs (et dans les cellules T24 modèles de cancer de la vessie) et

en particulier dans les tumeurs invasives, que dans les cellules et tissus sains. D’après

l’équipe de Xie, la surexpression de miR-9 favoriserait l’invasion en régulant l’expression

de CBX7 [36].

Actuellement, les microARN sont encore beaucoup moins étudiés dans le cadre du

diagnostic et de la thérapie des cancers de la vessie que dans d’autres types de cancers.

Les données issues des différentes technologies de dosages (à plus ou moins haut débit)

des petits ARN permettent le développement de cet axe recherche associant le diagnostic

et la thérapie. C’est ce qu’illustre Braicu dans sa revue par la figure 4.

Figure 4 – Intérêt de la biologie moléculaire dans la prise en charge des patients
atteints d’une tumeur de la vessie

Figure issue de la revue de Braicu et al. (2015) [34]

3 Les tumeurs du cerveau

3.1 Caractéristiques cliniques

Le cerveau est le principal régulateur des autres organes. Il est organisé en plusieurs

régions où chacune gère une fonction bien particulière. C’est pourquoi, l’apparition d’une
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tumeur dans le cerveau va, en fonction de la localisation et de la taille de la tumeur, induire

des symptômes très différents. Deux grands types cellulaires constituent cet organe : les

neurones et les cellules gliales (macroglie et microglie). On considère généralement que

les neurones assurent la fonction de gestion de l’information alors que les cellules macro-

gliales, joueraient un rôle de soutien et d’apport de nutriments aux neurones. Toutefois,

un rôle de ces dernières dans la communication synaptique est à présent reconnu. Les

cellules microgliales, mobiles, sont douées d’activité de phagocytose. Il existe plusieurs

types de tumeurs cérébrales, certaines pouvant être bénignes ou peu agressives comme

les méningiomes (qui affectent les tissus enveloppant le cerveau) et d’autres bien plus

fulgurantes telles que les glioblastomes (qui affectent des cellules gliales).

3.1.1 Epidemiologie et diagnostic

Les tumeurs cérébrales sont peu fréquentes. En France, d’après des données de

l’Institut National du Cancer (INCa) et IARC, ce type de cancer représente un peu moins

de 2% de l’ensemble des cancer. Soit une incidence en France (en 2012, données Globocan

IARC) de 7,5 cas pour 100 000 habitants et par an (7,7 cas pour l’Europe). Bien que ces

tumeurs soient rares par rapport à d’autres cancers, elles n’en sont pas moins agressives.

De ce fait, elles sont la troisième cause de mortalité chez l’adulte jeune (moins de 35 ans)

et la deuxième chez l’enfant (moins de 15 ans). Parmi les tumeurs cérébrales, ce sont les

tumeurs affectant les cellules gliales qui sont les plus fréquentes. Les gliomes qui sont

des tumeurs gliales, représentent 70% des tumeurs primaires malignes chez l’adulte [38].

Ces tumeurs sont très hétérogènes [39] et par conséquent la survie des patients est très

variable. La survie des patients à qui l’on diagnostique un gliome de grade II est supérieure

à 5 ans. Alors qu’un patient avec une tumeur de grade III peut espérer une survie de deux

ans seulement et cet espoir se réduit encore pour les patients ayant un gliome de grade IV

(appelé encore glioblastome) [40].

La manisfestation de ces tumeurs dépend de la localisation et du développement de

la masse tumorale. La prolifération non contrôlée des cellules tumorales va entraîner une

augmentation de pression intracrânienne conduisant à des symptômes tels que des maux

de têtes, vertiges, troubles visuels, crises d’épilepsie [41]. Lorsque le médecin suspecte
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une tumeur au cerveau, après un bilan complet, c’est par imagerie que l’on pourra avoir

confirmation ou non de la présence d’une tumeur. L’imagerie peut permettre un diagnostic

(souvent en complément d’analyse par un anatomopathologiste). Elle permet aussi un

suivi du patient peu invasif au cours de son traitement [42].

L’imagerie peut être réalisée par deux méthodes, soit par CT-scanner (tomodensito-

métrie) soit par IRM (Imagerie par RésonanceMagnétique) [43]. Afin de mieux distinguer

le volume de la tumeur, on administre aux patients des agents de contraste tels que des

produits iodés pour le CT-scanner et des agents paramagnétiques en IRM (sels de gadoli-

nium par exemple). L’avantage de l’imagerie par résonancemagnétique c’est unemeilleure

sensibilité permettant de mieux préciser la localisation et le contour de la tumeur (exemple

figure 5).

Figure 5 – Détection d’un glioblastome par IRM
Figure issue de la revue de Mabray et al (2015) [42], (A) plan de coupe axiale, (B) plan

de coupe coronale

3.1.2 Facteurs de risque

On peut se demander si des facteurs environnementaux favorisent le développe-

ment de cancers du cerveau (comme par exemple l’utilisation quotidienne du téléphone

portable). Nous manquons certainement encore de recul sur la question et les avis sont

controversés. Cette question est abordée de manière épidémiologique à partir de données

recueillies ou de manière plus pratique par différentes mesures. L’équipe de Larjavaara

par exemple a essayé d’évaluer la corrélation entre la position du téléphone portable près

de l’oreille par rapport à la localisation des gliomes et arrive à la conclusion que l’ex-

position au téléphone portable n’a pas de conséquences nocives sur le cerveau [44, 45].

Page 33



INTRODUCTION

En revanche, d’autres équipes confirment (en mai 2011, l’IARC avait évoqué un possible

effet carcinogène) qu’il peut y avoir un lien entre l’utilisation du téléphone portable et le

développement tumoral [46, 47].

En revanche, contrairement aux tumeurs de la vessie, le tabagisme n’est pas un

facteur de risque majeur pour le cancer du cerveau [48]. Parmi les liens évoqués avec le

développement de tumeurs cérébrales, le diabète pourrait être aussi une piste mais l’étude

menée par Kitahara et ses collègues doit être approfondie [49].

3.1.3 Classification des tumeurs

Le cancer du cerveau regroupe de nombreuses formes de tumeurs. Les tumeurs

cérébrales sont classées selon l’OMS en fonction du type cellulaire prédominant dans la

tumeur [40]. Les tumeurs les plus fréquentes étant les tumeurs gliales, un focus ici est fait

sur ce type de tumeur uniquement. C’est en 1926 que Bailey et Cushing établissent une

classification qui fut la première à trier les tumeurs sur la base de leur morphologie. Par la

suite, le développement des techniques de cytologie et histologie a conduit à l’élaboration

de plusieurs classifications : en 1938, et en 1949 puis les classifications de l’OMS en

1979, 1993, 2000 et 2007. Comme pour les tumeurs de la vessie, plusieurs systèmes de

classification existent. En parallèle de la classification de l’OMS qui est la plus utilisée,

la classification dite de Saint-Anne (Paris) [50] a la particularité de combiner l’histologie

avec l’imagerie IRM.

Chaque tumeur, en plus du type cellulaire majoritaire, est classée par l’OMS en

fonction d’un grade reflétant sa gravité en fonction des critères morphologiques (différen-

ciation, nécrose, présence de micro-vaisseaux...). Les grades sont organisés de la manière

suivante :

X grade I : Tumeurs bénignes, croissance lente, bien localisées

X grade II : Tumeurs pré-malignes, croissance lente, bordure diffuse

X grade III : Tumeurs malignes, croissance modérée

X grade IV : Tumeurs très malignes, croissance très rapide, plusieurs types cellu-

laires
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Le grade est important dans la prise en charge du patient afin de déterminer la

thérapie appropriée. Par exemple, une tumeur de grade I, non infiltrante, pourra être traitée

uniquement par exérèse. A l’opposé, une tumeur de grade IV doit rapidement être traitée.

Dans ce cas, la radiothérapie et /ou la chimiothérapie seront mises en place.

Le tableau suivant présente les grades des gliomes les plus fréquents selon la

classification de l’OMS :

Type de tumeurs Grade

Astrocytome pilocytique I

Astrocytome diffus II

Astrocytome anaplasique III

Ependymome II

Glioblastome IV

Gliosarcome IV

Oligodendrogliome II

Oligodendrogliome anaplasique III

Table 1 – Classification OMS 2007 des principaux gliomes

Malheureusement, cette classification ne permet pas de poser les diagnostics avec

une parfaite reproductibilité. En effet, en 1996 la publication de Mittler et ses collègues

montre cette difficulté de diagnostic en particulier pour les astrocytomes anaplasiques [51].

La classification de l’OMS est uniquement basée sur des données histologiques de tumeurs

très hétérogènes. Ceci ayant pour conséquence une très grande variabilité dans les relec-

tures pour confirmer un même cas par le même anatomopathologiste ou son collègue. Le

diagnostic et la thérapie étant liés, ce défaut de classification est une limitation à l’efficacité

du traitement [52].

Pour pallier ce problème, le Docteur DaumasDuport a établi une nouvelle approche

appelée la classification de “Saint Anne”. Cette classification repose sur l’analyse de la

structure histologique de la tumeur mais aussi elle intègre des données cliniques et les

résultats de l’imagerie par résonance magnétique [53–55]. L’imagerie permet une obser-

vation plus large du tissu tumoral permettant de situer l’observation histologique afin d’en
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évaluer sa représentativité par rapport à la tumeur. Ainsi trois types de structures sont dé-

finies : solide, infiltrante ou mixte. Ces structures se différencient par leur vascularisation

qui va permettre une prise de contraste plus ou moins importante en IRM et la localisation

groupée ou dispersée des cellules tumorales par rapport au tissu sain. On parle d’hyper-

plasie endothéliale à partir d’une observation microscopique où les noyaux des cellules

endothéliales se touchent. De cette manière, les gliomes sont classés essentiellement en

trois classes :

X oligodendrogliomes et oligoastrocytomes grade A (prise de contraste en IRM,

pas d’hyperplasie, médiane de survie 11 ans)

X oligodendrogliomes et oligoastrocytomes grade B (prise de contraste modérée

en IRM, hyperplasie, médiane de survie 3,5 ans)

X glioblastomes (prise de contraste en IRM, composante astrocytaire)

3.1.4 Traitements

Les tumeurs gliales, dans une grandemajorité des cas (75%), l’oncologue proposera

au patient la chirurgie en première intention thérapeutique. Le neurochirurgien effectuera

l’exérèse de la tumeur en fonction de la localisation de celle-ci pour ne pas endommager

une région fonctionnelle du cerveau. La résection de la masse tumorale visible en imagerie

(certaines sont diffuses et l’exérèse totale difficile) permet la diminution de l’hypertension

intracrânienne améliorant donc l’état du patient. Si pour les tumeurs de bas grades, la

chirurgie est un espoir et permet d’augmenter la durée de vie ; ce n’est pas le cas pour

des tumeurs de haut grades pour lesquelles les patients ont une survie de quelques mois

seulement. En effet, les lésions de plus haut grades, sont plus invasives, moins localisées

et l’intervention du neurochirurgien ne permet pas d’éliminer toutes les cellules tumorales

comme l’illustre la figure 6 (page suivante). Il a été estimé à partir de coupes anatomiques

qu’une cellule sur dix peut être maligne dans une zone de 2 cm autour de la masse tumo-

rale et une cellule sur cent entre 2 cm et 4 cm autour de la masse tumorale qui devraient

être enlevées. Ainsi la tumeur peut récidiver par le développement de ces cellules qui

ont envahi le parenchyme cérébral au-delà des marges de la tumeur observée en IRM.

C’est pour lutter contre cette réalité que la chirurgie est associée très souvent à d’autres

solutions thérapeutiques. Enfin une intervention chirurgicale est indispensable pour établir

un diagnostic anatomopathologique de la tumeur et adapter le traitement. Dans les cas où

l’exérèse est impossible, il y a au moins une biopsie qui est pratiquée.
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Figure 6 – Illustration du caractère infiltrant des gliomes de haut grades
Figure extraite de la revue de Hofer S et Merlo A (2002) [56]

La radiothérapie fait partie des thérapies généralement associées à la chirurgie

pour traiter une tumeur du cerveau. Cette technique thérapeutique consiste à irradier la

tumeur par des rayonnements ionisants (rayons X). En 1895 le professeur Röntgen dé-

couvre un rayonnement qu’il appela “Rayons X”. Peu de temps après cette découverte, des

essais thérapeutiques de ces rayonnements ont été réalisés par un médecin français Victor

Despeignes pour soigner un cancer de l’estomac (1896) et par un médecin suédois Thor

Stenbeck pour traiter un cancer de la peau (1899). Dans le même temps, le phénomène

de radioactivité, caractérisé par l’émission d’un rayonnement ionisant par des métaux aux

noyaux instables (uranium, radium) est découvert par Henri Becquerel (1896) puis par

le couple Pierre et Marie Curie (1898). Ces découvertes déboucheront sur le concept de

curiethérapie aux multiples applications médicales. Il faudra attendre 1950 pour que les

rayons X permettent le traitement de tumeurs plus profondes. Au niveau du tissu biolo-

gique irradié, les photons émis vont ioniser les molécules d’eau et produire des radicaux

libres. Ces radicaux vont alors interagir avec les molécules d’ADN provoquant des lésions.

Les cellules qui ont leur contenu en ADN lésé vont à terme entrer dans un processus de

mort cellulaire. Ce traitement type permet de cibler essentiellement les cellules tumorales.
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En effet ces cellules ont une moins bonne capacité à réparer leur ADN que des cellules

normales. Dans le cadre des gliomes, les tumeurs de haut grades sont plus résistantes

que les bas grades à la radiothérapie et cela se traduit par une différence de survie après

traitement du patient.

L’autre type de traitement associé à la chirurgie ou à la radiothérapie est la chimio-

thérapie. Ce terme (chimiothérapie) englobe toutes les thérapies utilisant des molécules

chimiques visant à réduire le développement tumoral. Si certaines molécules sont utilisées

pour de nombreux types de cancer comme le cisplatine, la chimiothérapie des tumeurs

du système nerveux central est différente de celle des tumeurs urothéliales. Dans le trai-

tement des tumeurs gliales, les agents thérapeutiques les plus couramment utilisés sont le

témozolomide, la carmustine ou la lomustine. Ces molécules agissent sur la réplication

de l’ADN et empêchent ainsi la division cellulaire des cellules tumorales. L’avantage du

témozolomide est de passer la barrière hémato-encéphalique tout en étant moins toxique

que certaines autres molécules et il peut-être administré par voie orale. De plus, cette

molécule (témozolomide) combinée à la radiothérapie permet d’augmenter l’efficacité de

la thérapie pour les gliomes de haut grades particulièrement résistants aux traitements. La

survie à 2 ans des patients avec un glioblastome est augmentée de 15% par cette approche

thérapeutique par rapport aux autres solutions de traitement [57].

3.2 Caractéristiques moléculaires

Comme pour les tumeurs de la vessie, le développement anarchique des cellules

peut être lié à des altérations génétiques déréglant le cycle cellulaire. La région chromo-

somique 9p est aussi altérée dans les tumeurs du cerveau. Pour les tumeurs cérébrales,

il a été montré que la perte d’hétérozygotie de la partie 10q est une caractéristique des

glioblastomes [58] et à l’inverse, il peut y avoir un gain du chromosome 7. Ces altérations

sont retrouvées dans 36% à 75% des tumeurs de grade IV [59]. En ce qui concerne les

oligodendrogliomes, ils se définissent par une co-délétion (perte d’hétérozygotie) sur les

chromosomes en 1p et 19q pour 61 à 89% des patients ayant un oligodendrogliome de

grade II ou III [60].

D’autres altérations, plus ciblées, sont rétrouvées fréquemment dans les tumeurs céré-

brales. C’est le cas par exemple, du récepteur à l’EGF (EGFR) qui est surexprimé dans
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plus de 60% des cas des glioblastomes primaires. Cette surexpression entraîne une proli-

fération cellulaire incontrôlée en activant la voie de signalisation PIK3/AKT. Cette voie

de signalisation inhibe l’apoptose et favorise la prolifération cellulaire. Pour caractériser

les glioblastomes et en particulier les glioblastomes secondaires, en clinique, on s’inté-

resse au taux de méthylation du gène de la méthylguanine méthyltransférase (MGMT). Le

promoteur de ce gène est hyperméthylé dans 75% des glioblastomes secondaires (glio-

blastomes qui s’installent chez les patients par évolution de tumeurs de bas grades) et

35% des glioblastomes primaires (tumeurs qui se développent d’emblée comme des glio-

blastomes chez les patients) [61]. Enfin les oligodendrogliomes se démarquent des autres

gliomes par une mutation du gène de l’Isocitrate DésHydrogénase cytosolique 1 (IDH1).

Cette mutation est très peu fréquente dans les glioblastomes primaires alors qu’elle est

retrouvée dans 50% des glioblastomes secondaires et 70% des oligodendrogliomes. La

mutation majoritaire porte sur le codon 132 et conduit à un changement de l’arginine en

une histidine. La protéine mitochondriale équivalente (IDH2) peut elle aussi être mutée

dans ce type de tumeur. Les deux enzymes lorsqu’elles sont mutées ne sont plus actives

entraînant une accumulation de 2-hydroxyglutarate. Le risque de développer un cancer du

cerveau est alors plus grand.

Parmi les altérations moléculaires qui caractérisent les gliomes, l’expression de certains

microARN est aussi corrélée à l’histologie des tumeurs. Plusieurs équipes montrent des

profils de microARN dérégulés dans les oligodendrogliomes et astrocytomes de différents

grades [62–65]. Mais la sélection de marqueurs permettant un diagnostic sans ambiguïté

permettant de distinguer un glioblastome d’un oligodendrogliome reste encore à établir

pour ces tumeurs extrêmement proches.

4 Les microARN

Il y a maintenant plus de trente ans qu’une nouvelle famille de petits ARN non

codants était mise en évidence. Pour la première fois décrits par Kennedy et ses colla-

borateurs en 1974, ces petits ARN étaient appelés “translational control RNA” [66]. Ces

petits ARN non-codants ne seront étudiés en détail qu’à partir des années 90. Ils ont

été redécouverts grâce à l’équipe de Richard Jorgensen, après avoir introduit un gène

responsable de la coloration des pétales dans les cellules de pétunias. L’introduction du
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gène CHS (Chalcone Synthase) devait permettre d’intensifier la couleur des pétunias.

Cependant l’équipe obtint 42% de fleurs blanches ou pâles . Ce phénomène appelé “co-

suppression” [67] résulte de la production dans les cellules de pétunias surexprimant le

gène de la chalcone synthase d’ARN courts interférents conduisant à la dégradation de

l’ARN codant la chalcone synthase [68]. Il faudra attendre 2001 pour définir mieux la

catégorie de “microARN”, sous-groupe d’ARN interférents [69], qui présentent une taille

moyenne de 20 bases, sont monocaténaires et sont produits de manière endogène par

les cellules. Ils représentent environ 2% des ARN totaux. On les appellent couramment

miARN ou encore miR. La grande majorité (80%) de ces microARN sont issus d’introns

de gènes. Il a été mis en évidence une coexpression des gènes contenant les microARN et

les microARN mature [65, 70], mais cela n’est pas systématique [65]. L’ensemble de ces

microARN est référencé dans une base de donnée gérée par l’Université de Manchester au

Royaume-Uni. Cette base est appelée miRBase (http ://www.mirbase.org/), elle recense

actuellement 2 588 microARN matures humains dans sa version 21 (juin 2014).

Figure 7 – Les grandes étapes de maturation d’un microARN

4.1 Biogenèse

Les gènes des microARN sont d’abord exprimés sous forme de longs précurseurs

de quelques kilobases et appelés pri-microARN [71]. Ces pri-microARN contiennent une
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coiffe, une queue polyA [72], leur transcription est réalisée par une polymérase II ou III.

Ensuite la première étape de maturation des microARN dans le noyau est la coupure des

pri-microARN par l’enzyme Drosha (endonucléase de masse moléculaire de 650kDa né-

cessitant pour son activité un cofacteur, la protéine DGCR8 (DiGeorge syndrome critical

region 8)). Un ARN de 60 à 100 nucléotides ayant une structure en épingle à cheveux est

alors généré : le pré-microARN [73]. Ce pré-microARN est ensuite exporté du noyau grâce

à une interaction avec l’exportine 5 vers le cytoplasme. Le pré-microARN est ensuite clivé

par la ribonucléase Dicer qui permet l’hydrolyse de la structure en boucle pour libérer un

petit ARN double-brin d’une vingtaine de nucléotides (cf figure 7). Puis une protéine de

la famille Argonaute (Ago1 ou Ago2) en association avec Dicer et d’autres protéines vont

former le complexe RISC (RNA-induced Silencing Complex) prenant en charge le double

brin. Une hélicase va aider à la séparation des deux brins d’ARN pour ne garder plus qu’un

seul brin. Ce brin sera appelé microARN mature [74].

De plus, pour un microARN donné le processus de biogenèse conduira à la pro-

duction d’un ensemble de plusieurs variants, en terme de longueur du microARN mature

(quelques bases en plus ou en moins au niveau des extrémités). Ces différentes formes

sont appelées “isomiR”.

4.2 Nomenclature

Les microARN ayant des séquences très proches, il a été nécessaire de mettre

en place un système d’annotation pour nommer les différents microARN répertoriés dans

miRBase. DesmicroARNhomologues peuvent être retrouvés dans plusieurs organismes et

la nomenclature desmicroARNpermet de bien les identifier. LesmicroARN sont identifiés

par un numéro précédé de l’abréviation “miR” ou “mir” permettant respectivement la

distinction entre le microARN mature (miR) et la boucle précurseur (épingle à cheveux)

dumicroARN (mir). A cette manière de nommer le microARN correspond respectivement

un numéro d’accession MIMAT (pour le mature) et MI (pour le précurseur). Par exemple

pour le miR-21 chez l’homme, le précurseur est noté MI0000077 et le microARN mature

MIMAT0000076. De plus, un préfixe de trois ou quatre lettres est utilisé pour faire la

distinction entre espèces comme par exemple hsa-miR-101 et mmu-miR-101 pour faire

la différence entre le microARN chez l’Homme (hsa : Homo sapiens) et chez la Souris
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(mmu : Mus musculus) [75]. D’autre part, deux microARN différents peuvent provenir

d’une même boucle précurseur. Le système d’annotation permet la distinction de ces deux

microARN : le microARN synthétisé à partir du côté 5’ de la boucle est noté 5p et le

microARN du côté 3’ est noté 3p. Cette annotation 3p et 5p cohabite encore avec une

annotation basée sur l’abondance relative des deux formes dans un organisme. La forme

majoritaire est nommée miR et la forme minoritaire miR* [76].

Dans certains cas, plusieurs régions chromosomiques différentes peuvent conduire à la

synthèse du même miR. Pour ces microARN, il faut donc distinguer leurs précurseurs

qui seront annotés 1, 2, 3... selon le nombre de régions chromosomiques concernées ;

comme dans l’exemple suivant où le microARNmature miR-128 provient de deux régions

chromosomiques différentes et l’on notera les précurseurs de cette manière : hsa-mir-128-1

(dont le gène est localisé sur le chromosome 2q21.3) et hsa-mir-128-2 (dont le gène est

localisé sur le chromosome 3p22.3). Il existe des cas où les microARN matures sont très

similaires (une à quelques bases de différence seulement). Dans ces cas là, les numéros

des microARN sont suivis de a, b, c. . . Par exemple hsa-mir-517a, hsa-mir-517b, hsa-mir-

517c sont des microARN dont la séquence mature présente quelques petites variations.

Certains microARN font exception et ne suivent pas cette nomenclature, c’est le cas de la

famille des microARN hsa-let-7 (hsa-let-7a à hsa-let-7g et hsa-let-7i).

Actuellement, la base de données qui recense les microARN (miRBase v21.0) identifie

1 881 précurseurs de microARN pour l’espèce humaine et 2 588 microARN matures. Le

nombre de microARN répertorié, toutes espèces confondues, est en très forte évolution

depuis la découverte des microARN et coïncide avec le développement du séquençage de

nouvelle génération.

4.3 Rôles et fonctions

Un ARNm cible peut être chargé au sein du complexe RISC et le microARN

interagira avec la région UTR en 3’ (région non codante) de l’ARNm. Deux voies de

“Silencing” sont alors possibles, soit la dégradation de l’ARNm cible, soit la répression de

la traduction de ce dernier, en fonction de la force de complémentarité microARN-ARN

messager [77].
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Figure 8 – Rôles des microARN dans le cancer

Il a été montré que dans certains cancers, les régions chromosomiques avec des

modifications génétiques contiennent plus de 50% des microARN [78] menant à des dé-

régulations d’expression de ces microARN notamment dans les gliomes [79]. Or, certains

microARN dérégulés semblent être à l’origine d’un grand nombre de tumeurs. En effet,

un microARN peut jouer le rôle d’oncogène (dit “oncomiR”) ou de suppresseur de tumeur

(voir figure 8). Suivant le type de cancer, un même microARN peut être oncogène ou au

contraire contribuer à la suppression tumorale, c’est le cas par exemple dumicroARNmiR-

125b qui serait oncogène dans le cancer du poumon alors qu’il pourrait être suppresseur

de tumeur dans le cancer du sein [80]. Ces microARN (oncomiR et miR suppresseurs de

tumeur) jouent un rôle important dans la tumorogenèse par leur fonction de régulation de

voies cellulaires majeures telles que le contrôle du cycle cellulaire ou de la mort cellulaire.

C’est une étude sur le microARN miR-155 chez la souris qui a permis de faire le

lien direct de cause à effet entre microARN et cancer pour la première fois. L’équipe de

Croce a montré par la surexpression du miR-155 chez des souris transgéniques l’induction

de la prolifération de cellules préleucémiques dans la rate et la moelle osseuse [81]. Ac-

tuellement, le microARNmiR-21 est l’un des oncomiR qui est reconnu comme surexprimé

dans une majorité de tissus tumoraux [82]. Un exemple inverse, miR-15a et miR-16 sont

sous-exprimés dans environ 70% des cas de leucémies lymphoïdes chroniques [83]. Ils

sont considérés comme suppresseurs de tumeur. Ces deux microARN conduisent à la mort

cellulaire en ciblant l’ARNm qui code pour la protéine anti-apoptotique BCL2 (B Cell

Lymphoma 2) [84].

Dans certaines situations, en particulier dans le cancer, une combinaison de plu-

sieurs miR peut être produite par un même pri-miARN (long précurseur), on appelle cela
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un“cluster de microARN”. Le cluster de miR-17-92 étudié pour son rôle favorisant la pro-

gression tumorale est constitué de 6 microARN : miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a,

miR-19b-1 et miR-92a-1. C’est un cluster oncogène, la co-expression de ces microARN

induit une répression importante de protéines tumeurs suppresseurs telles que PTEN [85].

La régulation de l’expression de ce cluster de microARN est induite par l’intermédiaire

de l’oncoprotéine MYC, qui est un facteur de transcription.

4.4 microARN et thérapie

Depuis ces dernières années, l’intérêt pour l’étude des microARN en cancérologie

est considérable [86]. Les études qui portent sur ces petits ARN ont pour objectifs soit de

comprendre leur rôle dans la progression tumorale soit de développer des solutions pour

la clinique afin d’améliorer encore la classification des tumeurs ou bien la thérapie ciblée.

Ces idées sont issues du fait que l’on observe des dérégulations des taux de microARN

dans les cellules tumorales par rapport aux cellules saines. Ainsi pour le diagnostic ces

dérégulations peuvent servir de “signature” d’un type tumoral et pour la thérapie permettre

l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques.

On peut imaginer utiliser les microARN pour des actions thérapeutiques afin de

rétablir une situation de déséquilibre de la concentration de certains microARN dans des

cellules pathologiques et ceci tout en espérant pouvoir limiter les effets secondaires de

cette thérapie puisque la molécule active serait de ce fait composée par un microARN tout

à fait identique au microARN naturellement produit par les cellules. En d’autres termes,

le microARN administré commemolécule thérapeutique permettrait de combler un déficit

de production d’un miR ou de cibler un gène responsable d’une maladie. A l’inverse, pour

les microARN surabondants dans les cellules pathologiques l’utilisation d’antagonistes

de ces microARN permettrait d’inhiber leur action et de rétablir si possible une situation

normale. De plus, l’action de cette thérapie serait limitée dans le temps et parfaitement

ciblée afin de rétablir un équilibre sans modifier durablement le patrimoine génétique. Ce

qui est un point positif d’un point de vue éthique par rapport à d’autres thérapies géniques.

Cette approche devient concrète avec des essais déjà bien avancés dans plusieurs

pathologies. Un premier exemple en train de se développer consiste à contrôler l’angio-
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genèse par l’intermédiaire de microARN pour lutter contre la dégénérescence maculaire

liée à l’âge [87, 88]. Mais l’exemple le plus abouti est certainement le développement de

l’antimiR-122 (antagoniste du microARN miR-122) destiné à lutter contre l’hépatite C

et prévenir surtout les risques ultérieurs de développement d’hépatocarcinomes. En effet,

ce microARN miR-122 est exprimé spécifiquement dans le foie, il représente 70% des

microARN exprimés dans le foie [89]. Or le virus de l’hépatite C utilise ce microARN

pour assurer sa réplication. En 2010, la société Santaris Pharma au Danemark validait un

essai clinique sur des chimpanzés avec le Miravirsen un oligonucléotide complémentaire

du miR-122 [90]. Depuis cet été, une autre entreprise pharmaceutique, Regulus aux Etats

Unis, a commencé un essai clinique en phase II de l’antimiR miR-122 conjugué à une

autre molécule (GalNac) ciblant les “récepteurs des asialoglycoprotéines” très présents à

la surface des cellules hépatiques (voir figure 9).

Figure 9 – Exemple d’adressage d’un duplex nucléotidique aux hépatocytes
Figure extraite de la revue de Kanasty et al (2013) [91]

4.5 La galénique des microARN en thérapie ciblée

Bien que la preuve de concept soit réalisée, la thérapie basée sur les microARN

se heurte à différents obstacles pour être élargie à d’autres maladies. Une des difficultés

concerne la stabilité d’une séquence d’ARN in vivo. En effet, une séquence de ribonucléo-

tides est susceptible d’être rapidement dégradée par les RNases. Diverses modifications

chimiques apportées aux bases ou à la structure des oligonucléotides ARN vont renforcer

la stabilité pour la thérapie. C’est pourquoi le Miravirsen (cité dans l’exemple précédent)

est un oligonucléotide modifié chimiquement, il s’agit d’un LNA (Locked Nucleic Acid

voir Annexe microARN) [90] plus résistant aux dégradations in vivo. Les formes les plus

couramment utilisées de microARN modifiés chimiquement sont présentées en Annexe

microARN.
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Au delà des modifications chimiques des microARN, leur distribution est tout

aussi importante puisque les microARN n’ont pas la capacité de pénétrer spontanément

dans les cellules. Ces petites séquences nucléiques doivent être délivrées dans les cellules

pathologiques et en particulier tumorales, de façon plutôt spécifique. Dans certains cas

particuliers, on peut facilement accroître la spécificité de distribution par des molécules

ayant une forte affinité pour certains récepteurs comme pour le conjugué miR-122/GalNac

ciblant les hépatocytes. Précédemment à ces travaux, des essais basés sur l’utilisation

d’un antimiR du microARN miR-122 couplé à du cholestérol avait été réalisés chez la

souris [92].

Une autre solution actuellement très développée consiste à associer les antagonistes

ou les agonistes de microARN dans des structures de type nanoparticules. Par exemple les

nanoparticules lipidiques sont capables d’incorporer des petites molécules chargées, ce

qui est le cas des microARN. Les particules lipidiques ont l’avantage de passer facilement

la barrière hémato encéphalique favorisant l’efficacité d’un traitement. Sur des lignées

de cellules tumorales (U87, gliome) en culture, il a été montré qu’un antimiR contre

miR-21 (modifié chimiquement, LNA) apporté par des nanocapsules lipidiques abaisse

de manière significative la concentration cellulaire du microARN ciblé [93]. D’autres

nanoparticules de compositions chimiques variées constituent des espoirs pour permettre

un import facilité dans les cellules [94]. Il en est de même de l’utilisation possible des

exosomes (particules naturelles de 100 nm de diamètre environ, ceintes d’une membrane

cytoplasmique) qui sont produites par les cellules elles-mêmes [95].

Enfin une piste de thérapie serait d’utiliser des vecteurs d’expression (virus, plas-

mides) capables de produire un ARN messager codant une protéine cytotoxique et conte-

nant dans sa séquence 3’UTR un site de fixation pour un miR donné. Dans les cellules

contenant ledit “microARN donné”, l’expression de la protéine cytotoxique serait ré-

primée. Ainsi par le choix judicieux d’un “microARN donné” qui est exprimé dans les

cellules normales mais fortement sousexprimé dans les cellules cancéreuses par rapport

aux cellules normales, le vecteur d’expression ne pourrait exprimer la protéine cytotoxique
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que dans les cellules tumorales. De cette manière, si l’adressage de la thérapie n’est pas

spécifique, son expression le sera grâce à la régulation par le microARN donné absent

des cellules cancéreuses que l’on veut éliminer. Un exemple de ce type de thérapie a été

testé sur des cellules du cancer de la vessie, où l’expression de TRAIL (protéine induisant

l’apoptose) est régulée en fonction de l’expression du microARN miR-133 [96].

5 Les chalcones

Les chalcones font partie du grand groupe des flavonoïdes qui sont des molécules

que l’on retrouve naturellement dans certaines plantes. Certaines de ces molécules sont

responsables de la couleur de fruits et de fleurs. Les chalcones se caractérisent par une

couleur jaune et sont retrouvées souvent dans les agrumes comme d’autres sous-groupes

des flavonoïdes tels que les aurones qui sont aussi responsables d’une couleur jaune. Outre

les agrumes, on trouve les chalcones dans de nombreux produits alimentaires comme les

épices, le thé, le chocolat, la bière, le vin... Depuis longtemps cesmolécules sont reconnues

pour leur impact positif sur la santé et sont parmi les principes actifs de plantes médici-

nales. Les flavonoïdes font l’objet de nombreuses recherches associant nutrition et santé.

Par exemple il a été noté récemment que ces molécules permettent d’expliquer le «French

Paradox» [97] qui souligne la contradiction entre le fait que les français consomment un

excès d’aliments gras et ont pourtant une incidence d’accidents cardiovasculaires relati-

vement limitée.

5.1 Structure chimique

Les chalcones sont desmolécules dérivées de plantes.

Ce sont des composés aromatiques (composés avec des

structures cycliques), qui contiennent deux cycles et une

fonction cétone associée à une double liaison comme illus-

tré ci-contre. Le nom chalcone a été donné en 1921 par

Kostanecki et Tambor [98]. En chimie la structure de base

est décrite comme “1, 3-diphényl-2-propène-1-one” et peut aussi être nommée benzalacé-

tophénone ou benzylidène acétophénone [98].
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Figure 10 – Biosynthèse de flavonoïdes, exemple de la naringénine synthétisée dans
les agrumes

(Orlikova et al, 2011) [99]

Cesmolécules sont les précurseurs d’autres membres des flavonoïdes. La formation

des flavonoïdes réside dans la condensation de trois molécules de malonyl-CoA et d’une

molécule acide coumarique-CoA (cf figure 10 [99]). Dans la nature, les chalcones sont syn-

thétisées grâce à une enzyme, la chalcone synthase. Parmi les chalcones les plus connues

de cette grande famille, on trouve la naringénine dont la synthèse chimique peut être

réalisée comme représentée en figure 10. Si son nom n’est pas évocateur, en revanche son

action est beaucoup plus médiatisée. En effet ces dernières années, on a souvent entendu

parler d’effets indésirables observés chez des patients traités par certains médicaments

et consommant du jus de pamplemousse. La naringénine et la bergamottine, présentes

dans le jus de pamplemousse, ont la particularité de bloquer les cytochromes p450. Cela

va réduire l’élimination du médicament et donc augmenter la concentration de celui-ci

dans l’organisme ce qui pourra ainsi amplifier la toxicité du médicament. Globalement,

les chalcones présentent une large palette d’activités biologiques (anti-inflammatoire, an-

tibactérienne...) [100] et notamment une activité antitumorale [101].

Les chalcones peuvent être aussi synthétisées au laboratoire par la réaction de

condensation de Claisen-Schmidt décrite figure 11. Cette réaction est basée sur la conden-

sation d’un dérivé acétophénone condensé avec un benzaldéhyde en présence d’hydroxyde

de potassium dans un mélange d’eau et méthanol [102].
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Figure 11 – Synthèse chimique de chalcone

5.2 Effet antitumoral

Les chalcones représentent une classe importante des flavonoïdes et diverses acti-

vités biologiques leur sont reconnues. Parmi ces propriétés, une activité antitumorale des

chalcones est avérée. Cette activité se caractérise par différentes actions telles que l’in-

duction de l’apoptose, la réduction de la prolifération... Zhang et ses collègues rapportent

l’activité antitumorale d’au moins une cinquantaine de molécules de type chalcone testées

sur un ou plusieurs modèles cellulaires [103].

Les effets sur le cycle cellulaire par des chalcones ont été largement mis en évi-

dence. Plus particulièrement, l’arrêt en G2/M est un des effets fréquemment observés pour

plusieurs chalcones [104–106], ce qui peut représenter un atout notamment pour traiter

des cellules tumorales de glioblastome [107] et de cancer de la vessie [108].

6 Les objectifs de la thèse

Ce projet de thèse, basé sur une approche théranostique, fait appel à différents

domaines scientifiques : la biologie cellulaire, la biologie moléculaire et la chimie dans

un contexte clinique de la cancérologie. Les deux modèles de cancer étudiés pour cette

approche sont complémentaires. En effet, ces deux types de cancers particulièrement

agressifs permettent de soulever des questions différentes d’un point de vue clinique. Les

tumeurs du cerveau sont difficiles à soigner du fait d’un diagnostic médiocre, de l’absence

de traitement adapté et efficace et de la difficulté fréquente pour les molécules théra-

peutiques de parvenir à franchir la barrière hémato-encéphalique. Quant aux tumeurs de

la vessie, la difficulté de traitement réside dans la capacité de ces tumeurs à évoluer et

développer des phénomènes de résistance aux traitements.
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Partant des besoins en clinique d’améliorer le diagnostic et la thérapie, une approche

théranostique liant les deux paraît très attractive à concevoir afin de pouvoir mettre au point

une approche thérapeutique reposant sur les résultats d’un diagnostic qui serait porté grâce

au dosage des microARN dérégulés dans les tumeurs. Pour tenter d’avancer par rapport à

cette problématique, plusieurs questions intermédiaires se posent selon les deux axes que

l’on souhaite améliorer.

Figure 12 – Etapes d’un développement d’une approche théranostique et objectifs
du projet de thèse

Le point de départ étant le diagnostic sur lequel reposera la thérapie (figure 12), il

est important de trouver des solutions pour l’améliorer tout en gardant en tête un transfert

cohérent vers les laboratoires d’analyse clinique à plus long terme. Il faut donc évaluer

différents points :

X Quels types de tissus étudier (tissus congelés, fixés, liquides biologiques) ?

X Quelle technique est la plus sensible, la plus fiable et facile à appliquer en

routine ?

X Quel est le nombre minimum de marqueurs indispensables ?
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A ces questions très pratiques, s’ajoutent des questions plus techniques qui révèlent

parfois des difficultés qu’il faudra surmonter pour répondre aux questions précédentes. Par

exemple, instinctivement nous pensons qu’il est préférable pour le patient que le diagnostic

soit fait de la manière la moins invasive possible. Pour cela, un dosage de biomarqueurs

par simple prise de sang serait l’idéal. Mais à l’heure actuelle même si l’on sait que des

microARN sont présents dans le sang (en particulier dans le sérum), les doser avec préci-

sion pour établir un diagnostic fiable est un problème car nous nous trouvons en limites de

détection des techniques de dosages. Des améliorations techniques sont donc absolument

nécessaires. Une autre façon d’aborder le problème du diagnostic est de comparer ce que

l’on fait en recherche (souvent un travail sur tissus congelés) par rapport à ce qui ce fait

en clinique en routine (diagnostic des anatomopathologistes sur tissus fixés). Un premier

objectif est donc d’évaluer et mieux cerner ce que chaque type d’échantillon présente

comme avantages et inconvénients.

L’étape d’évaluation des différents échantillons de départ réalisée, une sélection des bio-

marqueurs (microARN) est envisagée. Il faut recueillir un maximum d’informations des

différents types d’échantillons pour atteindre l’objectif de choisir les marqueurs les plus

fiables, les plus robustes pour le diagnostic.L’étape suivante consiste à trouver le nombre

minimum de microARN informatifs. A l’évidence un seul marqueur n’est pas suffisant

pour faire ressortir des nuances entre plusieurs types de tumeurs très proches ; il émerge

que l’on doit trouver un compromis pour au final aboutir à un protocole de diagnostic qui

serait dans l’idéal : fiable, rapide et peu onéreux.

La deuxième partie du projet, consiste à se servir du diagnostic afin de personnaliser

le traitement du patient. Le but ultime étant de disposer d’un traitement mieux accepté

par l’organisme tout en complétant les traitements actuels. Avant d’aborder cet axe là du

projet, il y a quelques questions de galénique qui orientent cette réflexion :

X Sous quelle forme utiliser les microARN en thérapie ?

X Comment les acheminer jusqu’à la tumeur ?

Outre les effets secondaires qui sont à craindre pour le patient, lors du dévelop-

pement d’un nouveau composé thérapeutique basé sur les microARN, il faut faire face à

plusieurs difficultés liées à la réaction des cellules réceptrices vis-à-vis de ce composé. En
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effet, on se heurte à l’éventualité que les microARN, bien que naturellement présents dans

les cellules, risquent d’être dégradés avant même d’avoir eu un effet. Si on les protège

de la dégradation de manière excessive, l’organisme est susceptible de les reconnaître

comme du non soi, engendrant par exemple une réponse immunitaire. De même, la chimie

des microARN pourrait influencer leur biodisponibilité et donc l’efficacité avec laquelle

ils vont atteindre leurs cibles. Toujours d’un point de vue pharmacologique, on peut se

demander quel sera l’effet si l’on combine ces microARN “thérapeutiques” avec une autre

thérapie. Et si en répondant de manière optimiste à cette question, on trouvait un moyen

original de distribuer les microARN à la tumeur ? Cette idée repose sur la connaissance

de certaines molécules anticancéreuses pouvant pénétrer spontanément à l’intérieur des

cellules telles que certaines chalcones. De plus, l’équipe de Maltese a montré que les

chalcones pouvaient passer la barrière hémato-encéphalique [109]. Cela est un avantage

pour un traitement d’une pathologie dans le cerveau. L’idée ici est donc de se baser sur

les propriétés des microARN et des chalcones pour développer une nouvelle stratégie

thérapeutique. On espère une synergie des effets des deux molécules tout en utilisant la

chalcone pour amener les microARN jusque dans la cellule. Cet objectif nécessite des

étapes intermédiaires. Un des objectifs consiste à définir comment modifier chimi-

quement le microARN pour le conjuguer à une chalcone. Le second objectif lié au

précédent concerne la chalcone, il faut choisir un dérivé actif permettant l’associa-

tion, voire le couplage, avec le microARN. L’objectif final serait d’évaluer le conjugué

sur différents paramètres, l’améliorer pour arriver jusqu’à une phase préclinique qui

consiste à tester in vivo l’effet d’un nouveau traitement.
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Matériels et Méthodes
1 Matériels

1.1 Echantillons tissulaires

Deux types d’échantillons tissulaires ont été étudiés : des tissus congelés et des

tissus inclus en paraffine (tissus FFPE ; FFPE pour formalin-fixed paraffin-embedded). Ces

échantillons obtenus par l’intermédiaire du Centre de Ressources Biologiques du Centre

Hospitalier Universitaire (CHU) de Grenoble sont des échantillons normaux ou tumoraux

de cerveau. Ils ont été obtenus après exérèse ou biopsie au bloc opératoire du Département

de Neurochirurgie. Ils sont conservés à -80° C ou fixés et déshydratés et inclus dans un

bloc de paraffine. A partir des échantillons en paraffine, les anatomopathologistes réalisent

des coupes fines et établissent un diagnostic des tissus tumoraux après coloration pour

observations histologiques et cytologiques et après marquages immuno-histochimiques.

Chaque patient a signé un consentement écrit permettant l’utilisation anonyme des échan-

tillons pour des projets de recherche.

1.2 Lignées cellulaires

Plusieurs lignées cellulaires ont été utilisées comme modèles dans ce projet. Elles

ont été obtenues soit à l’ATCC (American Type Culture Collection) soit auprès de sociétés

commerciales notamment ScienCell.

Les cellules U87MG (modèle de cancer du cerveau : tumeur gliale de type glioblas-

tome) sont cultivées en milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) contenant

4,5 g/l de glucose complété avec 10% de sérum de veau fœtal. Des antibiotiques (100

U/ml de pénicilline et 100 mg/ml de streptomycine) et des acides aminés (GlutaMAX 1X

de Gibco : L-alanine et L-glutamine) sont ajoutés à ce milieu permettant de meilleures

conditions de cultures aux cellules. Ce sont des cellules adhérentes.
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Les cultures primaires d’astrocytes humains (cellules HA) sont réalisées en milieu

AM (Astrocyte Medium de ScienCell) contenant aussi 10% de sérum de veau fœtal et des

antibiotiques (cf ci-dessus). Des suppléments de croissance pour astrocytes (ScienCell)

sont ajoutés. Ces cellules sont adhérentes mais nécessitent un pré-coating des boîtes de

cultures avec de la poly-D-lysine (Sigma).

Les cellules RT112 (modèle de cancer de la vessie) et RT112CP (lignée devenue

résistante au cisplatine par culture prolongée dans un milieu contenant des doses sublé-

tales de cisplatine) sont elles cultivées en milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute

medium) avec, comme pour les autres milieux, 10% de sérum de veau fœtal et des anti-

biotiques. Les RT112 et RT112CP [110] sont des cellules adhérentes.

Pour leur croissance, toutes ces lignées cellulaires sont maintenues dans un incu-

bateur à 37° C et 5% de CO2. Lorsque les cellules sont à confluence, après avoir enlevé le

milieu de culture, elles sont lavées au PBS pour éliminer le sérum. Puis le tapis cellulaire

est traité à la trypsine-EDTA pendant 2 minutes à 37° C et les cellules sont ensuite reprises

dans du milieu de culture pour être réensemencées au 1/10ème. Dans le cadre de traitements

(chalcone ou antimiR), les cellules sont ensemencées en plaque 96 puits ou 6 puits et sont

ensuite traitées avec les molécules étudiées pendant 16 h, 24 h, 48 h ou 72 h. Quant aux

extractions d’ARN sur cellules, elles sont faites à partir d’un culot d’environ un million de

cellules.

1.3 Molécules d’intérêt pharmacologique testées

1.3.1 Les antimiR

Les antagonistes de microARN (antimiR) sont de petites molécules simple brin

ressemblant aux microARN. Elles présentent quelques différences par rapport aux oligo-

nucléotides naturels pour leur assurer une stabilité dans la cellule lors de la transfection.

La séquence est complémentaire de celle du microARN dont on souhaite réduire l’action.

Après avoir sélectionné quelques microARN d’intérêt, les premiers tests de transfections

sont réalisés à partir d’oligonucléotides commerciaux. Les antimiR utilisés pour le projet
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sont des “mirVana miRNA Inhibitors” commercialisés par ThermoFisher Scientific. Du

point de vu de la chimie, il s’agit d’oligonucléotides combinant des nucléotides de type

LNA (Lock Nucleic Acid, cf Annexe les AntimiR) et des ribonucléotides normaux. On

dispose à la réception du produit de 5 nanomoles de l’antimiR en poudre. Les 5 nanomoles

sont remises en solution dans 100 µl d’eau. Ainsi on obtient une solution “mère” à 50 µM.

Puis lors de la préparation des complexes antimiR et agent de transfection, on fait une

dilution au 1/5ème de sorte à travailler avec des antimiR à 10 µM. Les antimiR sont en

concentration finale dans le puits à 30 nM.

Pour la suite du projet, une collaboration avec le laboratoire d’Eric Defrancq (Départe-

ment de Chimie Moléculaire, Université Grenoble Alpes) étant spécialisé dans l’étude des

oligonucléotides a été engagée. Les oligonucléotides sont réalisés avec une structure phos-

phorothioate (cf annexe “Les antimiR”) . Ces antagonistes ont la même séquence que les

antimiR commerciaux. Ils sont testés dans les mêmes conditions que dans le paragraphe

précédent.

1.3.2 Les chalcones

La synthèse des dérivés de chalcone est réalisée par le laboratoire d’Ahcène

Boumendjel (Département de Pharmacologie Moléculaire, Université Grenoble Alpes).

Les molécules testées sont obtenues à partir des réactions décrites en Introduction (cf

Figure 11 en page 49).

En pharmacochimie, on sait que lorsqu’un petit changement est introduit dans la

structure d’une molécule pharmacologique, son activité peut-être complètement modifiée.

Les molécules créées par l’équipe d’Ahcène Boumendjel ont été synthétisées avec pour

objectif de garder l’activité antitumorale de la chalcone tout en présentant un groupement

fonctionnalisé pour pouvoir lier de manière covalente un analogue de microARN. Les

molécules testées sont décrites dans le tableau 2 (page 58).
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Molécules

Formule C18H16N2O C18H16N2O

Masse moléculaire 276 276

Log P théorique 4.09 3.36

Nom A1 A2

Molécules

Formule C18H16N2O C20H20N2O3

Masse moléculaire 276 336

Log P théorique 3.58 3.84

Nom A3 B1

Table 2 –Molécules de chalcones testées

Le Log P permet d’appréhender l’hydrophobicité d’une molécule. Plus cette valeur est
élevée moins la molécule est hydrophile.

1.4 Données bioinformatiques

1.4.1 Données transcriptomiques

Des données transcriptomiques sont accessibles à tous à partir de bases de données

mises en ligne sur internet. Les auteurs de publications comportant des données trans-

criptomiques doivent généralement procéder aux dépôts en ligne lorsque les données sont

nouvellement produites. Ces données sont référencées sous un numéro d’étude qui est

indiqué sur la publication. Par exemple, le travail de Phillips et al [111] correspondant à la

base de données “GEOdataset” (http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) est référencée par le
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numéro GSE4271. Ces données peuvent être ré-analysées par quiconque et leur utilisation

est mentionnée alors avec le même numéro tout en faisant référence aux premiers auteurs.

Li et ses collaborateurs [112] se sont basés sur les travaux de Phillips puis ont com-

plété leur étude avec des données déposées sur une base dédiée aux tumeurs du cerveau,

la base de données REMBRANDT (REpository for Molecular BRAin Neoplasia DaTa,

http ://www.betastasis.com/glioma/rembrandt/gene_expression_in_glioma_subtypes/).

Les données de ces deux études sont des profils d’expression d’ARN messagers réalisés

sur puces Affymetrix HG-U133.

Une autre base de données plus complète est disponible et gérée par le Natio-

nal Institutes of Health (NIH), cette base s’appelle The Cancer Genome Atlas (TCGA,

http ://cancergenome.nih.gov/). Cette base regroupe pour 33 types de cancers plusieurs

centaines de données cliniques (soit 11 000 patients) avec les données moléculaires asso-

ciées. Les données utilisées pour l’analyse présentée ici sont issues de la catégorie Gliomes

de haut grade. Un sous-ensemble de 112 tumeurs a été étudié à partir des profils d’ex-

pression d’ARN messagers par Verhaak et al. Ces mêmes données (n=112 tumeurs) ont

été ré-analysées pour le projet de thèse en prenant en compte les trois méthodes de clas-

sification à partir d’expression d’ARN messagers (Li (2009) [112] , Phillips (2006) [111]

et Verhaak (2010) [113]) pour constituer et mieux caractériser les groupes d’apprentis-

sage pour les tests statistiques qui concernent ensuite le diagnostic à partir des données

d’expression des microARN. Un autre ensemble de 90 tumeurs qui n’a pas été classé

par Verhaak et al est inclu dans un groupe de validation après le choix des microARN

discriminants pour le diagnostic.

1.4.2 Données de structure des protéines

Les protéines testées pour la modélisation de la fixation des chalcones étudiées sont

issues de publications. Les structures tridimensionnelles de ces protéines déterminées à

partir de l’étude de leurs cristaux sont connues et référencées dans la base de données

Protein Data Bank (PDB). Pour chaque protéine, le fichier (.pdb) donne les coordonnées

spatiales de chaque acide aminé et atome. Le site de fixation des ligands de ces protéines

sont connus et indiqués dans le fichier PDB de la protéine.
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2 Méthodes

2.1 Transfection d’antimiR

Trois agents de transfection (SIPORT-NEOFX (Ambion), Ribocellin (Cliniscience)

et lipofectamine RNAimax (Invitrogen)) ont été utilisés et leurs efficacités comparées. Les

complexes associant les agents de transfection et antimiR sont créés selon les recomman-

dations du fournisseur. Ces complexes sont ensuite ajoutés aux milieux de culture de sorte

que les antimiR transfectés soient en concentration finale dans le puits de 30 nM. Les

antimiR qui ont été utilisés pour la réalisation de ce projet sont soit d’origine commerciale

(mirVana miRNA inhibitor de ThermoFisher Scientific) soit des oligonucléotides synthé-

tisés par le laboratoire d’Eric Defrancq (Département de Chimie Moléculaire, Université

Grenoble Alpes). Le détail des antagonistes de microARN utilisés est décrit dans la partie

“Matériel - Les AntimiR” et en annexe “Les microARN”.

Pour s’assurer de l’efficacité de la transfection lors de chaque expérience, l’utili-

sation d’un contrôle positif, est nécessaire. Le contrôle choisi est le Cell Death (Qiagen)

qui est un mélange de petits ARN (small interfering RNA : siRNA) induisant la mort

cellulaire dans de nombreuses cellules. Il est utilisé dans les mêmes conditions que les

tests avec les antimiR. Dans ces conditions d’utilisation on souhaite provoquer la mort de

80% minimum des cellules à 48 h après la transfection.

2.2 Préparations d’acides nucléiques

2.2.1 A partir de tissus congelés ou de culots de cellules

Les extractions d’ARN à partir d’échantillons tissulaires congelés (80 mg) ou

d’échantillons cellulaires (1.106 cellules) sont réalisées à l’aide du kit mirVana (mirVa-

naTM miRNA Isolation Kit, Ambion). L’utilisation de ce kit permet de séparer les “ARN

longs” (de taille supérieure à 200 bases) des “ARN courts” (de taille inférieure à 200

bases). Ainsi l’étude des microARN est réalisée sur la fraction “ARN courts” enrichie en

microARN.
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Après avoir lysé l’échantillon dans un tampondénaturant, on ajoute duPhénol-Chloroforme

acidifié permettant de récupérer les ARN dans la phase aqueuse alors que les protéines

restent dans la phase organique (phénol) et l’ADN à l’interface. La phase aqueuse est

récupérée puis on ajoute d’abord 33% (du volume récupéré) d’éthanol ce qui permet de

précipiter les ARN de grandes taillles qui sont retenus sur une colonne de silice. A l’éluat

de cette première colonne, on ajoute 66% d’éthanol ce qui précipite les petits ARN. Ces

derniers sont alors retenus sur une deuxième colonne de silice. Les colonnes de silice sont

ensuite soumises à plusieurs lavages et les contaminants sont éliminés. Les ARN longs

et ARN courts sont enfin élués des colonnes respectives dans 100 µl d’eau “RNase free”

chauffée à 95° C.

2.2.2 A partir de tissus FFPE

Les échantillons de tissus fixés ont la particularité d’être inclus en paraffine. De

plus les échantillons ont subi plusieurs étapes de traitement chimique pour être fixés ren-

dant l’extraction d’ARN particulièrement délicate. Afin d’obtenir les meilleurs rendements

et/ou qualités d’ARN plusieurs kits ont été testés en parallèle.

Deux types de kits d’extraction de microARN à partir de tissus fixés sont actuel-

lement commercialisés : par extraction sur colonne de silice ou par capture sur billes

magnétiques. Dans les deux cas de figure, le protocole commence par une étape primor-

diale de déparaffinage des coupes de tissus. En fonction des kits, la quantité de matériel de

départ est comprise entre 1 à 2 coupes de 10 µm d’épaisseur ou 1 coupe de 20 µm. Les

échantillons sont ensuite lysés à l’aide d’un tampon de lyse contenu dans chaque kit.

X Extractions sur colonne : Les échantillons sont chauffés à 80° C pendant 15

minutes pour casser les hybridations non spécifiques qui se sont créées lors de

l’inclusion en paraffine de l’échantillon. Cette étape est suivie d’un traitement

de l’échantillon à la DNase pour éliminer l’ADN génomique. Puis un volume

d’éthanol est ajouté pour précipiter les ARN courts. Ces ARN seront par la suite

retenus sur une colonne. Après plusieurs lavages, l’élution se fait dans un petit

volume qui ici a été fixé à 30 µl pour harmoniser le volume entre les différents

kits testés.
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X Extractions sur billes : Les billes magnétiques sont suspendus dans leur solution

tampon en les vortexant. L’échantillon est mélangé à un volume de 80 µl de

suspension de billes (correspondant à environ 80.106 billes) pendant 40 minutes

à 30° C dans un agitateur. Les ARN ont de cette manière la possibilité de

s’hybrider sur les billes où sont greffés des oligonucléotides complémentaires

(voir figure 13) de chacun des microARN recensés dans la version 18 de

miRBase. L’avantage de cette méthode, c’est la rapidité des lavages grâce à la

récupération magnétique des billes capturant les microARN. L’élution se fait

ensuite dans 100 µl de solution tampon portée à 70° C.

Figure 13 – Extraction des microARN avec des billes magnétiques recouvertes d’oli-
gonucléotides

2.2.3 Quantification des ARN

La concentration en ARN est mesurée grâce à une méthode basée sur l’utilisation

d’un intercalant fluorescent (Qubit, ThermoFisher Scientific) et en utilisant une gamme

étalon réalisée avec un standard ARN de concentration parfaitement connue. Ensuite la

qualité des ARN extraits est vérifiée par électrophorèse miniaturisée dans un gel réalisée

sur des puces“RNA 6000 Nano Lab Chip” (bioanalyseur Agilent 2100) suivant les instruc-

tions du fournisseur. Les ARN sont rendus fluorescents par un intercalant introduit dans

le gel et leur migration est inversement proportionnelle à leur taille. A partir des électro-

phorégrammes on peut extraire des informations qualitatives et quantitatives transcrites

à l’utilisateur par un indicateur appelé RIN (RNA Integrity Number) afin de valider la

qualité des préparations. On considère un échantillon de bonne qualité lorsque la valeur

de RIN est comprise entre 8 et 10 (sur une échelle de 1 à 10).
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2.3 Dosages des ARN

2.3.1 RT-qPCR adaptée aux microARN

Le dosage des ARN se fait classiquement avec la méthode de RT-qPCR qui se

décompose en deux étapes : une première étape de RT (Reverse Transcription ou transcrip-

tion inverse), puis une seconde étape d’amplification, dite qPCR (quantitative Polymerase

Chain Reaction). La qPCR permet une quantification relative nécessitant la mesure de

microARN normalisateurs.

Figure 14 – Option technique pour l’étape de reverse transcription
un primer en boucle (ThermoFisher Scientific) versus un primer linéaire

La transcription inverse permet la rétro-transcription des ARN en ADNc. Pour les

microARN, elle est réalisée avec les kits MiR TaqMan Individual Assay (ThermoFisher),

spécifiques de chacun des microARN. La spécificité de ces kits repose sur l’utilisation

d’une amorce en forme de boucle contrairement à une amorce ordinaire qui est linéaire (cf

Figure 14). Cette propriété de l’amorce n’autorise la transcription inverse que de la forme

mature de chaque microARN. Les éléments utilisés pour la synthèse de l’ADNc sont la

reverse transcriptase, les dNTP, un inhibiteur de RNase (RNAsin) qui proviennent du kit

TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher). Au mélange réactionnel,

réalisé selon les recommandations du fournisseur, on ajoute les primers en boucle et 10 ng

d’ARN. Puis la transcription inverse se déroule en trois temps : l’hybridation des amorces

(30 minutes à 16°C) ; la fixation de l’enzyme et la phase de synthèse dumonobrin d’ADNc

(30 minutes à 42° C) et enfin l’inactivation de l’enzyme (5 minutes à 85° C). Des contrôles

pour détecter les réactions faussement positives sont réalisés afin de vérifier par exemple

que les échantillons ne sont pas “contaminés” par de l’ADN génomique.

A partir d’ADNc, on procède ensuite à la qPCR qui est une PCR avec acquisition en

temps réel (à chaque cycle) des niveaux de fluorescence reflétant la quantité d’ADN double
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brin produite. La qPCR est réalisée grâce au kit TaqMan Universal PCR Master Mix 2X

(ThermoFisher) selon le protocole optimisé par le fournisseur. Les sondes TaqMan avec les

primers sont ajoutés (TaqMan microRNA assays probe) au mix pour permettre le suivi de

fluorescence. En effet, les sondes TaqMan sont créées en exploitant le phénomène FRET

(Fluorescent Resonance Energy Transfer) car elles comportent un fluorophore (FAM) et

un “quencher” (MGB). Les cycles de qPCR et l’acquisition des résultats sont réalisés

grâce au CFX96 de la société Biorad. Une première étape de 10 minutes à 95 ◦C permet

la dénaturation des matrices et l’activation de l’enzyme. La qPCR est ensuite réalisée par

une répétition de 45 cycles identiques (15 secondes à 95° C pour permettre la dénaturation

des brins d’ADN ; suivies de 60 secondes à 60° C pour réaliser l’hybridation des primers

et l’amplification). La mesure de fluorescence est enregistrée à la fin de chaque cycle.

Lorsque la valeur de fluorescence d’un échantillon dépasse un seuil minimal défini par

le constructeur, le cycle est désigné comme le Ct (Cycle threshold ou désormais nommé

Cq pour Cycle de quantification). Sa valeur est inversement proportionnelle à la quantité

initiale d’ADNc, donc de microARN.

L’analyse de l’expression génique est calculée selon la méthode des ∆∆Cq. Après

l’acquisition des données, une normalisation est effectuée afin de corriger les biais entre

échantillons. Pour cela, on réalise (en parallèle des dosages des microARN d’intérêt) le

dosage de plusieurs petits ARN (tels que des ARN nucléaires) dont les quantités sont

connues pour être stables entre les échantillons et serviront de calibrateurs. Les meilleurs

calibrateurs sont choisis en utilisant la méthode GeNorm du package NormqPCR [114].

Puis le Cq (Cq) de chaquemicroARNd’intérêt est normalisé par soustraction de lamoyenne

de dosage de deux ou trois calibrateurs. Enfin les échantillons sont comparés entre eux

(quantification relative) par la relation suivante :

miRechA/miRechB = (1 + Efficacité)−(CqechA−CqechB)

L’efficacité est calculé à l’aide d’une gamme de plusieurs dilutions d’un même échantillon

(1, 1/10ème, 1/100ème ...). Entre un échantillon et sa dilution au dixième, on sait que la

différence des valeurs de Cq est de 3,3 cycles lorsque celle ci est efficace à 100%. Les

dosages de différentes dilutions séparées d’un facteur 10 permettent ainsi de connaître

l’efficacité de la réaction qui doit être comprise entre 80% et 100% pour que le dosage

soit correct.
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2.3.2 Analyse par hybridation sur puces microARN

Les puces utilisées (microARN Genechip Affymetrix), comportent des sondes de

capture spécifiques des microARN sous forme d’oligonucléotides synthétisés directement

sur la puce par photolithographie. Elles sont composées de dizaines de milliers de “pro-

besets” (ou sondes), correspondant aux séquences complémentaires des microARN et à

d’autres petits ARN. En outre, plusieurs autres séquences spécifiques sont présentes et

servent de contrôle qualité grâce à l’utilisation de standards rajoutés aux échantillons.

Les séquences des sondes, d’environ 25 nucléotides ont été conçues à partir des sé-

quences de la base de données Sanger miRbase pour les microARN et des bases En-

sembl (http ://www.ensembl.org) et SnoRNABase (https ://www.snorna.biotoul.fr) pour

les autres petits ARN. La découverte de nouveaux microARN grâce au séquençage de

nouvelle génération a permis de faire évoluer la liste, des microARN connus. Ainsi la base

de données miRBase ne cesse d’être implémentée. La version 3 (v3) des puces microARN

est basée sur la version 17 de miRbase et comporte des probesets correspondant à 1 733

miARN matures humains (et 1658 prémiR humains) ; la version 4 (la plus récente dispo-

nible) est basée sur la version 20 de miRbase et contient des probesets correspondant à

2 578 miARN humains (et 2 025 prémiR humains). Les dosages de microARN par puces

à ADN sont réalisés à partir des fractions d’ARN courts. 200 ng d’ARN courts subissent

d’abord un marquage (Kit FlashTag Biotin HSR, Genisphere). Ce marquage est réalisé en

deux temps : une première étape consiste à ajouter une extrémité poly-A en position 3’ des

ARN, puis une seconde à réaliser une réaction de ligature permettant d’ajouter au niveau

des extensions poly-A des ARN un complexe multi-biotinylé. Les échantillons marqués

sont ensuite hybridés sur la puce à 48 ◦C pendant 16 h.

2.3.3 Analyse des ARNm par hybridation sur puces HTA

Les puces HTA (Human Transcriptome Array) sont manufacturées de la même

manière que les autres puces Affymetrix : les probesets (sondes) sont synthétisés directe-

ment sur la puce. La particularité de ces puces c’est leur densité. Il y a plus de 6 millions

de probesets permettant d’évaluer l’expression très précisément de toutes les formes de

65 000 gènes humains (codant ou non pour une protéine) soit plus de 100 000 isoformes.

La configuration des probesets (cf Annexe Les puces Affymetrix) est faite pour couvrir les

exons mais aussi les introns avec en plus des probesets dits de “jonction” qui contiennent
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des fragments de séquences retrouvés au niveau des jonctions entre deux exons en consé-

quence du processus d’épissage des ARNmessagers. Ces probesets de jonction permettent

de distinguer les transcripts différents d’un même gène (résultants des phénomènes d’épis-

sages alternatifs). Sur ces puces, 70% des probesets représentent des exons pour 30% de

probesets de jonction.

200 ng d’ARN longs (>200 bases) sont rétro-transcripts en ADN complémentaire et le brin

correspondant à la séquence de chaque ARNm est amplifié. Les brins d’ADN complémen-

taire synthétisés est sont ensuite fragmentés pour incorporer aux extrémités des fragments

obtenus des groupements de biotine afin de permettre la détection des hybridations sur

la puce. Les fragments d’ADN complémentaire sont hybridés sur la puce pendant 16 h à

45° C.

2.3.4 Dosage des microARN par la méthode QuantiGene

QuantiGene est une méthode directe de quantification des ARN ou des ADN.

Pour le dosage des microARN, cette technique est basée sur l’utilisation de plusieurs types

d’oligonucléotides qui permettent d’assurer la capture desmicroARNet leur détection dans

des puits de plaques 96 puits, ce qui fait ressembler cette méthode à la méthode ELISA

pour les protéines. Au fond d’un puits d’une plaque 96 puits sont greffées des séquences

génériques (“capture probe”). Elles permettent l’accrochage d’un autre oligonucléotide

(“capture extender”) de séquence spécifique pour la capture d’un microARN donné. Après

hybridation des microARN à doser, un oligonucléotide spécifique (“label extender”), lui

aussi complémentaire de la séquence du microARN, vient se fixer par hybridation. Ce

dernier oligonucléotide permettra la fixation de nombreux éléments appelés (“Amplifiers”)

comme illustré dans la Figure 15. Ces éléments permettent d’amplifier le signal de manière

directe et spécifique d’une séquence d’intérêt (dans ce cas unmicroARN) que l’on souhaite

doser. L’échantillon (culot cellulaire ou coupe de tissus) est tout d’abord lysé puis l’extrait

est incubé dans le puits pendant 16 h à 46° C. On révèle une quantité de molécules

présente dans le puits par luminescence. En parallèle une gamme avec un nombre connu

de molécules est réalisée permettant une quantification absolue pour tout échantillon

inconnu. La luminescence est mesurée sur un lecteur de plaque PHERAstar FS (BMG

LABTECH).
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Figure 15 – Principe du dosage QuantiGene
(Panomics)

2.3.5 digital droplet PCR

La digital droplet PCR est une technique récemment mise en avant et rendue acces-

sible aux laboratoires par la commercialisation des équipements spécifiquement adaptés

à cette méthode mais le principe a toutefois été décrit il y a plus de vingt ans par Sykes

et al [115]. Le principe repose sur la réalisation de dilutions des échantillons jusqu’à une

dilution limite qui permettrait d’obtenir une multitude d’échantillons tellement dilués que

chaque copie d’ARN ou d’ADN composant l’échantillon de départ et que l’on veut doser

par PCR serait individualisée. Pour obtenir cette individualisation des molécules à doser,

la solution technique qui a été développée consiste à disperser un échantillon dans des

microgouttelettes de 1 nl suspendues sous forme d’émulsion dans une phase lipidique.

Chacune des gouttelettes contenant les acides nucléiques à doser et les réactifs et enzyme

nécessaire pour l’amplification par PCR, il est alors possible de placer la suspension des

gouttelettes dans un thermocycler et provoquer la réalisation d’une réaction de PCR dans

chacune des gouttelettes de manière indépendante des voisines. L’intérêt d’isoler chacune

des copies réside dans le fait d’être plus précis pour la quantification.

D’un point de vue statistique, la réalisation de ces multiples PCR (au total 20 000 goutte-

lettes sont présentes dans chaque émulsion, représentant ainsi 20 000 réactions de PCR par

échantillon) va permettre une quantification plus fiable par rapport à des triplicats réalisés

sur l’échantillon global. Ainsi on ne quantifie plus la fluorescence pour déterminer un

seuil de quantification (Cq) comme on le fait pour la PCR quantitative (cf chapitre 2.3 pa-
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ragraphe RT-qPCR adaptée aux microARN) mais on sépare après la PCR les gouttelettes

dans un analyseur de gouttelettes et on compte tout simplement le nombre de gouttelettes

au sein desquelles s’est réalisée une amplification des acides nucléiques à doser et qui

de ce fait sont fluorescentes. Seules les gouttelettes qui lors de leurs formations auront

incorporé une molécule d’acide nucléique à doser amplifieront les molécules, ce qui sera

associé avec une production de fluorescence.

Pour ce projet, la méthode utilisée est celle de Biorad (équipement QX 100). Après

une étape de transcription inverse spécifique d’un microARN, la PCR est réalisée à partir

de 8 µl de produits de “Reverse Transcription” auxquels on ajoute 1 µl d’amorces, 2 µl

d’eau et 11 µl de “ddPCR supermix” (Biorad). Ensuite 20 µl du mélange précédent sont

déposés dans le puits “échantillon” d’un barrette ddPCR (Biorad). 70 µl d’huile sont mis

dans le puits “huile” avant que l’émulsion soit obtenue par microfluidique. A la fin de

l’étape de création de l’émulsion, on récupère avec précaution (afin de ne pas “casser”

l’émulsion) 40 µl de gouttelettes pour les déposer dans une plaque standard de PCR. La

PCR est réalisée en 40 cycles (15 secondes à 95° C suivies de 60 secondes à 60° C). A

l’issue de la PCR, l’échantillon est analysé dans un appareil similaire à un cytomètre en

flux pour détecter la fluorescence de chacune des 20 000 gouttelettes.

2.4 Test MTT

Le test MTT est réalisé afin d’évaluer la cytotoxicité des molécules d’intérêt phar-

macologique de ce projet en mesurant la viabilité des cellules mises au contact de ces

molécules par dosage d’une activité enzymatique. Il s’agit d’un test rapide, colorimé-

trique reposant sur la capacité des cellules viables à transformer un sel de tétrazolium,

le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium), en formazan

(cristaux violets) formé dans la mitochondrie grâce à une activité réductase [116].

Le test est réalisé en plaque 96 puits et les cellules sont ensemencées à 3 000

cellules par puits. Après un temps d’incubation avec les molécules à tester, le milieu de

culture est retiré avant de le remplacer par du milieu contenant le MTT (100 µl du mélange

réactionnel par puits). Ce milieu réactionnel est composé de 10 ml de milieu DMEM

ou RPMI sans rouge phénol auxquels on ajoute 1ml de solution MTT à 5 mg/ml (dilué
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en PBS). Les cellules sont ensuite remises à l’étuve (37° C, 5% de CO2) avec 100 µl

du mélange réactionnel par puits pendant 3 h. Suite à cette incubation, la quantité de

cristaux de formazan formée est fonction de la viabilité des cellules. Le milieu est retiré

puis 100 µl de DMSO sont ajoutés pour solubiliser les cristaux formés. La plaque est

ensuite agitée pour homogénéiser la solubilisation du formazan avant de mesurer la DO au

spectrophotomètre à 570 nm et la corriger de la DO à 650 nm. La DO est proportionnelle

au nombre de cellules viables par puits. Un témoin négatif et un témoin positif sont réalisés

et l’on en déduit un pourcentage de viabilité en utilisant la formule suivante :

viabilité = 100 ∗ (DO −DOnégatif )/(DOpositif −DOnégatif )

Les résultats sont exprimés par la moyenne des pourcentages de cellules vivantes calculés

pour au moins trois mesures par condition.

2.5 Cytométrie en flux

La cytométrie en flux consiste à étudier un ou plusieurs paramètres phénotypiques

cellulaires de manière simultanée par une analyse à haut débit et individuelle de chaque

cellule. Pour cela, après marquage des cellules, par hydrofocalisation, une à une les cellules

de l’échantillon passent devant un détecteur qui enregistre les signaux des paramètres étu-

diés. Auminimum, sansmarquage spécifique, l’appareil enregistre la taille et la granulosité

des cellules. D’autres paramètres peuvent être suivis par marquage fluorescent. C’est le

cas de l’analyse du cycle cellulaire, du suivi de la mort cellulaire par apoptose et de l’éva-

luation de l’efficacité de transfection des antimicroARN en utilisant un oligonucléotide

fluorescent qui ont été explorés dans ce travail.

2.5.1 Analyse du cycle cellulaire

Demanière simplifiée, on considère qu’une cellule va subir plusieurs modifications

au cours du temps pour à terme donner deux cellules filles. La cellule commence par

augmenter de volume (phase G1), remplit ses fonctions et prépare l’étape suivante de

réplication d’ADN (phase S). Une fois cette étape de doublement de son ADN terminée,

la cellule continue à remplir ses fonctions tout en préparant sa séparation en deux cellules

identiques (phase G2). La cellule qui était en phase G2 se divise alors en deux cellules filles

au cours de la phase de mitose (phase M). Les cellules filles quant à elles, reproduiront

Page 69



MATERIELS ET METHODES

normalement le même développement, c’est pourquoi on parle de cycle cellulaire. On

comprend que si la cellule réplique son ADN, la quantité d’ADN dans la cellule en fonction

de la phase du cycle où elle se trouve pourra varier au maximum du simple au double.

De cette manière, en marquant l’ADN à l’aide d’un agent intercalant fluorescent comme

l’Iodure de Propidium cela permet de mesurer la quantité d’ADN dans la cellule. Si ce

paramètre est rapporté en fonction de la taille de la cellule alors on pourra en déduire dans

quelle phase du cycle se trouve chaque cellule. Pour cela, les cellules en culture adhérentes

sont traitées par la trypsine, lavées puis fixées à l’éthanol70%. Elles sont ensuite traitées

avec la RNAse A en concentration finale de 0,5 mg/ml pour éliminer l’ARN et enfin de

l’iodure de propidium à 20 µg/ml est utilisé pour le marquage de l’ADN.

2.5.2 Evaluation du taux de mort cellulaire

La mort cellulaire correspond à l’arrêt des fonctions de la cellule et à son auto-

destruction. L’apoptose est une mort programmée de la cellule et se caractérise par un

transfert des phosphatidylsérines sur la couche extérieure de la membrane plasmique.

Ainsi en détectant à l’aide d’annexine V fluorescente la présence de la phosphatidylsérine

en périphérie des cellules, on peut différencier les cellules mortes des cellules vivantes. Le

marquage est fait selon les recommandations du fournisseur Miltenyi sur 1.106 de cellules.

Les cellules sont mises à incuber avec l’annexine V pendant 15 minutes à l’obscurité. Mais

cette simple observation, n’est pas suffisante pour repérer les cellules qui sont nécrotiques

par rapport aux cellules apoptotiques. Pour pouvoir le faire, un marquage des acides

nucléiques avec un intercalant est nécessaire. Ainsi après plusieurs lavages effectués à la

suite de l’exposition avec l’annexine, de l’Iodure de Propidium (1 µg/ml) est ajouté aux

cellules marquées avec l’annexine.

2.5.3 Evaluation de l’efficacité de transfection des cellules

La transfection passe par une étape d’encapsulation du microARN (ou antimi-

croARN) par l’agent chimique de transfection sélectionné. Les cellules sont ensuite in-

cubées avec le complexe microARN/agent de transfection. Pour confirmer l’import de

l’oligonucléotide dans une majorité de cellules, une tranfection est réalisée avec une pe-

tite séquence d’acides nucléiques couplée à un fluorochrome (FAM) en 5’ appelée FAM

Dye-Labeled Anti-miR Negative control (ThermoFisher Scientific). Les conditions de
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transfection sont les mêmes que pour la transfection d’un antimiR, c’est à dire que ce

contrôle fluorescent est en concentration finale dans le puits à 30 nM. Après le temps de

transfection (entre 4 h et 48 h), les cellules sont lavées puis analysées par cytométrie en

flux directement.

2.6 Traitement des données

2.6.1 Normalisation des données Affymetrix

Après avoir obtenu les images d’une série de puces Affymetrix hybridées, l’étape

suivante consiste à convertir cette image en données numériques (valeurs d’intensités de

fluorescence) par “probeset” (séquence d’une vingtaine de nucléotides correspondant à un

microARN ou à une petite partie d’ARN messager). La puce (et par conséquent l’image)

est organisée comme un damier où chaque petit carré correspond à un “probeset” soit une

séquence bien définie. Une grille d’annotation appliquée automatiquement sur la photo du

scan de la puce permet alors d’avoir une correspondance entre l’intensité de fluorescence

mesurée et l’identité de la séquence correspondante.

Dans un premier temps les intensités récupérées sont des intensités brutes. Pour

comparer les résultats des différentes puces, une étape de normalisation est nécessaire pour

que globalement toutes les puces de l’analyse aient le même niveau d’intensité. Cette étape

est réalisée dans l’environnement R CRAN (https ://cran.r-project.org/), où la méthode

de normalisation appliquée aux puces est une méthode classiquement utilisée nécessitant

l’utilisation de l’algorithme RMA (Robust Multi-array Average) mis au point par Irizarry

et ses collaborateurs [117]. De manière simplifiée, l’ajustement des intensités de chaque

probset pour chaque puce est calculé par rapport à un bruit de fond propre à chaque puce

associé à une normalisation quantile.

2.6.2 Statistiques

Les différences calculées pour les différentes comparaisons sont soumises à un

test statistique non-paramétriques puisque le nombre de réplicats est toujours inférieurs

à n=30. Le test de Wilcoxon est un test de rangs réalisé pour différencier deux groupes

d’échantillons qui peuvent être appariés ou non en fonction de l’expérience.
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L’analyse sur puce pour le diagnostic est faite de manière différente. Un grand

nombre d’échantillons sont à notre disposition grâce aux bases de données. Afin de faire

ressortir les marqueurs les plus discriminants on réalise un test adapté aux résultats obte-

nus par hybridation sur puces : le test SAM (Significant Analysis Microarray réalisé sous

R à l’aide du package “samR”) [118]. Cette méthode évalue la robustesse d’un marqueur

en effectuant des permutations d’échantillons dans le groupe opposé, le calcul est itératif.

D’autre part, la distinction de deux groupes de tumeurs pour le diagnostic basé sur les

ratios de microARN repose sur une méthode de partionnement qu’est le “k-mean” pour 2

groupes.

Les analyses de survies grâce à la représentation de Kaplan-Meier sont également

gérées dans l’environnement R CRAN à l’aide du package “Survival”. Quant aux courbes

de ROC pour calculer la spécificité et sensibilité des marqueurs, elles sont générées à

partir du package “ROCR”.

2.6.3 Calculs de score d’affinité

Le logiciel Rasmol permet de visualiser les protéines et leurs ligands en trois dimen-

sions. L’application “1-Click Docking” accessible à partir du site web https ://mcule.com

permet le calcul d’un score d’affinité entre une protéine donnée et un ligand donné. Les

coordonnées tridimensionnelles de la protéine sont chargées à partir du fichier PDB et

le ligand est dessiné dans l’application par son numéro InCHI (International Chemical

Identifier). S’il existe une possibilité pour que le ligand puisse interagir avec la protéine

réceptrice alors l’application donne les quatre meilleures interactions possibles. On ob-

tient les interactions sous forme d’un fichier PDB associé à un score généré par “1-Click

Docking”.
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Résultats
Ce projet est basé sur une approche théranostique visant à améliorer les méthodes

diagnostiques et le traitement des patients atteints de tumeurs du cerveau ou de la vessie.

La thérapie des patients étant orientée par le diagnostic, la première étape consiste donc

à pouvoir définir avec précision, au niveau moléculaire, les différences entre les types

ou grades de tumeurs. Ceci étant particulièrement critique dans le contexte des tumeurs

cérébrales puisque les carences dans ce domaine ont été maintes fois soulignées.

1 Explorations des profils transcriptomiques microARN

dans les tumeurs

Pour établir un diagnostic, il est nécessaire de définir à partir de quel échantillon

sera fait le diagnostic. Chaque type d’échantillon ayant ses avantages et ses inconvénients,

il convient d’évaluer un maximum de possibilité pour choisir le matériel biologique et les

méthodes d’analyse les plus appropriées. Dans cette partie du projet, au-delà d’une mise

au point technique indispensable, le contenu en microARN présents dans les échantillons

tumoraux et des échantillons non tumoraux est étudié afin de déterminer quels sont les

microARN les plus “robustes” pour établir un diagnostic.

1.1 Choix des échantillons cliniques et des méthodes d’extraction

d’ARN compatibles avec l’exploration des profils microARN

1.1.1 Les échantillons tissulaires congelés

Les échantillons cliniques les plus couramment utilisés en recherche sont constitués

de tissus congelés. Ces échantillons sont des fragments de tissus tumoraux obtenus par

biopsies ou résultant de l’exérèse chirurgicale. A partir de ces échantillons, les ARN sont

extraits par une méthode classique (technique miRVana basée sur l’extraction au phénol, cf

matériels et méthodes) pour obtenir soit des ARN “totaux” soit des ARN séparés en deux

fractions (appelées “ARN longs” et “ARN courts”) contenant respectivement les ARN de

taille supérieure ou inférieure à 200 bases environ. Initialement, l’équipe dans laquelle j’ai
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réalisé les travaux d’analyse transcriptomique travaillait à partir d’ARN totaux. L’avantage

indéniable d’extraire les ARN en deux fractions est de pouvoir travailler sur une fraction

d’ARN courts dont le contenu est très enrichi en microARN.

La première étape à valider est le rendement d’extraction de la méthode de pu-

rification des ARN afin d’avoir un ordre de grandeur du nombre de dosages que l’on

pourra ensuite réaliser à partir de quelques coupes d’échantillons (tumeurs cérébrales)

congelés que l’on obtient auprès du CRB du CHU de Grenoble. Le tableau suivant montre

qu’à partir de 100 mg de tissu congelé (soit un cube d’environ 4 mm de côté), on peut

obtenir approximativement une vingtaine de microgrammes d’ARN courts et environ trois

à quatre fois plus d’ARN longs. Ces quantités sont grandement suffisantes pour réaliser

différentes analyses à large échelle du contenu en microARN. En effet, pour donner un

ordre de grandeur, une analyse sur puce Affymetrix nécessite seulement 200 ng d’ARN et

une exploration par “séquençage haut débit” une masse globale de 1 µg maximum.

Quantité de tissus (mg) Quantité d’ARN longs (µg) Quantité d’ARN courts (µg)

83 75 20

112 65 21

101 37 14

102 76 25

Table 3 – Rendements d’extraction en ARN à partir de tissus congelés

L’extraction des ARN à partir de fragments de tissus tumoraux (gliomes) a été réalisée en
utilisant la méthode miRVana (Ambion). Les fractions ARN longs et ARN courts ont été
purifiées et le dosage effectué avec le kit Qubit (ThermoFisher).

Il a été nécessaire également d’évaluer l’impact sur les résultats de dosages des

microARN lorsqu’on étudie une fraction d’ARN enrichie en microARN. Cette observa-

tion a été faite de manière globale par hybridation sur puces GeneChip microRNA V1

d’Affymetrix. Des quantités croissantes d’ARN totaux (150 ng, 300 ng et 900 ng) ont

été marquées et hybridées ainsi que des quantités d’ARN courts (50 ng, 100 ng, 300 ng)

correspondant respectivement à trois fois moins d’ARN totaux. L’objectif ici étant de dé-

terminer le meilleur compromis entre quantité d’ARN et résultats exploitables.
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Figure 16 – Analyse globale des microARN dans les préparations d’ARN totaux ou
d’ARN courts.

A partir de fragments d’une même tumeur (gliome) deux préparations distinctes ont
été réalisées : les ARN totaux et les ARN courts. Ces deux types de préparations ont été
analysées sur puces Affymetrix microARNV1 en utilisant les quantités croissantes d’ARN
indiquées. Le nombre total de microARN humains détectés sur les puces est reporté sur
le graphique.

La figure 16 montre une différence significative (p.value = 0,041) entre le nombre

de microARN détectés sur les puces hybridées avec des ARN courts et celles hybridées

avec de l’ARN total. On peut remarquer également que le nombre d’ARN détectés croît

en fonction de la quantité d’ARN marquée pour les puces réalisées à partir de la fraction

des ARN courts, alors que ce n’est pas le cas avec la fraction des ARN totaux. Au vu des

résultats obtenus, il a été décidé que les puces GeneChip microRNA seraient hybridées en

routine avec 200 ng d’ARN courts.

1.1.2 Les échantillons tissulaires fixés

Pouvoir travailler sur tissus congelés est intéressant pour être au plus proche du pro-

fil moléculaire tel qu’il est dans la tumeur du patient. Néanmoins, il ne faut pas perdre de

vue la volonté translationnelle du projet. Or pour réaliser un diagnostic en clinique, l’ana-

tomopathologiste travaille quasi exclusivement sur coupes de tissus fixés. Pour être fixé

l’échantillon tissulaire est amené à subir plusieurs traitements chimiques successifs avant

d’être inclus en paraffine (échantillons nommés “tissus FFPE” de l’anglais “Formalin-
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Fixed Paraffin- Embedded tissues” ). De ce fait, il paraît également important de mettre

en place (si cela s’avère techniquement possible) des tests de détection des microARN à

partir de coupes de tissus fixés. Pour cela, quatre techniques d’extraction d’ARN courts

(uniquement) à partir de tissus inclus en paraffine ont été comparées. Les trois premières

méthodes (fournisseurs Qiagen, Macherey-Nagel et Norgen Biotec) reposent sur la fixa-

tion des microARN solubilisés sur des colonnes remplies de silice capable d’interagir

sélectivement avec les ARN. Pour la quatrième méthode (Ambion), la purification des

microARN repose sur une capture sélective des microARN sur des billes magnétiques

comportant des oligonucléotides de synthèse fixés de manière covalente et présentant des

séquences complémentaires aux microARN que l’on souhaite extraire. Pour réaliser le

test, la purification à l’aide de ces quatre méthodes a été réalisée sur un même échantillon,

en traitant 2 coupes de 16 µm d’épaisseur à chaque fois (soit environ 2 à 3 mm3 de tissu).

Les quantités d’ARN ont été ensuite mesurées pour comparer les méthodes. Les résultats

sont les suivants :

Fournisseur Méthode Principe Quantité d’ARN (µg)

Qiagen miRNeasy FFPE Colonne de silice 1,4

Macherey Nagel NucleoSpin miRNA Colonne de silice 0,9

Norgen Biotec FFPE RNA Colonne de silice 1,0

Ambion Taqman A/B kit Billes magnétiques 0,5

Table 4 – Rendements d’extraction des microARN à partir de tissus tumoraux fixés
et paraffinés

Les fragments d’échantillons (2 coupes de 16 µm d’épaisseur) ont été traités par les
méthodes indiquées. Les quantités d’ARN courts sont mesurées avec le kit Qubit (Ther-
moFisher)

La méthode qui se distingue par le plus faible rendement d’extraction est celle

d’Ambion. De plus, cette méthode et celle de Norgen Biotec sont aussi bien plus com-

pliquées que les autres à mettre en œuvre pour préparer l’extraction car elles font appel

à de nombreuses étapes expérimentales. Le tissu étant inclus dans de la paraffine il est

nécessaire de se débarrasser de ce composé lors de l’extraction. Les méthodes Qiagen

et Macherey-Nagel ont une solution pour tout simplement “dissoudre” la paraffine dans

l’échantillon alors que les deux autres méthodes nécessitent plusieurs traitements par du
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xylène et de l’éthanol avec des lavages afin de réaliser une lixiviation des tissus et les dé-

barrasser intégralement de la paraffine. Ces deux méthodes (Qiagen et Macherey-Nagel)

ont un rendement d’extraction correct voire très bon, pour ces raisons, elles ont été privi-

légiées pour une analyse plus complète de leurs performances.

Figure 17 – Evaluation des méthodes d’extraction d’ARN courts Macherey-Nagel et
Qiagen à partir d’échantillons paraffinés

A partir d’un échantillon de gliome fixé et paraffiné les microARN ont été extraits par la
méthode Qiagen et par la méthode Macherey-Nagel. Les quantités de 19 microARN ont
été mesurées par RT-qPCR. Les valeurs des dosages normalisées (Cq du microARN dosé
moins la moyenne des Cq des normalisateurs hsa-miR-16 et hsa-miR-134) sont reportées
pour chaque méthode sur le graphique. En abscisse : valeurs de dosages de chacun des
microARNpurifiés par laméthodeQiagen ; en ordonnée : valeurs de dosage desmicroARN
purifiés par la méthode Macherey-Nagel.

Afin de faire un choix entre les méthodes Qiagen et Macherey-Nagel, deux tests

d’analyse du contenu en microARN ont été réalisés. Le premier test repose sur un dosage

de 19 microARN par RT-qPCR uniquement, le deuxième compare les résultats RT-qPCR

versus analyse par hybridation sur puces Affymetrix pour 13 microARN. Les microARN

dosés ont été choisis parce qu’ils sont connus pour être bien exprimés dans les tumeurs cé-

rébrales. Ils sont dosés en triplicats sur des réplicats d’extraction. La méthode qPCR reste

à l’heure actuelle la méthode dite de référence malgré le développement des techniques à

haut débit que sont le séquençage et l’hybridation. Pour les calculs des quantités de chacun

des microARN dans les échantillons et afin de corriger les éventuelles erreurs portant sur
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la quantité d’ARN analysée, on rapporte les mesures des microARN d’intérêt aux taux

d’un ou plusieurs microARN dont les concentrations sont constantes entre les échantillons,

et qui font office de référence. Les microARN hsa-miR-16 et hsa-miR-134 sont les deux

normalisateurs qui ont été choisis grâce à la méthode GeNorm [119] calculée à l’aide du

package NormqPCR [114] dans R. A partir des valeurs de cycles de quantification (Cq,

équivalent au Ct ou threshold cycle), des ∆Cq sont calculés pour chaque microARN par

rapport à la moyenne des microARN normalisateurs. Pour chacun des microARN dosés,

les valeurs de ∆Cq obtenues sur les extraits purifiés avec la méthode Macherey-Nagel sont

reportés en fonction des valeurs de ∆Cq obtenues sur les extraits purifiés avec la méthode

Qiagen figure 17 (page 79). On observe sur ce graphique que les points de dosage se

répartissent selon une droite de pente 1 (avec un cœfficient de corrélation de 0,97) ce qui

traduit le fait que les compositions des extraits obtenus avec la méthode Macherey-Nagel

et ceux obtenus avec la méthode Qiagen semblent extrêmement similaires. Ces résultats

sont positifs mais insuffisants pour pouvoir faire le choix d’une des méthodes.

Pour le deuxième test, les mêmes échantillons ont été marqués et hybridés sur puces

Affymetrix. Les quantités estimées pour chaque microARN par hybridation sur puces ou

par qPCR sont normalisées par rapport aux quantités de hsa-miR-16. Les valeurs sont re-

portées dans la figure 18 (page 81) pour les dosages réalisés sur les extraits obtenus grâce à

la méthode Macherey-Nagel (points représentés par les lettres en bleu) ou la méthode Qia-

gen (points représentés par les lettres en noir). Des compostions parfaitement identiques

des échantillons évaluées par hybridation sur puces ou par qPCR devraient se traduire

par une répartition des points selon la droite de pente 1 (ligne continue). Pour évaluer la

variabilité des analyses, les droites en pointillés ont été ajoutées afin de matérialiser les

contenus en microARN qui sont deux fois supérieures ou deux fois inférieures dans une

analyse par rapport à l’autre (cf figure 18, page 81). Pour un même extrait, les plus faibles

divergences de composition apparaissent entre les deux droites en pointillés du fait de l’uti-

lisation de deux méthodes d’analyse. On note plus de dosages de moindre cohérence (hors

de la zone entre les tracés en pointillés) pour la méthode Macherey-Nagel (3 incohérences

versus 1 pour l’extrait Qiagen). Notre choix s’oriente donc en faveur de la méthode Qiagen.
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Figure 18 – Comparaison des taux de microARN dosés par qPCR et hybridation sur
puces dans les préparations obtenues grâce aux méthodes d’extraction Macherey-
Nagel et Qiagen

Les échantillons étudiés dans la figure précédente ont été analysés sur puces Affymetrix
microARN V1. Les valeurs d’intensité de 13 microARN détectés ont été normalisées
par rapport à l’intensité du signal du miR-16 et reportées sur l’axe des ordonnées. Les
valeurs de dosage par qPCR des mêmes microARN normalisées par rapport à la quantité
de miR-16 sont reportées en abscisse. Chaque microARN est représenté par une lettre.
Les lettres en bleu correspondent aux microARN extraits par la méthode Macherey-Nagel
et les lettres en noir représentent les microARN extraits par la méthode Qiagen.

1.1.3 Les liquides biologiques

Lorsque l’on établit un diagnostic sur coupes congelées ou fixées, la méthode d’ob-

tention de l’échantillon est inévitablement très invasive pour le patient. L’idéal serait donc

d’améliorer le diagnostic en le rendant possible à partir d’une simple prise de sang. Mais

est-on capable de doser de manière suffisamment correcte des microARN dans le sang

pour établir un diagnostic ? Cette partie du travail a été réalisée en collaboration avec une

équipe du Centre de Lutte contre le Cancer François Baclesse de Caen (Dr C. Denoyelle,

Dr N. Vigneron et Dr L. Poulain). Le travail a été réalisé dans le cadre du cancer de

l’ovaire puisqu’une sérothèque importante est accessible dans ce centre pour ce type de

cancer. L’objectif que nous avons mené ensemble est d’améliorer le diagnostic à partir des

microARN et notamment le dosage de microARN sur sérums de patientes. Bien que des

kits d’extraction soient commercialisés et que la preuve du concept (microARN dans le

sérum) ait été faite par plusieurs équipes [120], pour autant, la question de la validité des
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mesures pour le diagnostic reste ouverte [121] et n’est pas moins difficile. A partir de 300

µl de sérum, nous avons pu montrer qu’il est possible de réaliser une extraction d’ARN

courts. La difficulté réside dans le fait que les quantités d’ARN obtenues sont très faibles et

qu’il n’est pas possible de réaliser un dosage précis des masses purifiées. Il est impossible

dès lors de faire des calculs de rendement comme je l’ai fait précédemment pour les autres

méthodes.

Figure 19 – Comparaison des résultats d’analyse avec différentes versions de puces
Genechip microARN Affymetrix.

Des quantités identiques d’extraits d’ARN courts obtenus à partir de sérums ont été
analysées sur les 4 versions différentes de puces Affymetrix (V1 à V4). L’intensité de
chacun des probesets est reportée en ordonnée en log2. Chaque microARN est représenté
par un cercle sauf dans la zone où la densité de points est trop élevée (rectangles flanqués
d’extension en pointillés). Le trait épais dans le rectangle correspond à la valeur médiane
des dosages. Les côtés inférieurs des rectangles symbolisent le seuil en dessous duquel
on détecte 25% des microARN ; les côtés supérieurs des rectangles le seuil en dessous
duquel on détecte 75% des microARN. Les tirets extrêmes représentent le minimum et le
maximumqui ne doivent pas dépasser 1,5 fois la hauteur de la boîte ; les points représentent
les valeurs atypiques.

L’analyse qualitative des extraits obtenus à partir des sérums, a été engagée sur

puces GeneChip miRNA d’Affymetrix. Cependant l’hybridation sur puce nécessitant se-

lon le protocole standard des concentrations en ARN d’au moins 20 ng/µl, la réalisation

de cette analyse est à mettre en place dans des conditions nouvelles et critiques. De plus,
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le nombre de microARN humains recensés ayant évolué très vite ces dernières années,

nous avons pu disposer pour ces tests de quatre versions différentes des puces Affymetrix

(versions V1 à V4). Les versions V1 à V4, permettent respectivement d’analyser l’expres-

sion de 824, 1 050, 1 733 et 2 578 microRNA (à l’heure actuelle le contingent humain

est de 2 588 microARN différents). Les analyses sur puces ont été réalisées à partir de

10 µl d’extrait purifié (soit un tiers du volume de l’éluat récupéré après purification). La

figure 19 (page 82) représente la répartition des points de mesures de chaque microARN

en fonction de leurs intensités (exprimées en log2) pour les analyses réalisées sur les 4

versions de puces. La première information particulièrement intéressante que l’on peut

tirer de ces explorations, est qu’il est possible de doser quelques dizaines de microARN

avec des intensités supérieures à 3 en log2 (soit supérieur à 8 en échelle linéaire, cf ta-

bleau 5). En outre, cette figure permet de comparer globalement les changements liés à

la technique d’analyse. On observe une gamme dynamique des valeurs plus grande pour

les deux dernières versions des puces, ce qui est un signe d’amélioration globale de la

qualité des analyses par hybridation. Au niveau clinique, la nécessité de pouvoir comparer

des échantillons entre eux nécessite de faire appel à des microARN normalisateurs ou

à des microARN non humains utilisés comme étalons externes afin de pouvoir suivre

et compenser toutes variations de concentrations liées à la méthode d’extraction. Pour

répondre à ce problème, nous avons décidé d’inclure des étalons externes dans les sérums

avant de procéder aux extractions d’ARN courts. Nous avons choisi de rajouter un étalon

externe sous forme d’un mélange de trois microARN de l’espèce C. elegans inexistants

chez l’Homme, à savoir cel-miR-39, cel-miR-238 et cel-miR-54. Ces cel-miR peuvent

donc être ajoutés en quantités connues (sous forme d’oligonucléotides de synthèse) dont

les concentrations initiales sont parfaitement calibrées et qui peuvent être dosés à toutes les

étapes de manière spécifique. L’utilisation de ces microARN exogènes, nous permet sans

difficulté à l’issue du processus de purification et de dosage des microARN, de pouvoir

recalculer précisément les concentrations des microARN dans le sérum. Ces travaux sur

l’utilisation des cel-miR comme références ont fait l’objet d’une publication de la méthode

d’utilisation et de calcul (article en révision). Ainsi, suite à ces travaux de mise au point

et de validation, nous sommes en mesure de pouvoir détecter et doser correctement des

quantités très modestes de microARN dans les sérums de patients. La mise au point d’un

diagnostic sur la base de l’analyse des microARN présents dans le sérum paraît donc tout
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à fait plausible techniquement à présent. Il reste donc à découvrir les microARN repré-

sentatifs des types et grades de tumeurs explorées et libérés dans la circulation sanguine

soit sous forme de microARN libres soit inclus dans des exosomes relargués par les cel-

lules tumorales.

Ech65 Ech66 Ech85 Ech86

hsa-miR-4484 745 880 65 92

hsa-miR-122 857 596 78 61

hsa-miR-486-5p 585 713 133 151

hsa-miR-455-3p 727 399 8 30

hsa-miR-3665 494 543 39 48

hsa-miR-16 98 146 420 391

hsa-miR-23a 130 220 363 332

hsa-miR-1281 565 450 13 18

hsa-let-7b 411 202 160 123

hsa-miR-92a 231 314 157 154

Table 5 –MicroARN extraits des sérums qui sont détectés avec la plus forte intensité
par hybridation sur les Genechip microARN Affymetrix V4

Les valeurs sont données en échelle linéaire. Les mesures ont été effectuées pour 4
échantillons différents.

1.2 Validation des modèles cellulaires

Afin de mieux comprendre les dérégulations observées dans les échantillons cli-

niques et pouvoir évaluer in vitro l’efficacité de molécules d’intérêt pharmacologique, il

est important de disposer de modèles cellulaires. Les modèles choisis sont la lignée RT112

comme modèle de cellules des tumeurs épithéliales agressives de la vessie et la lignée

U87 comme modèle de tumeurs gliales agressives appelées glioblastomes. Les extractions

d’ARN sur cellules sont faites à partir d’un culot d’environ un million de cellules avec

la même technique que pour les tissus congelés (miRVana). Les rendements d’extractions

sont reportés dans le tableau suivant :
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Lignée cellulaire Concentration Concentration

d’ARN longs (ng/µl) d’ARN courts (ng/µl)

U87 110 25

RT112 86 15

Table 6 – Rendements d’extraction miRVana sur culots de cellules

Les rendements d’extraction d’ARN longs et courts sont similaires pour ces deux

lignées tumorales. La qualité des ARN a été vérifiée sur puces Agilent “RNA 6000 Nano

LabChip” et les valeurs de RIN obtenues pour les deux lignées sont supérieures à 8,5 (le

RIN indique l’intégrité des ARN, compris entre 1 et 10 ; 10 correspondant aux échantillons

de la plus haute qualité). L’indicateur RIN est dans la majorité des cas plus élevé pour des

extractions à partir de cellules (8,5 - 10) que pour des extractions à partir de tissus (7 - 9).

Suite à ce contrôle de qualité, il est envisageable de réaliser des puces Affymetrix à partir

de ces échantillons pour explorer le profil moléculaire de ces lignées.

Les profils moléculaires (ARNm et microARN) de deux cultures de cellules U87

(glioblastome) ont été réalisés de manière globale par hybridation sur puces Affymetrix.

Plusieurs équipes [111–113] ont proposé des méthodes de classification moléculaires des

gliomes (à partir de tissus congelés), basées sur les taux d’expression d’ARN messagers,

mesurés par une technique haut débit par hybridation sur puces. Les données de ces échan-

tillons sont accessibles sur des bases de données (TCGA : http ://cancergenome.nih.gov/,

GEO database : http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) et représentent des cohortes de nom-

breux patients. Pour évaluer la pertinence de notre modèle cellulaire U87, les données

de profils transcriptomiques ARNm de ces cellules ont été comparées à celles des co-

hortes de patients pour lesquels il n’y a pas d’ambiguïté sur leur classification en utilisant

les méthodes de classifications moléculaires citées précédemment. Dix huit échantillons

tumoraux ont été retenus et classés en deux catégories, soit oligodendrogliomes (ODG,

9 échantillons) correspondant à des tumeurs de bas grade, soit glioblastomes (GBM, 9

échantillons) correspondant à des tumeurs de haut grade. La figure 20 (page 86) représente

le résultat des calculs de proximité entre échantillons qui aboutit à une classification sous

forme d’arbre de distance un peu à l’image d’un arbre généalogique. Ainsi on peut ob-

server que les échantillons tissulaires se répartissent, comme attendu, selon deux groupes
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bien distincts soulignés par les couleurs rouge et verte. Les échantillons de cellules U87

(2 cultures différentes U87_1 et U87_2), se positionnent à proximité l’un de l’autre, signe

d’une similarité forte entre les deux échantillons, et de plus, elles sont associées par une

“parenté” évidente avec le groupe des tumeurs les plus agressives. On note évidemment

quelques différences moléculaires (profils non représentés) entre les cellules et les échan-

tillons tissulaires des patients qui expliquent la position des cellules à la marge du groupe

des tissus tumoraux de glioblastomes.

Figure 20 – Comparaison des cellules U87 (glioblastomes) avec des tissus tumoraux
d’oligodendrogliomes (ODG) et glioblastomes (GBM) sur la base des profils d’ex-
pression d’ARNm

Les profils d’expression obtenus par hybridation sur puces de 9 tissus d’oligodendro-
gliomes (ODG1-9, en rouge), de 9 tissus de glioblastomes (GBM1-9, en vert) et de 2
cultures différentes de U87 (en bleu) sont analysés grâce au logiciel R et les similitudes
entre échantillons illustrées par le dendrogramme.

D’un point de vue technique, on sait extraire des ARN courts à partir de types

d’échantillons variés (tissus congelés ou fixés, sérums), et on vient de valider que le mo-

dèle cellulaire de tumeurs gliales sur lequel on se base (lignée U87) reflète relativement

bien les tumeurs agressives. L’étape critique suivante dans ce processus de recherche de

biomarqueurs robustes, c’est l’analyse globale de l’expression des microARN et l’étape de

calcul des variations des concentrations de chaque microARN entre les différents échan-

tillons afin de pouvoir repérer les microARN dont les taux sont dérégulés dans les tumeurs

par rapport aux tissus sains ou entre les tumeurs de deux grades différents. Bien que l’on
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prenne soin de faire des comparaisons à partir d’une même quantité d’ARN pour chaque

échantillon, il y a toujours des variations plus ou moins importantes sur les intensités de

dosage. Il convient alors de les compenser (“normaliser”) avant de faire l’analyse. Pour

cela, on peut s’aider soit d’étalons externes (par exemple des cel-miR ajoutés à l’échan-

tillon en début de processus, et/ou des contrôles qui sont rajoutés pour valider les étapes

de marquage des ARN (ARN de contrôles pré-marqués, contrôles d’hybridation...)) soit

de méthodes mathématiques ou encore de combiner les deux approches. Mais comment

s’assurer que l’on ne déforme pas les résultats en les normalisant ?

microARN A B

hsa-miR-638 7,60 6,42

hsa-miR-877 4,96 4,69

Table 7 –Mise en évidence des probesets produisant des signaux non spécifiques sur
puces Genechip miRNA d’Affymetrix

Les puces ont été hybridées avec des cocktails réalisés sans ARN provenant d’échantillons
biologiques mais contenant (A) les sondes de contrôle de marquage et les sondes de
contrôle d’hybridation ; (B) les sondes de contrôle d’hybridation uniquement.

1.3 Validation desméthodes de dosage desmicroARNet desméthodes

de prétraitement des données

1.3.1 Données acquises par hybridation sur puces

Un premier contrôle à réaliser, consite à hybrider une puce avec seulement les

ARN de contrôles de marquages et d’hybridation. Le but de cette analyse est de pouvoir

faire apparaître les signaux faussement positifs que les ARN de contrôles peuvent générer

au niveau des zones de détection des microARN d’intérêt (zones appelées “probesets”).

Deux puces ont été hybridées, l’une avec un cocktail contenant les sondes de contrôle de

marquage et les sondes de contrôle d’hybridation (A) et l’autre traité de manière identique

mais ne contenant que les ARN de contrôle d’hybridation marqués (B). Les probesets

de microARN montrant un signal d’une intensité anormalement forte (valeur du signal

supérieure à un seuil d’intensité en log2 de 3) sont reportés dans le tableau 7. Seulement

18 microARN sur un peu plus de 20 300 présents sur la puce révèlent un signal d’in-
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tensité non négligeable lié à une hybridation non spécifique des contrôles d’hybridation.

Parmi ceux-ci, seuls les probesets des microARN humains hsa-miR-638 et hsa-miR-877

donnnent des signaux supérieurs au bruit de fond même en absence d’ARN. Le dosage de

ces deux microARN ne sera donc pas considéré comme fiable dans la suite des travaux.

La figure 21 représente l’image des scans de deux puces Affymetrix. Chaque pixel

de couleur claire correspond à une hybridation de microARN ou ARN de contrôle sur

des probesets spécifiques. Sur ces deux exemples, il est facile de constater une très grande

différence d’hybridation entre les deux images de puces. L’image de gauche correspond

à l’analyse d’un échantillon cellulaire riche en ARN courts provenant de cellules U87,

alors que celle de droite a été obtenue par hybridation d’ARN courts issus d’exosomes de

cellules U87.

Figure 21 – Images de deux puces Affymetrix GeneChip microARN

Les puces ont été hybridées avec des ARN courts extraits d’échantillons provenant de
cellules (image de gauche) ou d’exosomes (image de droite).

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus sur puces, une étape de normalisa-

tion est appliquée qui consiste à harmoniser les intensités des différentes puces entre elles.

Pour cela, la normalisation classiquement utilisée pour les puces Affymetrix est la mé-

thode RMA (RobustMulti-arrayAverage). Cetteméthode est globale, elle prend en compte
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le niveau d’intensité de chaque puce ainsi que les contrôles d’hybridation. L’ajustement

consiste en une méthode de “normalisation quantiles ” où après traitements des données,

les médianes d’intensités et quartiles de chacune des puces sont ramenés par l’algorithme

pratiquement aux mêmes valeurs pour l’ensemble des puces. Autrement dit, lorsque l’on

représente toutes les valeurs sous forme d’une “boîte à moustaches ” (une boîte = une

puce = un échantillon), toutes doivent être semblables et au même niveau. Une façon très

courante de représenter les données pour valider que les données enregistrées pour 2 puces

par exemple sont correctement normalisées et que de ce fait une recherche de microARN

surexprimés dans un échantillon versus l’autre est licite, consiste à réaliser un “MvA plot”

(figure 22, page 90). Les puces sont comparées deux à deux en reportant dans le graphique

l’intensité moyenne des dosages des deux puces de chaque probeset en abscisse et en

portant en ordonnée les différences d’intensité entre les deux puces pour chacun de ces

mêmes probesets (valeur exprimées en log2 des différences). On s’assure ensuite que le

nuage de points est centré sur l’axe des abscisses avec une valeur en ordonnée de zéro. Cela

signifie que globalement l’hybridation s’est faite de manière similaire pour les deux échan-

tillons et qu’ils sont comparables. Les limites de la méthode RMA sont atteintes pour des

échantillons pour lesquels l’hybridation s’est déroulée de manière comparable mais dont

la composition d’un des échantillons au moins est totalement différente de celle des autres.

Dans certains cas, la normalisation peut donner des valeurs abusives pour certains

microARN. En effet, si l’on reprend l’exemple de la comparaison des ARN de cellules

versus les ARN d’exosomes correspondants (figure 21), les puces sont réalisées à partir

de 200 ng d’ARN courts mais la proportion en microARN dans ces préparations d’ARN

courts n’est visiblement pas la même pour un échantillon cellulaire ou un échantillon

exosomal. Or la normalisation RMA va avoir pour effet de corriger les données dans le

but d’ajuster une répartition similaire des données entre les deux puces étudiées et cela va

créer des distorsions comme illustrées en figure 23 (page 91). Cette figure sert à évaluer

l’impact de la normalisation d’une puce en fonction des autres puces à laquelle elle est

comparée. C’est à dire que pour une même puce, deux normalisations ont été calculées.

Dans un premier temps, une puce hybridée avec des ARN d’exosomes a été normalisée

uniquement avec un ensemble d’autres puces toutes hybridées avec des ARN d’exosomes.

Puis dans un second temps, l’analyse est effectuée pour comparer cette fois-ci, les données
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Figure 22 – Comparaison des données de deux puces après normalisation RMA
(MvA plot)

Chaque point correspond à un microARN donné pour lequel la différence des intensités
des signaux entre les deux puces est reportée en ordonnée ; et la moyenne des intensités
en abscisse. Les valeurs des différences et moyennes sont exprimées en log2. La densité
de points est symbolisée par la gamme de couleur allant du violet (points individuels) au
rouge (zone de forte densité de points).

concernant les ARN d’exosomes versus les ARN de cellules. La normalisation est donc

faite en incluant les puces hybridées avec l’ARN cellulaire. Les valeurs des deux norma-

lisations sont ensuite représentées l’une par rapport à l’autre.

En conclusion de cette évaluation des méthodes d’acquisition des signaux sur les

puces Affymetrix et sur les méthodes de normalisation, il convient de retenir que la

normalisation des données massives générées (plus de 45000 lignes de données dans un

tableur excel pour les puces Genechip microARN) est une étape qui peut être réalisée de

manière performante par l’algorithme RMA, néanmoins il faut veiller à appliquer cette

méthode à des lots d’échantillons relativement homogènes. Au cours de ce travail, la qualité

des normalisations de la totalité des explorations de profils microARN par hybridation a

été systématiquement contrôlée grâce aux tracés MVA des données correspondantes.

1.3.2 Données acquises par les méthodes de RT-qPCR

L’analyse des microARN par RT-qPCR a été réalisée au cours de ce travail en

utilisant la méthode commercialisée par ThermoFisher et qui fait appel à des primers
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Figure 23 – Impact des méthodes de normalisations sur la cohérence des données
d’hybridation

Les valeurs d’intensité des probesets de plusieurs puces hybridées avec des échantillons
d’exosomes et normalisées entre elles sont reportées en abscisse (log2) ; les valeurs d’in-
tensité des probesets de ces mêmes puces hybridées avec des échantillons d’exosomes et
normalisées avec un jeu de données de puces hybridées avec des échantillons cellulaires
sont reportées en ordonnée (log2). La droite en tirets-points correspond à la parfaite égalité
attendue entre les valeurs en abscisse et en ordonnée. La droite en tiret (d’équation y =
2,2x) correspond à la courbe de tendance pour une majorité des points expérimentaux.

Taqman. Nous n’avons pas fait de mise au point ou optimisation sur cette méthode, par

contre nous nous sommes intéressés à une technique de qPCR très récemment introduite

dans les laboratoires : la digital PCR.

Cette méthode consiste dans son principe à isoler chaque molécule d’ARN de

l’échantillon, réaliser des amplifications individuelles pour chacune de ces molécules avec

des primers spécifiques d’un miRNA donné et effectuer ensuite un comptage des réactions

positives. On attend d’une telle méthode une alternative au séquençage puisque cette tech-

nique nous donne une idée précise du nombre de molécules pour une séquence d’ARN ou

d’ADN donnée selon les conditions. On notera que l’intérêt de cette technique réside dans

le fait que l’on mesure de manière précise des quantités d’ARN, exprimées en nombre

de molécules par unité de volume d’échantillon, et ceci même pour les transcrits peu

abondants. L’intérêt en clinique ensuite est justement de pouvoir doser des ARN rares tels

qu’ils peuvent l’être dans les fluides biologiques. Ainsi on espère un diagnostic fiable et

Page 91



RESULTATS

moins invasif. A l’heure actuelle, la PCR reste la technique de référence, donc la question

posée ici est comment se positionne cette nouvelle technique de digital PCR par rapport à

la technique de qPCR qui existe et qui est la référence ? La figure 24A (page 93) regroupe

les valeurs de dosages de 44 miARN effectués sur plusieurs dizaines d’échantillon en

mode qPCR standard ou en mode digital droplet PCR. Chaque point de ce graphique

correspond au dosage d’un miR donné dans un échantillon spécifique. Les valeurs de

dosage sont rapportées en Cq pour la qPCR (valeurs en abscisse) et en nombres de copies

de molécules mesurées par digital PCR (valeurs données en ordonnée). L’allure globale

de la courbe reflète une corrélation attendue entre les deux types de mesures. En effet,

cette courbe est conforme à la relation qui lie le nombre de molécules à une valeur de Cq

mesurée en PCR en temps réel, corrélation qui se traduit par l’équation suivante :

nombre de molécules = 2-cq (ceci est vrai quand l’efficacité de la qPCR est optimale).

De manière inattendue, l’application de cette nouvelle technique de digital PCR au

projet, nous a permis de poser un regard critique sur les performances des kits de dosage

de microARN en PCR en temps réel. En effet, dans la figure 24B (page 93), les valeurs de

la figure 24A sont reprises mais dans cette figure les nombres de copies d’ARN obtenus

par la méthode ddPCR (rapportés en ordonnée) sont représentés en log2 de leurs valeurs.

La figure comporte donc en abscisse des données de nombres de cycles de PCR et des

données en ordonnée en log2 du nombre de copies mesurées en ddPCR. Cela signifie

qu’un incrément d’une valeur de 1 en ordonnée correspond à un doublement du nombre

de copies d’ARN dans chaque échantillon.

La cohérence parfaite des dosages obtenus avec les deux méthodes doit donc se

traduire de fait par l’alignement de tous les points de dosages selon une droite de pente

négative. La droite tracée sur ce graphique illustre bien que cette règle prévaut pour un

certain nombre de miR (points noirs répartis autour de la droite de corrélation) mais que

pour 5 autres miR (let-7f, miR-10a, miR-134, miR-155, et miR-3162) le comportement ne

suit pas la règle générale. La cohérence de dosage de ces 5 miR n’est donc pas garantie en

utilisant deux méthodes de dosage qui sont pourtant toutes deux basées sur la PCR.
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(A) Comparaison digital PCR et qPCR

(B) Tracé logarithmique

Figure 24 – Comparaison des méthodes digital droplet PCR et qPCR

Différents microARN (44 au total) ont été dosés à l’aide des kits Taqman (Life Techno-
logies) par qpCR en plaques et par digital droplet PCR dans des échantillons de plusieurs
tissus tumoraux et de concentrations diverses. (A) corrélation entre le nombre de molé-
cules de microARN mesuré par ddPCR versus les Cq obtenus en qPCR dans les mêmes
échantillons. (B) Données du graphique A avec report des données de ddPCR en log10 du
nombre de molécules de microARN. Dosages incohérents entre qPCR et ddPCR : let-7f
(rose) ; miR-10a (vert) ; miR-134 (violet) ; miR-155 (jaune) et miR-3162 (bleu)

Pour la quantification de miR-10a (points verts) la gamme dynamique de dosage

est extrêmement réduite en qPCR par rapport à celle de ddPCR. Ceci semble indiquer
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que miR-10a serait quantifié de manière incorrecte en qPCR. A l’inverse, pour miR-3162

(points bleus), c’est la gamme dynamique de dosage en ddPCR qui est extrêmement ré-

duite par rapport à celle de qPCR ce qui suggère que miR-3162 serait quantifié de manière

incorrecte en ddPCR. Quant à miR-155 (points jaunes), let7f (point rose) et miR-134

(points violets) il n’est pas possible de préciser si une seule ou les deux méthodes sont in-

correctes. Ces incohérences de dosage peuvent être attibuées au fait que les kits de dosage

ne contiennent pas de primers suffisamment spécifiques des miR à amplifier, ou que ces

primers ne disposent pas d’une accessibilité parfaite à leur séquence d’amorçage du fait

de l’existence de structures secondaires des ARN cibles, ou bien encore que certains des

primers ne pourraient pas être aussi performants en ddPCR au sein des microgouttelettes

d’amplification (volume 1 nl) qu’ils le seraient en PCR dans un volume de 20 µl dans des

puits de plaque 96 puits.

En conclusion de ce chapitre, on peut relever que les méthodes de quantification

des microARN peuvent produire quelques artefacts. Avec la méthode par hybridation sur

puces, certains signaux faussement positifs peuvent être générés par les réactifs impliqués

dans le protocole de marquage et l’hybridation. De même les méthodes de PCR quantita-

tive qu’elles soient réalisées en plaque de 96 puits ou en gouttelettes montrent quelques

anomalies qui incitent à la prudence pour tous les travaux destinés à la détection et à la

quantification des microARN biomarqueurs d’intérêt clinique.

1.4 Recherche de biomarqueurs pour le diagnostic et le suivi théra-

peutique

Les cliniciens font le triste constat d’un manque de fiabilité du diagnostic impac-

tant ensuite la prise en charge thérapeutique. Ce chapitre a pour but de faire la preuve

de concept d’un diagnostic en clinique basé sur l’expression des microARN. Mais c’est

également un point clé pour le projet puisque la sélection de microARN informatifs pour

le diagnostic déterminera quels sont les microARN intéressants en thérapie. L’approche

développée ici est une approche théranostique puisque le dosage des taux d’expression des

microARN permettra le diagnostic et pourra être couplé à un traitement. Dans ce cadre, la

thérapie sera directement déduite du bilan de dérégulation du profil des microARN dans
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le tissu tumoral et le traitement reposera sur la délivrance au sein de la tumeur soit d’ana-

logues de microARN, soit d’antagonistes de microARN. Ceci permettra respectivement,

soit de compenser les carences en certains microARN, soit de réduire des taux exagérés de

certains autres microARN et ceci dans le but de revenir à un profil microARN plus proche

d’une situation non tumorale ce qui serait donc susceptible de promouvoir, si possible, la

guérison du patient.

Les cohortes de patients sont extrêmement difficiles à établir si l’on veut prendre

soin de disposer de toutes les informations cliniques qui seront mises en corrélation avec

les profils de biologie moléculaire obtenus par analyse des tissus ou échantillons biolo-

giques prélevés chez ces patients. Depuis quelques années maintenant, il existe une base

de données (The Cancer Genome Atlas ou TCGA) regroupant diverses analyses molécu-

laires et de nombreuses données cliniques associées pour plusieurs types de cancer. Les

équipes de Li, de Phillips et de Verhaak, citées précédemment ( cf chapitre “Validation

des méthodes de dosage des microARN” ) se sont appuyées, de manière indépendante,

sur cette base de données pour compléter ou effectuer leurs analyses de profils transcrip-

tomiques (ARN messagers) sur des gliomes de haut grade. Cette partie du projet porte

sur les mêmes cohortes de patients mais ne consiste pas à refaire ce qu’on déjà fait ces

équipes. Au contraire, il s’agit de s’appuyer et de complèter leurs travaux avec une analyse

des profils de microARN pour aller plus loin vers le diagnostic. Pour cela, les données

d’expression d’ARNmessagers et des microARN ont été récupérées sur la base de données

pour 122 patients au total dont 10 sont des “individus sains”.

La classification des gliomes étant difficile, avant de réaliser l’étude sur lesmicroARN,

un premier tri des tumeurs selon les différentes classifications existantes a été réalisé. Cette

étape permet de définir plusieurs groupes de tumeurs : sur les 112 échantillons de gliomes,

44 sont reconnus comme des gliomes agressifs (car ils correspondent au groupe “G” selon

la classification de Li et al, et au groupe “MES” soit mésenchymateux selon les travaux

de Phillips et al ou ceux de Verhaak et al ) et 37 correspondent à des tumeurs présentant

un développement lent (groupe “O” pour Li et “PN” soit proneuraux pour Phillips ou

Verhaak) tableau 8. Sur la base de ces trois classifications, on constate que 81 échantillons

sont classés dans des catégories cohérentes (G et MES ou O et PN). Il reste donc environ

Page 95



RESULTATS

28% (12 “G_PN” et 19 “O_MES” par rapport aux 112 tumeurs classées) des tumeurs qui

présentent un problème pour leur définir un statut cohérent par les méthodes de classifi-

cation reprises ici.

Tum. classées selon Phillips ou Verhaak

Tum. classées selon Li MES PN

G 44 12

O 19 37

Table 8 – Classification d’un groupe de 112 tumeurs gliales par les méthodes de Li
et al, Phillips et al et Verhaak et al

Les données concernant les 112 tumeurs sont issues de la base de données du TCGA. G
et O tumeurs correspondent respectivement à des tumeurs haut grades et bas grades selon
Li et al (2009). MES et PN sont respectivement des tumeurs de haut grades et bas grades
selon Phillips et al (2006) et Verhaak et al (2010).

Il est intéressant dans un premier temps d’avoir des groupes constitués d’individus

avec un diagnostic a priori non ambigu de sorte à pouvoir mieux évaluer les différences

moléculaires entres des groupes caractéristiques. Parmi les informations disponibles pour

chaque patient, on dispose de l’âge auquel ils ont développé une tumeur du cerveau et l’on

sait aussi si le patient est toujours vivant et dans le cas contraire, on dispose de la durée

de sa survie après le diagnostic. Ainsi l’étude de la survie par groupe de tumeurs peut être

étudiée à l’aide de l’estimateur Kaplan-Meier. Les tracés des courbes de survie (figure 25,

page 97), correspondent à la proportion d’individus vivants à un instant t. Cette représen-

tation donne lieu à une courbe en “marche d’escalier”. Un changement de niveau sur la

courbe est dû au décès d’un patient, ce qui se traduit par une proportionmoindre de patients

vivants dans le groupe. Plus le nombre de personnes incorporées dans l’analyse de survie

est grand, plus la courbe sera lissée. Les tracés de Kaplan-Meier ont été représentés pour

les tumeurs classées de manière cohérente comme agressives (G_MES) et peu agressives

(O_PN) par les trois méthodes de classification des gliomes (81 au total). Les durées de sur-

vie de ces deux groupes de tumeurs ne montrent toutefois pas de différences significatives

(durée moyenne du groupe G_MES : 12 mois, durée moyenne du groupe O_PN : 14 mois).
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Figure 25 –Analyse de survie par groupes de tumeurs classées selon les troisméthodes

Il est cependant intéressant de noter si l’on analyse les durées de survie des patients

en créant deux groupes sur le critère de l’âge au diagnostic, avec des groupes de patients

ayant soit moins de 40 ans soit plus, on note des différences sensibles sur les durées de

survie (cf figure 26, page 98). En effet, les patients de moins de 40 ans (traits pointillés)

développent plus souvent des tumeurs de bas grades et une survie significativement plus

longue (2 patients G_MES avec un survie de 12 mois alors que 12 autres patients de moins

40 ans ont une tumeur classée O_PN ont une survie moyenne de 33mois, pvalue=0,003). A

l’inverse, pour les patients de plus de 40 ans (traits pleins), les durées de survie des patients

atteints de tumeurs du groupe G_MES ne sont pas significativement différentes des durées

de survie des patients atteints de tumeurs du type O_PN (la valeur de survie moyenne pour

le groupe G_MES est de 12 mois et celle du groupe O_PN est de 13 mois). Ceci semble

donc bien indiquer qu’il existe des différences importantes en ce qui concerne les types de

tumeurs gliales, que ces différences soient basées sur les caractéristiques intrinsèques mais

inconnues encore des tumeurs ou sur la réponse physiologique des patients en fonction de

leur âge.

Après avoir classé les échantillons selon leur profil d’ARNm, ces groupes servi-

ront de modèles pour la sélection de microARN lors de tests d’apprentissages. Puis les

microARN les plus performants seront retenus sur leur capacité à parfaitement bien classer

toutes les tumeurs en deux groupes cohérents. Une centaine d’autres échantillons (groupe

Page 97



RESULTATS

Figure 26 – Analyse de survie selon l’âge au diagnostic et le type de tumeur

du test de validation) sera classée à l’aide des microARN retenus comme biomarqueurs

de diagnostic. L’analyse porte sur 534 microARN dont l’expression a été mesurée par

hybridation sur puce Agilent (données TCGA). Un test statistique (Significant Analysis

Microarray) adapté aux résultats sur puces permet de sélectionner les microARN les plus

discriminants. Le résultat de cette analyse se visualise à l’aide d’un cluster d’Eisen [122]

présenté figure 27 (page 99). Cette figure est une matrice combinant les microARN en

lignes et les échantillons (n=122) en colonnes. Par convention, le niveau d’expression des

microARN dans chaque échantillon est codé selon une échelle de couleur allant du vert

au rouge. Le vert est associé à une sous-expression, le noir à une expression moyenne

et enfin le rouge pour montrer une surexpression d’un microARN dans un échantillon

donné. Le test SAM et un t-test effectués en complément font ressortir une vingtaine de

microARN différentiellement exprimés avec une forte significativité (pvalue inférieure ou

égale à 0,05) dans les tumeurs agressives par rapport aux non agressives.

A partir d’échantillons tissulaires, on a pu faire la démonstration qu’en établissant

les profils d’expression des microARN il devient envisageable de distinguer des groupes

de tumeurs gliales et potentiellement d’établir un diagnostic. Pour un transfert vers une

routine clinique, il serait souhaitable si possible de pouvoir réaliser cette distinction non pas

sur des fragments de tumeurs congelés comme cela a été réalisé dans les travaux ci-dessus

mais plutôt sur les échantillons tumoraux fixés et inclus en paraffine qui représentent le
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Figure 27 – Distinction des échantillons de tissus de cerveaux tumoraux et normaux
par leur profils microARN

Les taux desmicroARN (indiqués verticalement) dans les échantillons tissulaires (indiqués
par les numéros des colonnes) sont utilisés pour la construction d’un cluster par la méthode
de Eisen. Les sousexpressions des miR sont indiquées par les cases de couleur verte et les
surexpressions par les cases de couleur rouge. Le dendrogramme permet de visualiser les
trois groupes d’échantillons (de gauche à droite : tumeurs agressives, tissus sains, tumeurs
non-agressives).

matériel biologique communément manipulé par les anatomopathologistes. Pour cela, des

ARN extraits à partir d’échantillons tissulaires congelés (n=6) et paraffinés (n=4) ont été

marqués et hybridés sur puce GeneChip miRNA V1 d’Affymetrix. Dans les deux cas, les

échantillons comprennent des oligodendrogliomes (ODG) et des glioblastomes (GBM)

selon le classement clinique. Pour la totalité des microARN détectés sur les puces, une

valeur d’intensité moyenne est calculée pour chacun des deux groupes de tumeurs. Puis

pour chaque microARN un ratio de l’intensité moyenne dans les glioblastomes versus

l’intensité moyenne dans les oligodendrogliomes est calculé. La figure 28 (page 101) per-

met de comparer de manière globale tous ces ratios entre eux. Sur ce graphique, chaque

point représente un microARN placé en fonction du ratio GBM/ODG dans les échan-

tillons de tissus fixés et paraffinés (valeurs en abscisse) et dans les échantillons de tissus

congelés (valeurs en ordonnée). Plusieurs points pouvant avoir la même localisation sur

le graphique, pour pouvoir visualiser cette situation une échelle de couleur du bleu clair

(densité de points faible en un même endroit) au bleu foncé (densité de points élevée) a

été appliquée. En outre, une projection de la densité des données a été représentée sur

chaque axe pour mieux repérer les distributions de ratio pour chacune des méthodes.
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La courbe verte correspond à la distribution des ratios dans les échantillons en paraffine

alors que la courbe rose correspond à la distribution des ratios pour les tissus congelés.

On note visuellement qu’une majorité de ratios se repartit dans le prolongement d’une

droite de corrélation parfaite (ligne noire continue). Si l’on veut définir une tolérance pour

cette corrélation afin de repérer les miR pour lesquels le ratio GBM/ODG n’est jamais

deux fois plus grand ou deux fois plus faible dans les échantillons paraffinés par rapport

aux échantillons congelés, cela revient à borner cette droite parfaite par les deux droites

en pointillés. On peut donc conclure de cette analyse que les mesures quantitatives des

microARN réalisées dans les échantillons de tumeurs de cerveau fixés et paraffinés re-

flètent de manière relativement fiable ce qui peut être mesuré dans des tissus congelés.

Compte tenu des traitements chimiques agressifs (agent de réticulation comme le formol)

utilisés pour la fixation et inclusion en paraffine des fragments de tissus, il n’était pas

garanti de pouvoir trouver une aussi bonne correspondance entre les mesures. Ce résultat

est donc très prometteur pour une application clinique des analyses sur échantillons inclus

en paraffine.

Pour avancer dans une démarche translationnelle vers la clinique, une nouvelle

étape consiste à étendre la preuve de concept d’un diagnostic qui serait possible avec

un petit nombre de microARN en l’appliquant aux tissus conservés en paraffine. Pour

cela, parmi les microARN dont nous avons montré ci-dessus qu’ils sont dosés de manière

similaire dans les tissus congelés et les tissus FFPE, les quantités d’une trentaine de ces

microARN ont été mesurés par RT-qPCR sur une nouvelle cohorte (n=24) de tissus inclus

en paraffine. Une sélection de dix microARN qui permettent de segmenter les échantillons

en deux groupes est réalisée par la méthode des clusters montrée précédemment. A la

suite de quoi tous les ratios entre ces dix microARN sont calculés pour pouvoir choisir

les deux meilleurs ratios permettant de faire une distinction claire entre les deux groupes

de tumeurs. Les résultats des tests statistiques font émerger deux ratios (let-7a/miR-21 et

miR-26b/miR-21) dont les taux sont les plus discriminants entre tumeurs agressives et non

agressives.

Pour valider que les ratios de microARN peuvent être pertinents pour le diagnostic,

un test de spécificité et de sensibilité est fait pour les deux ratios retenus en utilisant les

Page 100



1 Explorations des profils transcriptomiques microARN dans les tumeurs

Figure 28 – Comparaison des résultats d’analyse des microARN purifiés à partir de
tissus congelés et tissus FFPE

Les ARN courts ont été extraits d’échantillons tissulaires de glioblastomes et d’oligoden-
drogliomes disponibles à la fois sous formes congelés et sous formes fixés et paraffinés.
Les taux de chacun des microARN ont été ensuite mesurés par hybridation sur puces
microARN Affymetrix. Pour chaque miR les ratios des taux d’expression entre le tissu
de glioblastome fixé et le tissu d’oligodendrogliome fixé ont été calculés et reportés en
ordonnée versus les ratios des taux d’expression entre le tissu de glioblastome congelé et
le tissu d’oligodendrogliome congelé en abscisse. Les ratios sont exprimés en log2. La
coloration bleu est proportionnelle à la densité de points de ratios de microARN sur le
graphique. La droite en trait continu correspond à la parfaite égalité attendue entre les
valeurs en abscisse et en ordonnée.

valeurs de dosage pour les échantillons de la cohorte de patients “TCGA” pour lesquels le

diagnostic est sans ambiguïté. Ainsi pour chaque patient, le diagnostic établi sur la base des

ratios est confronté au diagnostic de “référence” basé sur la cohérence des trois méthodes

de classification utilisées précédemment. De cette manière, on obtient quatre catégories de

résultats par raport à un diagnostic indiquant tumeur agressive ou non agressive : les vraies

tumeurs agressives et les vraies non agressives pour les diagnostics cohérents alors que

les incohérences sont dans les catégories fausses tumeurs agressives et fausses tumeurs

non agressives. A partir de ces résultats les courbes de ROC sont tracées pour chacun des

ratios permettant d’évaluer en même temps la spécificité et la sensibilité (cf figure 29,

page 102). L’idéal est d’avoir un indicateur diagnostique sensible et spécifique caractérisé

par une courbe de ROC avec une aire sous la courbe (AUC) de 1 correspondant à 100%

de résultats justes. On remarque sur les courbes figure 29 que l’aire sous la courbe est
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Figure 29 – Evaluation des ratios de microARN pour le diagnostic

Les deux ratios retenus pour distinguer les deux groupes de tumeur sont évalués sur
une cohorte de 81 patients avec des résultats obtenus à partir de tissu congelé (données
TCGA). Pour chacun des ratios, est représenté le taux de résultats cohérents (sensibilité)
par rapport au taux de résultats incohérents (spécificité) à l’aide d’un graphique que
l’on appelle courbe de ROC (Receiver Operating Characteristics en anglais). Ce type de
graphique est indicateur de la validité d’un test. Si la courbe représente une droite en
diagonale, cela signifie autant de réponses cohérentes qu’incohérentes : le test est dans ce
cas là inutile. Plus la courbe va être éloigné de la diagonale (pointillés), meilleur sera le test
se traduisant par une aire sous la courbe (AUC) se rapprochant de 1. Le premier graphique
à gauche correspond au ratio miR-26b/miR-21 et le graphique de droite correspond au
ratio let-7a/miR-21.

supérieure à 0,9 pour les deux ratios. Cela valide l’intérêt pour le diagnostic de ces deux

indicateurs de tumeurs agressives ou non.

En outre, une combinaison de ces deux ratios permet de tracer le graphique en fi-

gure 30 (page 103). Ce graphique montre que les valeurs de ces deux ratios sont clairement

distinctes selon que la tumeur d’origine est une tumeur de bas grade ou de haut grade.

La distinction entre tumeurs de haut grade (grade IV, points en bleu sur le graphique) et

des tumeurs de bas grades (grade I et II, points en noir et rouge) est réalisable avec une

ambiguïté faible ce qui est cohérent avec les courbes précédentes pours évaluer les ratios.

En outre, ce graphique montre que des tumeurs de grade III selon les critères d’anatomo-

pathologie (points verts) s’assimilent par la méthode de dosage des microARN soit à des

grades élevés soit à des bas grades.

Page 102



1 Explorations des profils transcriptomiques microARN dans les tumeurs

Figure 30 –Distinction des grades de tumeurs gliales grâce au dosage de 3microARN
dans des échantillons tissulaires fixés et paraffinés

Les ARN courts ont été extraits de 24 échantillons fixés et paraffinés et les dosages des
miR-21, miR-26b et let-7a ont été effectués par ddPCR. Pour chaque échantillon, les ratios
des intensités let-7a/miR-21 ont été calculés et reportés en ordonnée versus les ratios des
intensités miR-26b/miR-21. Les ratios sont reportés en échelles en log2. Tumeurs gliales
de grade I (points noirs) ; Tumeurs gliales de grade II (points rouges) ; Tumeurs gliales de
grade III (points verts) ; Tumeurs gliales de grade IV (points bleus).

Toutes les analyses précédentes démontrent que l’on peut raisonnablement envisa-

ger d’établir un diagnostic, apporter un complément d’information aux anatomopatholo-

gistes pour renforcer le diagnostic par le dosage de quelques microARN seulement. Cette

exploration confirme que les taux de plusieurs microARN sont très nettement différents

entre les tumeurs de divers grades. Ces observations permettent d’orienter la sélection

des microARN pour une approche théranostique adaptée aux tumeurs. En effet, il devient

donc possible d’envisager que le dosage de quelques microARN dans une tumeur per-

mettra de sélectionner en toute connaissance de cause une cible thérapeutique constituée

d’un microARN fortement surexprimé ou au contraire fortement sousexprimé dans une

tumeur et cela quels que soient l’identité ou le grade de la tumeur définis par l’analyse

anatomopathologique.

1.5 Validation des méthodes d’analyse des données

Bien que très attractives, les données précédentes ne sont qu’une première étape

seulement dans la validation du concept d’une approche théranostique. En effet et pour être
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rigoureux, il convient de pouvoir évaluer la robustesse des analyses dans divers contextes.

En particulier, il est légitime de se demander dans quellesmesures les différentes techniques

sont adaptées à l’analyse clinique d’intérêt diagnostique ou théranostique. On a observé

déjà (cf paragraphe ddPCR) que les cohérences de dosage par des méthodes différentes

de PCR quantitatives ne sont pas inattaquables. La précision, la sensibilité, la spécificité

et la reproductibilité seront probablement différentes d’une méthode de dosage à l’autre.

Il convient donc d’être vigilant et de pouvoir appréhender les dispersions obtenues sur les

résultats qui sont liées aux méthodes elles-mêmes. Le ratio de l’expression du microARN

hsa-miR-21 versus l’expression du microARN hsa-miR-210 est un exemple intéressant

et informatif pour illustrer cette nécessité de vigilance. Le microARN miR-21 étant bien

connu pour son rôle d’oncogène, son expression est très forte dans les tumeurs de haut

grade. Pour une tumeur donnée, il devrait être possible de doser les quantités de ces

deux microARN par différentes méthodes et de calculer un ratio miR-21/miR-210 dont la

valeur devrait être une signature, une quasi constante propre à l’échantillon et cela quelle

que soit la méthode de dosage utilisée. Or, si nous observons les ratios calculés pour des

échantillons de glioblastomes, à l’aide de 7méthodes de dosages reposant sur des principes

d’hybridation, de séquençage ou de qPCR, force est de constater que l’homogénéité de ces

ratios n’est pas avérée (cf figure 31, page 105). En conséquence, il sera nécessaire d’être

prudent dans la démarche théranostique et de définir des protocoles de travail reposant sur

la sélection de méthodes et de bien veiller à ne pas tenter de comparer les résultats obtenus

par une méthode envers une autre.

1.6 Choix des microARN qui permettront de synthétiser des conju-

gués pharmacologiques

Il est maintenant envisageable de pouvoir faire le choix des microARN qui pour-

raient orienter la conception d’une approche thérapeutique. Ce choix se base notamment

sur les acquis techniques précédents. Des puces microARN ont été réalisées pour com-

parer l’expression des microARN dans les modèles cellulaires du cancer de la vessie

(lignée RT112) et du cancer du cerveau (lignée U87). A partir de ces résultats, l’objectif

a été de repérer des microARN qui seraient surexprimés dans les tissus tumoraux. L’idéal

étant de pouvoir trouver des microARN surexprimés dans les tumeurs de la vessie et

dans les tumeurs gliales, de sorte qu’une approche thérapeutique mise au point sur ces
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Figure 31 – Les quantifications des microARN dans les tissus sont dépendantes des
méthodes d’analyse

Les microARN miR-21 et miR-210 ont été dosés dans des échantillons d’ARN courts par
des méthodes de PCR (RT-qPCR en plaque, ddPCR) ou basées sur l’hybridation (Mem-
brane arrays en nylon, puces Genechip microARN Affymetrix, puces Agilent (données
TCGA), méthode QuantiGene) et séquençage à haut débit (NGS, plate-forme Illumina).
Les ratios des quantités miR-21/miR-210 ont été calculés et sont reportés dans cet histo-
gramme en échelle linéaire. Les valeurs de chaque ratio sont précisées sur les barres de
l’histogramme. Les données de séquençage sont issues du travail de Hua et al (2012) [123]

microARN puisse - en principe - s’appliquer sans discernement à l’une ou l’autre des tu-

meurs. L’approche thérapeutique parfaitement adaptée à cesmicroARN surexprimés (donc

potentiellement oncogéniques) consiste logiquement à faire appel à des oligonucléotides

complémentaires des séquences des miR en question. Ces oligonucléotides agiraient, une

fois introduits dans les cellules tumorales, comme des antagonistes des miR surexprimés

et neutraliseraient leurs effets oncogéniques. Les taux d’expression des microARN dans

la lignée de gliome U87 ont ainsi été comparés à ceux de la lignée de tumeur de vessie

RT112 (figure 32, page 106). A l’évidence, la dispersion des points souligne le fait que

les tumeurs ont des profils moléculaires très différents. On note aussi que pour certains

microARN leur expression est quasiment tumeur spécifique, puisque fortement exprimés

dans une lignée et quasiment pas dans l’autre (points proches des axes).
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Figure 32 – Choix de microARN pour la thérapie

Comparaison des taux d’expression desmicroARNdans les cellulesU87 versus les cellules
RT112. Les mesures ont été réalisées par hybridation sur puces Affymetrix. Les taux
d’expression sont indiqués en log2.

Le choix des microARN dont l’expression est forte à la fois dans la lignée de gliome

et dans la lignée RT112 doit donc s’effectuer dans le nuage de points en haut à droite du

graphique. Pour restreindre le choix à quelques microARN seulement, l’apport d’une

recherche bibliographique est important. Sur cette base documentaire, trois microARN

sont choisis pour être impliqués dans le processus du développement tumoral (miR-10a,

miR-26a [124,125], et miR-19b), un pour son rôle dans la sensibilité aux chimiothérapies

(miR-125b) [126–128] et un dont la fonction est pertinente avec la radiosensibilité des

tumeurs (miR-18a) [129, 130]. Ces deux derniers microARN apparaissent comme des

cibles avec un potentiel très intéressant car il pourrait être envisageable de combiner l’ap-

proche thérapeutique impliquant un antimiR pour sensibiliser les tumeurs aux traitements

chimiques ou à la radiothérapie [129, 131]. Il émergerait alors un concept original de bi-

voire tri-thérapie dès lors que l’on combinerait une chalcone, un antimiR et une molécule

antitumorale ou la radiothérapie. Dans un premier temps, nous avons choisi de synthétiser

des antagonistes des microARN miR-125b, miR-10a, miR-26a, miR-19b et miR-18a. Ces

molécules ont été synthétisées par l’équipe dirigée par Eric Defrancq au Département de

Chimie Moléculaire. Le design de ces antagonistes a été fait tout simplement en créant

la séquence strictement inversement complémentaire du miR mature. Ces antimiR sont

donc de longueur identique au miR mature qu’ils ciblent, la chimie de synthèse repose sur

l’utilisation de monomères de ribonucléosides et l’ensemble des liaisons phosphodiesters
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sont sous forme de phosphorothioates. L’usage des groupements thiophosphates assure

une bonne protection des ribo-oligonucléotides contre d’éventuelles dégradations par les

nucléases.

2 Import des antimicroARN dans les cellules et effets

pharmacologiques

Pour moduler le taux d’un microARN dans une cellule par un agoniste ou un

antagoniste, il faut pouvoir faire pénétrer ces composés dans la cellule ce qui ne peut se

produire sans le concours d’une méthode de perméation adaptée. La méthode classique

utilisée de nos jours en recherche, c’est d’englober ces petites séquences d’oligonucléo-

tides avec un agent de transfection (cf matériel et méthodes). De manière à trouver les

conditions optimales qui permettent de faire pénétrer dans la cellule un maximun de mo-

lécules des antimicroARN que nous avons synthétisés, trois agents de tranfection ont été

testés (SiPort, Ribocellin et Lipofectamine RNAimax). Seuls les résultats correspondant

aux agents de transfection SiPort et Lipofectamine RNAimax sont présentés dans la fi-

gure 33 ( page 108). Le troisième agent de transfection (Ribocellin) a montré quant à lui

une efficacité intermédiaire par rapport aux deux premiers.

En parallèle, de chacun des tests de transfection des antimicroARN, un contrôle

positif (Ctl +) et un contrôle négatif (Ctl -) sont réalisés. Le contrôle positif repose sur

l’utilisation d’une séquence commerciale (siARN CellDeath, Qiagen) provoquant la mort

cellulaire et le contrôle négatif est un oligonucléotide ne correspondant à aucune séquence

humaine d’une vingtaine de nucléotides (Anti-miRNegative control, ThermoFisher Scien-

tific).

Le choix de l’agent de transfection doit prendre en compte le fait que celui-ci doit

être le moins toxique possible par lui-même et l’efficacité du contrôle positif maximale.

L’effet que l’on souhaite observer avec les antimicroARN que nous avons sélectionnés

sera ainsi mis en évidence avec la plus grande précision. Pour évaluer ces paramètres,

la viabilité cellulaire avant et après transfection est mesurée à l’aide d’un test MTT. Les

Page 107



RESULTATS

Figure 33 – Tests d’agents de transfections

Les cellules de RT112 ont été transfectées avec des antimicroARN en utilisant deux agents
de transfection différents (Siport et Lipofectamine). Cinq antimicroARN ont été utilisés,
un contrôle de transfection est réalisé en absence de tout antimicroARN afin d’évaluer
la toxicité des agents de transfection (véhicule) et un contrôle d’efficacité de transfection
est mené avec un mélange de siRNA toxiques pour les cellules (CTL+). Après 48 h
l’état des cellules est évalué par un test MTT. La viabilité des cellules est calculée en
pourcentage par rapport à un contrôle composé de cellules n’ayant pas été transfectées
(RT112) Transfection avec le Siport : barres d’histogramme gris foncé ; Transfection avec
la Lipofectamine : barres d’histogramme gris clair.

transfections réalisées avec le Siport sont quasiment inefficaces puisque les résultats de

chaque condition de transfection sont identiques (après transfection il reste en moyenne

entre 100% et 85% de cellules vivantes). C’est donc la lipofectamine qui répond le mieux

aux critères de sélection d’un agent de transfection définis ci-dessus et qui de ce fait est

choisie pour effectuer les transfections des antimicroARN.

Pour confirmer que nos antimicroARN sont bien internalisés dans les cellules de RT112,

on réalise la transfection avec un microARN fluorescent (ce miR est lié à un fluorochrome

FAM de couleur bleue) pour que l’on puisse suivre le devenir de ce microARN. Après

incubation et lavages, des tests de cytométrie en flux sont réalisés pour évaluer la cinétique

de transfection afin d’être dans des conditions qui favorisent l’entrée d’un maximum de

molécules. Un premier essai permet de vérifier que l’on peut réaliser ce test sur le cytomètre

avec un résultat permettant de distinguer une population transfectée d’une population non

transfectée. La transfection est faite dans les conditions mises au point précédemment pour

un temps de 48 h.
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Figure 34 – Contrôle de la transfection des microARN par cytométrie.

Des cellules de RT112 ont été tranfectées par un microARN fluorescent (marqueur FAM)
en présence de lipofectamine pendant 48 h puis les cellules ont été analysées grâce à
un cytométre de flux (acquisition de fluorescence). Les cellules non transfectées (tracé
gris) ou les cellules soumises à l’agent de transfection seul (tracé noir) ont été traitées
de manière totalement identique. Les nombres de cellules fluorescentes sont reportés en
fonction de l’intensité de fluorescence des cellules (NB pour les tracés gris et noir, la
fluorescence enregistrée correspond à une autofluorescence caractéristique des cellules).

Le test a été réalisé avec des cellules qui n’ont subi aucun traitement (tracé gris,

enregistrement de l’autofluorescence des cellules figure 34), des cellules qui ont été en

présence de l’agent de transfection seul (tracé noir, enregistrement de l’autofluorescence

des cellules figure 34) et enfin des cellules ayant été incubées avec en plus de l’agent

de transfection le microARN non humain fluorescent (tracé bleu, enregistrement de la

fluorescence du fluorochrome FAM, λ ex : 495nm et λ em : 520, figure 34) pendant

48 h. Sur cette figure 34, les intensités de fluorescence mesurées sont reportées sur l’axe

des abscisses et le nombre de cellules en ordonnée. Les tracés gris et noir qui corres-

pondent à des conditions contrôles permettent d’observer l’autofluorescence des cellules.

En effet, on observe, des intensités de fluorescence réparties de manière homogène et

groupée entre 103 et 104. Dans la condition de transfection avec le microARN fluorescent,

les intensités de fluorescence sont environ dix fois supérieures. Ainsi un seuil (trait noir

vertical) de fluorescence peut être positionné après les pics formés par les tracés gris et

noir pour détecter une fluorescence acquise. Par la suite, ce seuil permet de déduire la
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quantité de cellules transfectées par rapport à la totalité des cellules ayant été en contact

avec le microARN fluorescent. L’analyse des cellules ayant été en contact 48 h avec le

microARN fluorescent (tracé bleu) montre deux populations que l’on déduit de l’allure

du tracé et aussi grâce au seuil. L’étape suivante consiste à évaluer s’il est nécessaire

d’ajuster les conditions de transfection. En particulier et pour cela, des cellules ont été

transfectées avec lemicroARNfluorescent à différents temps soit 4 h, 8 h, 16 h, 24 h et 48 h.

Figure 35 – Cinétique de transfection d’un microARN fluorescent par la lipofecta-
mine dans des cellules RT112

Les conditions expérimentales et la méthode d’analyse sont identiques à celles indiquées
dans la figure précédente. Les durées de transfection sont sélectionnées entre 4 h et 48 h.
Les niveaux de fluorescence enregistrés sont reportés en ordonnée en log10. CTL : les
cellules n’ont pas été transfectées par le microARN fluorescent et le niveau de fluorescence
correspond à la fluorescence intrinsèque des cellules.

Les boîtes à moustaches de la figure 35 représentent la distribution des intensités

de fluorescence mesurées en log10 sur l’axe des ordonnées. Si la boîte est étroite comme

pour la condition contrôle (CTL), l’histogramme forme un pic étroit comme le tracé noir

de la figure 34. A l’inverse, à 48 h, on observe une gamme d’intensités beaucoup plus

grande, la boîte est plus grande avec très peu de valeurs au-delà des moustaches. Cette

situation correspond au tracé bleu de la figure 34. Plus l’intensité de fluorescence des

cellules est élevée, plus bien évidemment la transfection aura été efficace. On observe

une légère augmentation de la transfection jusqu’à 16 h. Après 16 h, une décroissance de

fluorescence s’amorce jusqu’à un “étalement” du signal à 48 h. Ceci pourrait s’expliquer

par le fait qu’à 48 h, la totalité du microARN a été complètement incorporée et qu’en
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parallèle un petit nombre de cellules non fluorescentes a eu le temps de se dupliquer. En

proportion un nombre plus réduit de cellules sont fluorescentes mais cela semble indiquer

que la transfection est très peu toxique pour les cellules sur plusieurs dizaines d’heures et

qu’à 48 h le maximum de transfection a été atteint. Les effets des agonistes ou antagonistes

de microARN seront donc observés à 24 h et 48 h pour être certain d’avoir atteint un taux

de transfection maximum.

Figure 36 – Impact de la transfection des antimicroARN sur le taux d’apoptose des
cellules RT112. Analyse en cytométrie de flux

Les cellules RT112 sont transfectées 24 h avec les antimiR suivants : antimiR-125b,
antimiR-18a ou antimiR-10a. Le contrôle correspond à une condition de transfection sans
antimiR. Le niveau de fluorescence des cellules dû à l’iodure de propidium est reporté en
ordonnée, celui lié à la fixation d’annexine V fluorescente en abscisse. Les pourcentages
correspondent à la proportion de cellules (points) dans chaque cadran du graphique. Le
carré en bas à gauche correspond aux cellules vivantes alors que les trois autres cadrans
correspondent à des cellules mortes ou train de mourir.

Dans la perspective d’un thérapie antitumorale, il est primordial de choisir des

microARN dont on pourra aisément moduler le taux d’expression afin de tuer ou au moins

sensibiliser spécifiquement à une autre thérapie les cellules tumorales. C’est pourquoi,

l’effet sur l’apoptose suite à la tranfection d’un antimiR (antagoniste de microARN) a été

Page 111



RESULTATS

étudié sur le modèle cellulaire RT112 par cytométrie en flux. Les cellules ont été marquées

à l’iodure de propidium et l’annexine V fluorescente pour distinguer les cellules mortes ou

vivantes. Pour des cellules non apoptotiques, la membrane cellulaire restera intègre et la

phosphatidylsérine n’aura pas été exposée à la surface de la cellule, par conséquent elles

ne seront marquées ni par l’iodure de propidium ni par l’annexine V. Ainsi, en représentant

pour chaque traitement, l’intensité de fluorescence liée au marquage par l’annexine V en

fonction de celle de l’iodure de propidium (figure 36, page 111), on peut en déduire l’état

dans lequel se trouve chaque cellule de l’échantillon. Les seuils de fluorescence sont définis

par des monomarquages. Un seuil de détection de fluorescence est établi pour l’iodure de

propidium (axe des abscisses, trait vertical) et pour l’annexine V (axe des ordonnées, trait

horizontal) formant 4 cadrans. Ainsi les cellules situées dans le cadran en bas à gauche

sont vivantes puisqu’elles n’ont pas été marquées. A l’inverse, le cadran en haut à droite

correspond à un double marquage des cellules donc des cellules en apoptose. Les cadrans

haut/gauche et bas/droite sont des conditions où les cellules ont perdu l’intégrité de leur

membrane, on considère que ce sont des cellules nécrotiques (mort non programmée).

Dans des conditions standards de culture (figure 36 graphique “Cellules”), il y a un re-

nouvellement permanent et donc toujours une petite fraction (environ 5%, somme des

cellules en apoptose et des cellules nécrotiques) de cellules mortes ou qui vont mourir. En

présence des antimiR les effets observés restent limités, l’effet le plus marqué est visible

avec l’antimiR-18a, condition pour laquelle on peut observer pratiquement 9% de cellules

mortes.

Dans la cellule, on sait qu’un microARN peut avoir plusieurs gènes cibles. Mais

à l’inverse, un même gène présente dans sa région 3’UTR un ou plusieurs sites d’hybri-

dation pour différents microARN. Dans le cadre du développement tumoral, les cellules

cancéreuses produisent spontanément une combinaison (cluster) de microARN ciblant

une même protéine suppresseur de tumeur. L’utilisation d’une combinaison d’un ou plu-

sieurs antimicroARN peut donc être une stratégie intéressante à envisager pour la thérapie.

Des combinaisons de deux ou trois antimiR ont donc été testées avec les antimicroARN

antimiR-125b, antimiR-10a et antimiR-18a qui ont montré les effets les plus forts bien que

modérés individuellement sur les cellules RT112.
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Figure 37 – Analyse de l’effet des antimicroARN utilisés en combinaison sur les
cellules RT112

Les cellules RT112 sont transfectées pendant 48 h. La viabilité est mesurée par un test
MTT. Les pourcentages de viabilité sont reportés en ordonnée et calculés par rapport à
la viabilité des cellules non traitées. Les contrôles correspondent à une transfection par
l’agent de tranfection seul (Lipo), ou avec un siRNA cytotoxique (CTL+).

La comparaison de l’effet d’une combinaison de microARN par rapport aux

microARN individuels a été évaluée par l’utilisation du test MTT. Une condition de

référence expérimentale pour pouvoir évaluer correctement l’effet sur les cellules qui in-

combe spécifiquement aux antimicroARN est requise et nécessite d’incuber les cellules

avec l’agent de transfection uniquement (Lipofectamine RNAimax sans antimicroARN).

Ainsi on calibre la viabilité cellulaire maximale dans cette condition et l’impact d’une

éventuelle activité cytotoxique de l’agent de transfection (que l’on espère modérée) sera

donc pris en compte. La réalisation d’un contrôle positif (par utilisation d’un mélange cy-

totoxique de siRNA) permet de plus de s’assurer que la transfection a fonctionné comme

attendu. La transfection avec certains antimicroARN individuels a un impact au niveau de

l’activité cellulaire. En effet, après transfection de l’antimiRmiR-18a la viabilité cellulaire

est seulement de 49% . La transfection avec l’antimiR miR-21 réduit la viabilité cellulaire

à 60% (voir figure 37). De manière intéressante, la transfection combinée de l’antimiR-

18a et de l’antimiR-21 est encore plus efficace puisqu’il ne reste que 20% de cellules

vivantes après cette transfection. Le second cas de figure intéressant pour son effet sur

la viabilité cellulaire est l’association des antimiR-125b et antimiR-21. Individuellement

Page 113



RESULTATS

ces deux anti-microARN sont peu actifs : la viabilité cellulaire est voisine de 80% après

transfection de l’antimiR-125b (voir figure 37) et 60% après transfection de l’antimiR-21

comme mentionné juste au-dessus . La combinaison des deux antimiR quant à elle permet

de réduire la viabilité à environ 30%, ce qui est plus que la simple addition des effets de

chaque anti-microARN. Des tentatives de transfections avec des combinaisons de plus de

deux antimiR ont été tentées, mais n’ont pas montré d’efficacité supérieures aux combi-

naisons avec deux antimiR.

3 Choix de la chalcone permettant de synthétiser des

conjugués pharmacologiques

Les chalcones sont connues pour les vertus thérapeutiques de certaines d’entre elles

et en particulier pour leurs effets antitumoraux. Au laboratoire CaCys, diverses molécules

de chalcones produites par le laboratoire du Pr A Boumendjel ont été testées sur des

lignées cellulaires de tumeurs de vessie dans le but d’évaluer leur capacité à interférer

avec le développement des cellules. Ces tests ont été menés en particulier sur les lignées

RT112 et RT112 CP, cette dernière étant résistante au cisplatine. Le travail présenté ici

concerne en plus le modèle cellulaire de glioblastome U87.

Le but de ces mesures est de déterminer la chalcone la plus active qui permettrait

à terme, en plus d’exercer une activité antitumorale, de véhiculer un antimicroARN doué

d’activité antitumorale. De plus, il sera nécessaire d’évaluer l’impact de modifications chi-

miques sur l’efficacité d’une chalcone sélectionnée pour son activité antitumorale contre

les cellules RT112, RT112CP et U87.

Quatre molécules ont été comparées de manière classique avec un test MTT pour

évaluer l’impact que chacune pouvait avoir sur la prolifération des cellules cancéreuses.

Comme précédemment, la condition de référence choisie est celle où les cellules ont été

mises en présence uniquement du “solvant” des chalcones : le diméthylsulfoxyde (DMSO).

L’activité cellulaire (viabilité et/ou prolifération) est calculée par rapport à la condition de

référence toujours considérée étant à 100%. Les chalcones sont administrées aux cellules
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tumorales en concentrations croissantes finales allant jusqu’à 100 µM. Les conditions

opératoires sont choisies de telle sorte que le volume de solution de chalcone ne dépasse

jamais 2% du volume total du mileu de culture. Ainsi on peut confronter les effets “dose-

réponse” obtenus pour chacune des molécules.

Figure 38 – Impact des chalcones sur la viabilité des cellules U87. Effets en fonction
de la concentration des chalcones

Les cellules U87 sont mises en contact pendant 48 h avec les chalcones utilisées à des
concentrations variant entre 0,5 et 100 µM. Le contrôle est réalisé en absence de chalcone
mais le solvant des chalcones (DMSO) est ajouté aux cultures aux concentrations identiques
à celles correspondant aux tests des chalcones. La viabilité est mesurée par un test MTT.
Les pourcentages de viabilité sont reportés en ordonnée et calculés par rapport à la viabilité
des cellules non traitées. Courbe noire : DMSO ; courbe bleue : chalconeA1 ; courbe verte :
chalcone A2 ; courbe rose : chalcone A3 ; courbe violette : chalcone B1.

Les courbes dose-réponse présentées figure 38 permettent d’accéder à un certain

nombre d’informations telles que la puissance et l’efficacité des chalcones. La puissance

étant définie par une valeur de concentration qui provoque le demi effet maximum de

la molécule étudiée (on parle également de concentration efficace à 50% ou EC50), et

l’efficacité comme la valeur maximale de l’effet observé (ici la mort des cellules). L’effi-

cacité correspond à la valeur asymptotique du pourcentage maximum de la mort cellulaire

provoquée par la chalcone.
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En ce qui concerne les tests sur les cellules U87 (figure 38), on note des différences

importantes d’efficacité entre les quatre molécules de chalcones (valeurs maximales des

réductions de viabilité). Les molécules A2, A3 se caractérisent par une efficacité médiocre.

La mortalité maximale ne dépasse pas 20% des cellules U87 aux fortes concentrations

avec ces chalcones. Par contre, les molécules A1 et B1 provoquent au maximum la mort

d’environ 80% des cellules aux fortes concentrations.

L’efficacité d’une molécule est bien évidemment importante mais il faut aussi éva-

luer la puissance à provoquer la mort cellulaire des molécules de chalcones. Pour estimer

la valeur de demi effet provoqué par la chalcone il est plus précis de procéder à une

représentation semi-logarithmique des données en traçant la valeur du pourcentage de

cellules viables en fonction du log10 de la concentration en chalcones. De ce fait les tracés

présentent une allure sigmoïdale et le point d’inflexion des courbes permet de définir la

concentration de chalcone qui provoque 50% de l’effet cytotoxique maximum caractéris-

tique de cette chalcone en particulier (figure 38).

La représentation semi-logarithmique permet d’assimiler la courbe dose-réponse à

une sigmoïde dont l’équation 1 est définie par quatre paramètres :

V iabilité = viabilitémax+ viabilitémin− viabilitémax
1 + 10LOG((EC50)−x) (1)

Les viabilités max et min sont exprimées en pourcentage par rapport à la viabi-

lité du contrôle sans chalcone. La viabilité min correspond au pourcentage minimum de

viabilité induit par une concentration infinie en chalcone. EC50 est la concentration de

chalcone qui provoque le demi-effet létal. x représente la concentration de chalcone en µM.

Cette équation permet la modélisation de la réponse de chacune des chalcones

testées et ainsi de pouvoir retrouver la valeur d’EC50. Les molécules les plus intéressantes

pour la thérapie sont les molécules A1 et B1 parce que plus efficaces que les molécules

A2 et A3 (figure 39, page 117). En revanche, les différences que l’on constate pour les

valeurs de EC50 pour ces 4 molécules apparaissent très faible. Il est également attractif de

noter que les EC50 des chalcones actives sont proches de 1 µM ce qui est une concentra-

tion relativement modeste et compatible avec une utilisation pharmacologique. Enfin, les
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valeurs d’EC50 des chalcones A1 et B1 mesurées ici pour les cellules U87, cadrent avec

les valeurs de demi effet mesurée au laboratoire CaCys pour ces mêmes molécules envers

les cellules RT112 et RT112CP.

Figure 39 – Courbes dose-réponse de l’effet des chalcones sur la viabilité des cellules
U87 représentées en tracé semi-logarithmique

Les données de viabilité présentées à la figure précédente ont été reportées en traçant le
pourcentage de viabilité mesuré versus le log10 des concentrations en chalcones utilisées.
Les données expérimentales sont modélisées par les courbes tracées en utilisant l’équation
présentée ci-dessus. courbe bleue : chalcone A1 ; courbe verte : chalcone A2 ; courbe rose :
chalcone A3 ; courbe violette : chalcone B1.

Les tests MTT pratiqués dans cette première étape de sélection des chalcones per-

mettent de faire un tri rapide desmolécules actives ou non, toutefois ils restent relativement

sommaires dans la mesure où ils n’indiquent pas précisément si les cellules sont réellement

mortes ou seulement bloquées dans leur prolifération. Pour caractériser mieux l’action de

ces molécules, l’analyse du cycle cellulaire s’impose.

La molécule A1 étant la molécule de chalcone la plus active, le cycle cellulaire

a été analysé à plusieurs temps d’incubation et pour différentes concentrations de molé-

cule A1 sur les cellules U87. Les résultats sont reportés figure 40 où chaque graphique

représente une condition de temps et de concentration. Les graphiques correspondent à

des représentations des intensités de fluorescence de l’iodure de propidium qui sont le

reflet de la quantité d’ADN cellulaire. En cytométrie en flux on peut analyser individuelle-
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ment chaque cellule et distinguer les cellules en phase G2/M par la mesure de la quantité

d’ADN nucléaire. En effet, les cellules en G2/M ont un contenu ADN qui est doublé par

rapport à celui des cellules en G0/G1. A chaque passage devant le détecteur, le signal de

fluorescence de l’iodure de propidium lié à l’ADN est enregistré. Le signal enregistré se

caractérise par une amplitude maximum et une aire du signal lors du déplacement des

cellules dans le détecteur. Ces deux paramètres permettent de bien distinguer les cellules

en G2/M des cellules en G0/G1 et même d’éventuels agrégats de cellules. C’est pourquoi,

l’analyse du cycle cellulaire est faite en représentant l’amplitude maximale du signal émis

par l’iodure de propidium en fonction de l’aire du signal. L’échelle de couleur sur les

graphiques correspond à une densité de points (chaque point correspondant à une cellule).

La couleur rouge traduit une très forte densité de points puis l’échelle se décline en orange,

jaune, vert, cyan jusqu’au bleu foncé qui est la densité la plus faible.

Figure 40 – Impact de la molécule A1 sur les cellules U87. Analyse du cycle cellulaire
en cytométrie de flux

Les niveaux de fluorescence des cellules dus à l’iodure de propidium sont enregistrés et
pour chaque cellule sont reportés : la valeur d’intensité du pic de détection en ordonnée et
l’aire du signal de fluorescence du pic de détection en abscisse.
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Les cellules en phase G0/G1 sont en général les cellules présentent enmajorité dans

une population de cellules en culture dans des conditions normales de croissance. C’est ce

que l’on observe pour les conditions contrôles en figure 40. Les cellules en phase G0/G1

se trouvent en bas à gauche de chaque graphique. Pour les phases G2 et M, le contenu en

ADN est doublé et les cellules qui sont dans cette phase du cycle cellulaire vont se trouver

en haut à droite des graphiques. Sur cette figure 40, on note qu’à partir de 24 h avec 1 µM

demolécule A1, les cellules commencent à s’accumuler en phase G2/M (densité plus forte

couleur rouge). Cette tendance se confirme en augmentant la concentration et le temps de

contact avec la molécule.

Figure 41 – Courbes “dose-réponse” de l’impact des chalcones sur le cycle cellulaire
des cellules U87

Les données de cycle cellulaire ont été acquises comme indiqué dans la figure précédente
après mise en contact des cellules U87 pendant 48 h avec des concentrations variables
de chalcone A1. Les poucentages de cellules en phase G0/G1 ou G2/M sont reportés en
ordonnée versus les concentrations en chalcone A1 utilisées (en µM et en échelle linéaire).
Courbe noire : évolution des pourcentages de cellules en phase G0/G1. Courbe bleue :
évolution des pourcentages de cellules en phase G2/M.

Sur l’ensemble des analyses réalisées à 48 h avec des concentrations croissantes de

chalcones on peut suivre précisément la disparition des cellules en phase G0/G1 et l’accu-

mulation des cellules en phase G2/M (voir figure 41). On remarque sur cette figure que les

deux courbes se croisent à 0,5 µM indiquant la concentration efficace médiane puisqu’il y

a autant de cellules en phase G0/G1 qu’en phase G2/M. Cette valeur est concordante avec

celle de la concentration de 0,5 µM qui provoque 50% de l’effet cytotoxique maximum
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observé avec le test MTT. On constate donc que la chalcone A1 bloque les cellules U87

dans la phase G2/M du cycle cellulaire plutôt qu’elle ne provoque réellement la mort de

ces cellules. Une observation identique avait été faite par le laboratoire CaCys pour les

cellules RT112.

Les actions des chalcones étant assez variées [132, 133], il est difficile d’avoir un

a priori sur la ou les cible(s) spécifique(s) de la molécule A1. Une approche basée sur

l’analyse globale des profils d’expression des ARN messagers a donc été envisagée afin

de pouvoir disposer de signaux de dérégulations d’expression qui suggéreraient des cibles

probables. Des puces Human Transcriptome Array Affymetrix ont été utilisées pour réali-

ser cette analyse. Les ARN de cellules RT112 traitées avec la molécule A1 et non traitées

ont été extraits (cf Matériels et Méthodes) et les fractions d’ARN longs ont été marquées

(cf Matériels et Méthodes) et hybridées sur les puces.

Les données obtenues sur ces puces HTA Affymetrix ont été normalisées par la

méthode RMA (cf Matériels et Méthodes) et les taux d’expression des transcrits des

cellules traitées par la chalcone A1 comparés à ceux des cellules qui n’ont pas été en

contact avec la molécule grâce au logiciel TAC 3.0. Plusieurs transcrits sont surexprimés

et d’autres sous-exprimés. Le niveau d’expression du gène CYP1A1 codant la protéine

CYP1A1 (protéine de la famille des cytochromes P450) est augmenté plus de quatre fois

du fait du traitement par la chalcone A1. De plus, les puces HTA nous fournissent des

renseignements sur les taux d’expression des variants d’épissage alternatif de chaque gène.

Dans le cas du gène CYP1A1, il est connu que la transcription de celui-ci peut conduire à

la production de plusieurs transcrits alternatifs.

Figure 42 –Représentation schématique des structures des transcrits engendrées par
le gène CYP1A1.

Les exons sont représentés par des cylindres. A. structure du transcrit produit en absence
de chalcone (total 6 exons). B. structure du transcrit produit en présence de chalcone A1
(total 7 exons).
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L’analyse détaillée de nos données transcriptomiques montrent qu’une forme de

transcrit du gène CYP1A1 prédomine dans les cellules non exposées à la molécule A1.

Ce transcrit est constitué de l’assemblage de 6 exons et ne code pas pour une forme de

protéine CYP1A1 conventionnelle et active. La protéine CYP1A1 active est composée de

512 acides aminés (massemoléculaire 58165Da) la protéine codée en absence de chalcone

est beaucoup plus courte (158 acides aminés). En revanche, le traitement par la chalcone

A1 induit un changement qualitatif et quantitatif concernant les transcrits produits par le

gène CYP1A1. En effet la forme courte du transcrit comportant 6 exons est légèrement

surexprimée, par contre, une forme composée de 7 exons exprimée en très faible pro-

portion en absence de chalcone devient majoritaire (son taux d’expression est devenu 24

fois supérieur en présence de chalcone). Ce transcrit normal avec 7 exons correspond au

transcrit qui code la protéine entière et active.

L’impact de la chalcone sur la modification du mode et du taux d’expression du

gène CYP1A1 apparaît donc important et complexe et les mécanismes qui conduisent à ces

changements restent à définir. Dans l’optique de rationaliser ces événements et de valider

si la protéine CYP1A1 pourrait être une cible directe de la chalcone, il convient donc de

rechercher si la chalcone pourrait être un ligand de CYP1A1. Cette question peut être abor-

dée d’un point de vue théorique grâce à des outils de modélisation d’interaction chimique

(ou “docking”) entre les deux molécules. Les protéines dont la structure tridimensionnelle

est connue sont répertoriées dans la base Protein Data Bank (PDB). La structure de la

forme “longue” de CYP1A1 est connue et disponible sur cette base. Ainsi à partir de ces

données, on peut grâce au logiciel de docking en ligne (https ://mcule.com/apps/1-click-

docking/) tenter de modéliser l’interaction de la molécule de chalcone A1 dans le site actif

de la protéine CYP1A1 (cf figure 43, page 122).

La modélisation simple faite avec CYP1A1 n’indique pas à quel point cette hypo-

thèse est juste. Pour être plus objectif, il est nécessaire de comparer des valeurs mesurant

l’interaction entre les molécules. Pour chaque modélisation, il est possible de calculer un

score reflétant avec quelle « affinité » un ligand s’insère dans un site donné de la protéine.

La valeur de ce score est inversement proportionnelle à la probabilité pour une molécule
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Figure 43 –Représentation tridimensionnelle de l’interaction de lamolécule chalcone
A1 dans le site actif de la protéine CYP1A1

Observations sour trois angles différents.

d’être un authentique ligand de la protéine (i.e., plus la valeur du score est négative, plus

grande est la probabilité d’une interaction du ligand dans le site).

La figure 43 montre la position de la chalcone dans le site actif sous trois angles

différents. L’ossature de la chaîne polypeptidique de CYP1A1 est repésentée par les rubans

jaune-orange formant des structures classiques telles que des hélices facilement reconnais-

sables. Le contour des résidus d’acides aminés de la protéine est suggéré par un maillage

blanc et rouge. Enfin la chalcone est modélisée par une structure en bâtons et on voit

qu’elle prend une position relativement plane au sein du site actif. Cette modélisation

permet de repérer plus facilement le lien entre la séquence d’acides aminés et le site actif.

D’autre part, la bibliographie impliquant ce cytochrome P450 et des flavonoïdes renforce

cette modélisation [134].

Figure 44 – Séquences protéiques des isoformes de CYP1A1 produites en absence ou
en présence de chalcone A1

Page 122



3 Choix de la chalcone permettant de synthétiser des conjugués pharmacologiques

En figure 44 (page 122) est montrée la séquence protéique de CYP1A1 de la forme

la plus abondante (long transcrit de 7 exons codant pour une protéine 512 acides aminés)

après traitement avec la molécule A1. En rapport avec la modélisation, les acides aminés

importants dans le site actif sont surlignés en rouge et ceux impliqués dnas la fixation de

l’hème en vert. A l’aide d’un logiciel d’alignement, les deux séquences protéiques cor-

respondant aux transcrits long et court sont comparées. Le résultat montre que le transcrit

court code pour une partie de la forme longue, il est repéré par la séquence en gras figure 44.

La forme courte de CYP1A1 est peu documentée et elle n’existe pas dans la base

PDB. On remarque que 11 résidus d’acides aminés sur 15 nécessaires à la constitution du

site actif dans la forme normale ne sont pas présents dans cette forme courte. De même, en

ce qui concerne les 5 acides aminés impliqués dans la fixation de l’hème dans la protéine

active, un seul est conservé dans la forme courte. A l’évidence, cette forme courte ne

dispose pas des éléments requis pour assumer la réaction catalysée par la forme codée par

le transcrit de 7 exons.

Selon cette analyse, CYP1A1 pourrait constituer une cible de la chalcone A1 qui se

fixerait dans le site actif de cette protéine. Cette observation si elle était avérée n’explique

pas pour autant les effets phénotypiques provoqués par la chalcone et en particulier le

blockage des cellules en phase G2/M. Il est donc tout à fait probable que la molécule A1

ait une autre cible. Par ailleurs les modélisations suggèrent que la chalcone soit également

capable d’interagir avec le facteur de transcription AHR, lequel est nécessaire pour la

transcription de CYP1A1 ce qui pourrait en partie rationaliser la surexpression du gène

CYP1A1.

Plusieurs interactions ont été modélisées et pour lesquelles le score d’affinité a été

reporté dans le tableau 9 (page 124). Les molécules de protéines capables de fixer les

chalcones qui ont été testées ont été choisies grâce à une recherche bibliographique, à

des algorithmes de prédiction de cibles.Ces protéines sont Ferredoxin-1 (FDX1), Pim-1

Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase (PIM1), Cyclin-Dependent Kinase 6 (CDK6)

et P38-MAPK. Pour avoir des valeurs de référence auxquelles se rapporter, la fixation des
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Molécule FDX1 PIM1 CDK6 p38-MAPK AHR CYP1A1

A1 -6,8 -8,9 -9,1 -8.3 -8,9 -10,6

A2 -6,8 -9,4 -9,4 -8,1 -9,4 -10,9

A3 -7,1 -8,8 -9,1 -7,8 -8,8 -10,8

B1 -6,8 -8,7 -8,2 -7,0 -8,3 -10,4

BHF / / / -8,5 -7,4 -13,3

STL / / / -7,7 -5,6 -9

TCDD / / / -7,8 -8,6 -9,7

A1+”linker” / / / -7,9 / -5,2

B1+”linker” / / / -6,8 / -7,6

Table 9 – Scores d’affinités entre les chalcones et leur cibles potentielles

substrats reconnus (BHF : alpha-naphthoflavone, STL : réservératrol et TCDD : dioxin)

des protéines p38-MAPK, AhR et CYP1A1 a été modélisée de la même manière.

On remarque dans le tableau tableau 9 que les molécules A2 et A3 ont les meilleurs

scores d’affinité pour les modélisations testées. Or ce sont les deux molécules les moins

actives. Une explication de ce résultat inattendu pourrait être liée au fait que la modélisa-

tion ne prend pas en compte la présence des co-facteurs des protéines. Pour la modélisation

CYP1A1, par exemple, le calcul est approximatif car il ne prend pas en compte la position

de l’hème qui est importante pour l’activité catalytique de l’enzyme. Ces résultats sont

néammoins complémentaires à la partie expérimentale et la renforce en proposant des

pistes de travail pour comprendre mieux l’action de ces molécules.

Si on fait un focus sur le cas de la molécule A1, et si par rapport au score d’affinité

entre protéine et ligand avéré (AHR et dioxin ou CYP1A1 et alphanaphtoflavone), on place

un seuil d’affinité à -8 pour un score correspondant à une réalité, on remarque alors dans

ce tableau, que la molécule bien qu’ayant des affinités a priori plus faibles pour les autres

molécules que pour CYP1A1, rien ne permet de dire que PIM1, CDK6 ou P38-MAPK sont

ou ne sont pas des protéines avec lesquelles la chalcone pourrait interagir. En revanche, la

protéine FDX1 semble la piste la moins probable.
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On constate aussi que les scores d’affinité de la chalcone A1 pour p38-MAPK, AhR

et CYP1A1 sont voisins des scores de fixation des ligands BHF, STL et TCDD sur ces

protéines. Par ailleurs, le score d’affinité pour CYP1A1 est plus important que pour p38-

MAPK et AhR. Ces éléments semblent confirmer que CYP1A1 pourrait lier la molécule

de chalcone A1, qui plus est, au niveau du site actif de cette enzyme. En supposant que

la cellule mise en contact avec la chalcone souhaite se soustraire à une activité inhibitrice

de la chalcone, il ne serait pas aberrant, dans un objectif de détoxification de la cellule, de

voir que l’expression d’une protéine de la famille des cytochromes P450 est augmentée et

de valider que cette protéine est capable d’interagir avec la chalcone comme le montrent

les simulations.

Enfin, afin de prédire les effets des modifications chimiques des chalcones (mo-

difications souhaitées pour le couplage avec un antimiR) sur la fixation sur les protéines

cibles, la modélisation de la fixation des chalcones A1 et B1 auxquelles on a rajouté un

linker sur la fonction amine portée par le cycle A a été modélisée. A l’évidence, les valeurs

d’affinité se dégradent de manière importante et la modification a un effet très négatif sur

la fixation des chalcones.

4 Le conjugué chalcone-antimiR

Les données de la littérature ainsi que les travaux présentés ici confirment que les

molécules de chalcones ont un potentiel fort en pharmacologie et c’est aussi le cas pour

les microARN. Ainsi ayant à disposition des outils thérapeutiques en cours de développe-

ment, il paraît logique d’évaluer l’effet de l’association de ces deux types de composants.

En effet, l’objectif est de se servir des avantages de la chalcone et de l’antimicroARN en

espérant une synergie entre les deux molécules.

Dans un premier temps, l’association des deux a été testées par co-traitement des

cellules tumorales U87. Les cellules ont été traitées avec un mélange d’antimicroARN

ayant l’effet cytotoxique le plus important (antimiR-18a) et la molécule de chalcone A1

aux mêmes concentrations finales que lorsqu’ils sont utilisés seuls. Les résultats du co-

traitement sont comparés aux résultats obtenus avec chacune des molécules (cf figure 45).
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Figure 45 – Evaluation de l’efficacité d’un cotraitement

Les cellules RT112 sont transfectées pendant 48 h en présence ou non de chalcone A1.
La viabilité est mesurée par un test MTT. Les pourcentages de viabilité sont reportés en
ordonnée et calculés par rapport à la viabilité des cellules non traitées. Les conditions de
culture sans chalcone A1 sont représentées par des barres d’histogramme gris foncé. Les
conditions de culture avec chalcone A1 sont représentées par des barres d’histogramme
gris clair.

Ce graphique rappelle que la molécule A1 seule peut inhiber la prolifération cel-

lulaire à 70%. L’antimicroARN seul montre un maximum d’efficacité de 40% environ.

L’association des deuxmolécules permet de provoquer la mort de près de 90% des cellules.

Il a été vérifié que cet impact du co-traitement n’est pas dû à l’agent de transfection qui

favoriserait l’entrée de la molécule A1 dans les cellules. La condition agent de transfec-

tion plus molécule A1 sans microARN n’est pas plus efficace que la molécule A1 seule.

Si aucune des deux molécules prises séparément n’est parfaitement efficace pour tuer la

totalité des cellules, on constate que l’association des deux semble aboutir à une addition

des effets, ce qui serait déjà un progrès sensible. En outre, si la chalcone ne montre qu’un

effet cytostatique (blocage réversible en G2/M), l’association avec l’antimicroARN pour-

rait favoriser plus facilement une transition vers la mort cellulaire, voire sensibiliser les

cellules aux rayonnements utilisés en radiothérapie ce qui serait extrêmement bénéfique

en thérapie des cancers.
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Ces résultats positifs devraient donc être complétés pour déterminer précisément la

nature de l’amélioration observée lors du co-traitement. Ces résultats sont encourageants

pour tenter une combinaison de la chalcone et du microARN incorporés idéalement dans

une même molécule ou un même vecteur.
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Discussion
A l’issue de ce travail destiné à valider la preuve du concept d’une approche théra-

nostique antitumorale basée sur l’utilisation d’antagonistes de microARN et de chalcones,

il est possible de faire la synthèse des questions abordées et des niveaux d’aboutissement

technique atteints. Ces questions sont donc déclinées ci-après.

1 Peut on détecter correctement des microARN dans les

tissus tumoraux ?

Aujourd’hui, une des grandes difficultés qui conditionne l’efficacité de la thérapie

est liée à la qualité du diagnostic. En effet, fréquemment, plus le diagnostic est tardif ou

incorrect, plus le traitement à mettre en œuvre est important. La prise en charge thérapeu-

tique du patient est donc dépendante de la sensibilité, et de la robustesse du diagnostic.

Ce constat banal justifie à lui seul la nécessité d’envisager et d’évaluer de nouvelles

stratégies pour le développement d’approches théranostiques susceptibles d’accroître les

performances de la lutte contre les tumeurs.

Pour qu’un diagnostic soit sensible et spécifique, il faut être dans des conditions

qui permettent une très bonne mesure (détection) du (ou des) marqueurs de la pathologie.

Pour ce projet, le but a consisté à exploiter les microARN comme marqueurs de tissus tu-

moraux plus ou moins agressifs (tumeurs de la vessie et glioblastomes pour les tumeurs du

cerveau). L’idée sur laquelle est basé cet objectif repose sur le fait que les microARN sont

de petites molécules naturellement produites par la cellule mais dont les taux d’expression

vont être modifiés par le développement d’une tumeur. Dès lors, pour faire la preuve du

concept que l’on peut utiliser les microARN pour le diagnostic, la question essentielle

qui se pose est la suivante : sait-on parfaitement bien détecter ces petits ARN dans des

échantillons biologiques prélevés chez le patient ?

Pour commencer à répondre à cette question, le premier point à aborder concerne

l’échantillon sur lequel le dosage sera fait. Quelques années après la découverte des

microARN, en 2002, l’équipe de Croce avait montré des dérégulations des taux d’expres-
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sion de deux microARN chez des patients atteints d’une leucémie [83] suggérant ainsi

un lien important entre microARN et oncogenèse. Ce travail a été réalisé sur des cellules

prélevées dans la moelle osseuse. Au-delà des questions fondamentales relatives au rôle

physiopathologique des microARN, ce travail illustrait que les microARN pourraient être

des révélateurs, des biomarqueurs d’un développement tumoral. Ceci servait d’initiateur

pour de nombreuses études d’intérêt clinique mises en place pour la détection de mar-

queurs moléculaires susceptibles d’aider à la caractérisation des tumeurs. Pour les tumeurs

solides, de nombreux travaux ont été réalisés à partir de tissus congelés dont on extrait

l’ARN comme l’ont fait Lu et ses collaborateurs sur plusieurs types d’échantillons [135]

et pour réaliser un profil d’expression des microARN dans de nombreux cancers. Cette

approche expérimentale est cohérente avec le fait que la masse tumorale en développement

est accessible au prélèvement (biopsies) ou fait l’objet d’un acte thérapeutique reposant

sur une exérèse chirurgicale, et il est dès lors souvent aisé de disposer d’un fragment du

tissu tumoral au sein duquel on souhaite identifier les signatures de la pathologie. En outre,

afin de préserver la qualité de l’échantillon et de ne pas altérer la composition en ARN

(ARNm ou microARN) qui sont des molécules très sensibles aux dégradations enzyma-

tiques, l’habitude de travailler sur des échantillons congelés s’est généralement imposée.

Toutefois, on peut se demander si ce choix du matériel biologique d’analyse et de son

mode de prétraitement est judicieux pour développer une approche théranostique qui doit

pouvoir s’implanter en clinique avec la plus grande facilité tout en étant la moins invasive

pour le patient. C’est pourquoi, il est nécessaire tout d’abord de bien maîtriser l’analyse

sur tissus congelés pour disposer d’une base de connaissance des biomarqueurs solide et

ensuite mettre au point d’autres méthodes d’emploi plus aisées en routine clinique tout en

restant parfaitement performantes.

Il est intéressant de noter qu’à la différence des travaux de recherche, en clinique

et notamment en oncologie, les analyses sont pratiquées à partir d’échantillons tissulaires

fixés inclus en paraffine. Or il a été montré que la fixation des tissus pouvait avoir un impact

important sur leur contenu, sur la qualité en acides nucléiques [136]. Si l’on prend comme

référence le tissu congelé, une extraction à partir de 100 mg de tissu permet d’obtenir

en moyenne 80 µg d’ARN total (somme des ARN longs plus ARN courts, voir page 76

tableau 3) dont 20 µg sont des ARN ayant une taille inférieure à 200 bases. Les protocoles
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d’extraction d’ARN sur tissus inclus en paraffine sont établis pour des extractions d’ARN

sur colonnes à partir de 4 coupes de 10 µm d’épaisseur. Partant de ces 4 coupes, on peut

estimer que pour une tumeur de 10 mm de diamètre, le volume total de tumeur engagé

dans le protocole d’extraction sera d’environ 3 mm3. Sur la base d’une masse volumique

du tissu proche de 1 µg/mm3, ce sont environ 3 mg de tissu tumoral qui sont traités et à

partir desquels on extrait grosso modo 1 µg d’ARN courts. Compte tenu des rendements

indiqués ci-dessus pour 100 mg de tissu congelé, la masse d’ARN courts obtenue pour 3

mg de tissus congelé devrait être de 0,6 µg environ. Bien que ce calcul soit très approxima-

tif, on peut considérer que les rendements d’extraction des microARN à partir des tissus

fixés et paraffinés sont raisonnablement proches. Les quantités purifiées sont donc tout à

fait acceptables et sont suffisantes pour le dosage de plusieurs dizaines de microARN en

RT-qPCR, ce qui est confortable pour le diagnostic.

Une autre possibilité pour le dosage de biomarqueurs en clinique serait d’effectuer

le dosage à partir d’une prise de sang, cela est beaucoup moins invasif pour le patient.

Nous avons pu montrer que l’on pouvait extraire des microARN à partir de 300 µl de

sérum sanguin (volume que l’on peut facilement obtenir à partir d’un prélèvement de

quelques millilitres de sang total). Cependant pour cette quantité de sérum, la quantité

d’ARN extraite est difficilement dosable précisément. Les concentrations d’ARN courts

obtenues sont d’environ 20 ng/µl [137] ce qui est dans la limite basse d’un dosage spec-

trophotométrique pour un appareil classique tel que le Nanodrop ou le Qubit. Cette faible

concentration est un handicap pour les dosages par hybridation sur puce. En revanche, à

l’issue de la purification, les microARN sont récupérés dans un volume d’eau de 30 µl

soit une quantité totale de 600 ng. Cette quantité est toutefois compatible avec une analyse

clinique par qPCR sur quelques microARN (il suffit de disposer de 10 ng d’ARN courts

par microARN dosé par cette méthode).

Etre en mesure de détecter des microARN dans les tissus et même des fluides

biologiques est un élément technique important, néanmoins cela n’est pas encore suffisant

pour le diagnostic. En effet, au-delà de cette capacité de détection, il faut savoir repérer une

“signature” moléculaire pour chaque type de tumeur, ce qui permettra ensuite d’établir un

diagnostic. Le but ici a été de rechercher des microARN pour distinguer plusieurs grades
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de gliomes qui sont des tumeurs particulièrement agressives et difficiles à différencier.

Or, pour le patient, il est extrêmement important de bien faire la différence puisque les

chances de sa survie (quelques mois pour les tumeurs les plus agressives et quelques

années pour les moins invasives) et par conséquent le traitement et le suivi thérapeutique

qui seront proposés pourront être adaptés dans une certaine mesure. Ainsi on comprend

que la précision du dosage des microARN est primordiale si l’on souhaite transférer la

technique en clinique. La question à présent formulée est de savoir comment s’assurer que

la sélection des biomarqueurs est valable et robuste ?

Pour établir un nouvel outil diagnostic, il est indispensable de se baser sur des

données robustes. Pour cela, pour limiter les incertitudes, les statistiques conseillent d’ef-

fectuer un nombre de mesures le plus grand possible soit au minimum trente individus

par groupes. D’un point de vue clinique, localement, il parfois est difficile de constituer

de telles cohortes de patients avec un suivi des patients qui permette d’établir des groupes

robustes. C’est pourquoi, pour faciliter ce travail, l’Institut National de la santé américain

finance des études sur plusieurs types de cancers etmet à disposition les données recueillies

dans une base de données (TCGA). Ces initiatives de partages de données permettent de

compléter de petites cohortes de patients afin de renforcer le choix des biomarqueurs fait

sur ces plus petites cohortes.

Mais si le nombre d’individus dans chaque groupe est important, la maîtrise des

outils qui permettent la sélection des biomarqueurs l’est tout autant. Connaître ou prendre

conscience des limites des méthodes de sélection est donc indispensable. Par exemple,

l’analyse globale sur puces miRNA d’Affymetrix a ces avantages mais peut aussi dans

certains cas amener des distorsions (cf Résulats, figure 23). Cette figure 23 illustre le fait

que si l’on n’a pas un regard critique sur la méthode, cela peut conduire à une sélection de

biomarqeurs qui sont en fait le reflet d’une normalisation inappropriée entre des groupes

d’échantillons très différents. Cette analyse montre l’impact que peut avoir le traitement

de données si l’on n’est pas vigilant. Pour initier ce regard critique sur les résultats, la

manière la plus simple est de changer de principe de dosage. Ainsi on s’oblige à position-

ner l’analyse sous un autre angle d’analyse. L’obtention de résultats différents selon les

méthodes de dosage nous poussent à regarder plus en détail les raisons de ces divergences
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et ainsi à faire émerger un biais technologique. Malgré tout, cela permet d’établir une liste

restreinte de biomarqueurs détectés de manière cohérente par un maximum de méthodes.

Il est important d’évaluer uneméthode par rapport à une autre puisque chacune peut

apporter une spécificité particulière. Par exemple, la RT-qPCR (kit Taqman microRNA

assays) dose une seule forme d’un microARN alors que le séquençage permettra de quan-

tifier toutes les formes existantes. En outre, les unités et la gamme de dosage ne sont pas

du tout les mêmes. En effet, pour reprendre les deux cas de figure précédent, dans un

cas le résultat sera exprimé en Cq dans l’autre directement (ou presque) en nombre de

molécules. De plus, il se peut aussi comme dans le cas de l’hybridation qu’il y ait une

intensité propre au bruit de fond comprise dans la mesure. Alors comment peut-on faire

pour doser les biomarqueurs de manière robuste dans ces conditions ?

Si les unités de chacune des mesures diffèrent et rendent difficiles les comparaisons, les

proportions entre microARN pour un même échantillon devraient, elles, rester constantes.

En dosant 3 ou 4 microARN et en calculant les ratios entres ces microARN pour réaliser

des comparaisons entre échantillons, on limite l’impact des fluctuations de dosages entre

deux séries de dosages. En effet, pour les techniques qui produisent des résultats exprimés

en intensités de mesure ou soumises à pollution par des inhibiteurs, il est difficile de com-

parer avec précision les seules valeurs absolues de ces dosages pour plusieurs échantillons.

L’utilisation des ratios permet de normaliser les données, qui plus est en faisant appel à

des microARN intrinsèques à l’échantillon, ce qui réduit fortement l’inconvénient des

variations entre dosages liés aux méthodes. C’est sur ces bases là que le diagnostic avec

les microARN a été basé sur des comparaisons de ratios d’un petit nombre de microARN.

Si un microARN caractérise un groupe de tumeur alors le ratio de ce microARN par

rapport un autre microARN peut être informatif pour distinguer deux types de tumeurs.

Cependant, cela n’est pas systématiquement vérifié et il est donc nécessaire de valider le

ratio des microARNs en tant que marqueur d’un tissu tumoral. D’autre part, ce ratio peut

lui aussi dépendre des formes du microARN dosé. Ces écarts de ratios sont très clairement

mis en évidence dans l’exemple du ratio miR-21 et miR-210 présenté dans la figure 31

(page 105).

En résumé, les microARN peuvent apporter une signature moléculaire d’un tissu donné

avec une méthode de dosage donnée. Le concept du diagnostic basé sur les ratios de
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microARN est relativement robuste pour être appliquée à différent types d’échantillons

biologiques. En revanche, les méthodes de dosage étant toutes spécifiques, il conviendra

pour une application clinique d’établir une référence des valeurs de ratios utilisés propre à

chaque centre et selon la technique employée pour doser les microARN.Mais le diagnostic

clinique en cancérologie repose aujourd’hui principalement sur des approches techniques

maîtrisées par les anatomopathologistes (analyses histologiques et cytologiques en mi-

croscopie). L’analyse de microARN peut malgré tout être compatible avec cette approche

méthodologique basée sur l’analyse de coupes de tissus sur lame. A titre d’exemple Yang

et ses collaborateurs ont réalisé des détections du microARN let-7i sur des coupes (par

hybridation in situ) dans le cadre du cancer de l’ovaire après avoir fait une sélection de

biomarqueurs en utilisant des puces microARN pour une exploration exhaustive [138].

2 Peut-on convertir les microARN biomarqueurs en un

composé anti-tumoral ?

Actuellement, la plupart des molécules thérapeutiques ciblent des enzymes ou des

récepteurs. Or le rôle majeur des microARN dans la cellule est de moduler l’expression

des protéines. Partant de ce constat, l’idée d’utiliser les microARN comme molécules

thérapeutiques paraît alors logique. Un des avantages que l’on peut espérer par rapport à

d’autres molécules c’est de limiter la réponse immunitaire puisque la cellule produit elle-

même des microARN. Cependant, si l’idée paraît attrayante, quelques questions pratiques

sont à aborder pour convertir ces petites molécules en outils thérapeutiques. Est-ce que le

microARN apporté comme molécule thérapeutique sera stable ? Va-t-il être pris en charge

comme un microARN présent dans la cellule ? Pour cela sous quelle forme (pré-miARN,

microARN mature...) faut-il l’apporter à la cellule ? Les réponses pour les analogues de

microARN sont-elles le mêmes que celles concernant les antagonsites de microARN? Et

enfin, comment distribuer ces composés aux cellules ?

Dans le cadre du cancer, depuis quelques années, l’intérêt pour les microARN

est grandissant. Ils se révèlent être des biomarqueurs intéressant pour les classifications

moléculaires. C’est aussi ce que montre la première partie de cette thèse plus particuliè-

rement pour le cancer du cerveau. Des tumeurs difficiles à diagnostiquer présentent au
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niveau moléculaire des profils d’expression de microARN différents. Ce projet est basé

sur une approche théranostique, où l’objectif est de se servir du diagnostic pour le traite-

ment thérapeutique ciblé et personnalisé. Avec les microARN, ceci est possible puisque

l’on part d’un constat (i.e., l’observation des dérégulations de microARN dans le tissu

pathologique) qui sert au diagnostic et ce constat donne la solution immédiate du type

de molécules à administrer pour rétablir une situation moléculaire au sein des cellules

tumorales proche de la “normale”.

Lorsqu’on parle de dérégulations de microARN, on perçoit facilement qu’un

microARN dérégulé signifie qu’il est soit anormalement absent de la cellule soit abu-

sivement présent. On envisage alors deux possibilités qui s’offrent à nous. En effet, soit

on choisit de combler un manque de microARN en apportant le même oligonucléotide

ou bien on préfère annuler l’effet du microARN trop exprimé dans la cellule. Les deux

approches sont aujourd’hui développées en phases précliniques. Les exemples les plus

avancés dans les essais cliniques sont le miRavirsen (antimiR-122) pour lutter contre

l’hépatite C [90] et plus récemment le MRX34 (analogue de miR-34a ; on parle aussi

de miR-34a mimic) [139]. Cependant l’approche basée sur un antimiR pour capturer un

microARN perturbateur est bien plus développée [140], peut être parce que cette ap-

proche ressemble à celle des ARN court interférents (siARN). Il est aussi peut-être plus

facile de limiter l’effet d’un microARN (oncogène par exemple) plutôt que d’introduire

un microARN en suffisamment grande quantité pour voir un effet antitumoral apparaître.

Dans un premier temps pour ce projet, nous avons choisi l’approche la plus commune en

étudiant l’effet des antimiR dirigés contre les microARN miR-10a, miR-18a, miR-19b,

miR-21, miR-26a ou miR-125b.

En faisant le choix des microARN à cibler, on se demande aussi si l’on peut choi-

sir un microARN générique sur lequel agir pour limiter le développement tumoral. La

première réponse est sans doute de tenter de limiter l’expression de miR-21 qui est un

oncomiR relativement bien connu et surexprimé dans de très nombreux cancers. L’objet

d’un certain nombre d’études a été d’approfondir le rôle de ce microARN et plusieurs

gènes cibles sont maintenant validées expérimentalement. Toutefois, son expression ne se

retrouve pas dans les mêmes proportions dans un cancer par rapport à un autre. C’est par
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exemple ce que l’on peut constater figure 32 (page 106), miR-21 ne fait pas partie des

miR communs aux deux types de cancers étudiés ici (cancer de la vessie et cancer du

cerveau). Cet oncomiR n’est pas aussi fortement dérégulé dans le cancer de la vessie que

dans d’autres tumeurs. Par exemple Ratert et ses collaborateurs ne montrent pas miR-21

parmi les plus surexprimés dans les tumeurs de vessie [141]. Bien que certains microARN

soient communs à plusieurs cancers (on a choisi de cibler des microARN communs), il

paraît toutefois difficile de trouver un microARN générique limitant le développement de

diverses tumeurs. Le contexte dans chaque tissu est spécifique et un même microARN

n’aura pas toujours le même rôle [80] certainement parce qu’il est question d’associa-

tion de plusieurs dérégulations et non pas celle d’un seul miR. Les résultats obtenus en

associant deux microARN au lieu d’un seul paraissent plus intéressants pour la thérapie

(cf figure 37, page 113). Mais l’association de trop nombreux microARN en revanche

n’apporte pas d’atout pour la thérapie . Il est possible d’anticiper que leurs effets risquent

de se contrarier.

Méthode Base de la prédiction Référence

miRanda Complémentarité John et al., 2004 [142]

microCosm Complémentarité Griffiths-Jones et al., 2006 [75, 143]

TargetScanHuman Complémentarité Agarwal et al., 2015 [144]

Diana-microT Thermodynamique Paraskevopoulou et al., 2013 [145]

PicTar Thermodynamique Kerk et al., 2005 [146]

GenMiR++ Méthode statistique Hang et al., 2007 [147]

miRDB Méthode statistique Wong et al., 2015 [148]

Table 10 – Algorithmes de prédiction de gènes cibles de microARN

Ce dernier point (unmêmemicroARN joue un rôle physiologique qui est dépendant

du contexte cellulaire) amène à se questionner sur les cibles dumicroARN que l’on a choisi

pour anticiper quel pourrait être l’effet produit. Pour cela, des algorithmes complexes (voir

la sélection dans le tableau 10) basés sur les homologies de séquence ou la thermody-

namique entre les ARNm et les microARN autorisant quelques bases non appariées ont

permis d’obtenir des listes de gènes (plusieurs centaines) ciblés potentiellement par un

mêmemicroARN. Non seulement un seul microARN a des centaines d’ARNm-cibles avec
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lesquels il peut interagir mais en plus, ces listes vont être différentes en fonction de l’algo-

rithme utilisé, ce qui rend au final l’évaluation des gènes cibles relativement complexe. A

l’inverse, l’expression d’un même gène pouvant être régulée par plusieurs microARN dif-

férents il convient aussi de prendre en compte ce paramètre dans la démarche de choix des

antimiR d’intérêt thérapeutique. Pour tenter de limiter les combinaisons possibles, des ou-

tils (ComiR [149], miRror [150] par exemple) ont été développés pour croiser les différents

algorithmes et sélectionner uniquement les gènes ciblés par une même liste de microARN

ou l’inverse les microARN qui ciblent le même gène. Cependant, les associations gènes-

microARN proposées restent encore trop nombreuses pour identifier précisément la cible

d’un microARN donné. Par exemple, sur miRror, lorsqu’on cherche les ARNm cibles

communs aux miR-125b, miR-10a et miR-18a, on obtient plus de 200 gènes pouvant

tous être régulés par ces trois microARN. Des bases de données complémentaires (miR-

Walk [151] et miRecord [152]) recensent les publications d’études fonctionnelles ayant

caractérisé de manière expérimentale un microARN avec un gène cible. L’inconvénient

de telles bases c’est la difficulté qu’ont les auteurs des bases de données à les mettre à

jour par rapport au nombre grandissant d’études sur les microARN. Une autre approche

est de croiser des profils d’expression d’ARNm avec les profils des ARN courts obtenus

par des méthodes telles que l’hybridation ou le séquençage. Des validations à plus petites

échelles complétées de tests fonctionnels pour s’assurer du lien de cause à effet sont de

toute manière essentielles.

Bien qu’il reste difficile d’avoir une idée précise de la cible des microARN sélec-

tionnés pour ce projet, on peut néanmoins avoir une idée de leurs actions par différents tests.

Un des objectifs de ce projet étant de développer une thérapie antitumorale, à l’image de

ce qui est fait pour d’autres molécules thérapeutiques, on procède dans un premier temps à

une sélection des molécules en fonction de l’observation d’événements “macroscopiques”.

C’est à dire que l’on évalue si les microARN peuvent favoriser la mort cellulaire et/ou

le blocage de la prolifération, de la migration etc... Les résultats en cytométrie montrent

peu d’effets des antimicroARN testés seuls sur la mort cellulaire. On atteint au maximum

9% de cellules mortes alors que les résultats de viabilité cellulaire en MTT montrent

des taux d’inactivité des cellules plus importants (environ 20%). Cela semble indiquer

que les microARN auraient plus d’effet sur la prolifération que sur l’apoptose. Des tests
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au niveau du cycle cellulaire notamment en cytométrie à l’aide de différents marquages

(KI67, BrdU...) pourraient compléter ces observations. L’impact sur la chimiorésistance

des cellules serait également une information supplémentaire pertinente pour la thérapie.

La comparaison de l’effet des antimicroARN sur les cellules cancéreuses de vessie par

rapport à la même lignée rendue résistante au cisplatine apporterait aussi des éléments

nouveaux dans cette recherche des meilleurs candidats thérapeutiques.

Dans cette étape de sélection des microARN, il est important aussi d’évaluer le

type de chimie choisie pour la synthèse des microARN et qui peut impacter l’effet de l’an-

timicroARN dans les cellules. La chimie va permettre par exemple de rendre plus résistant

le microARN aux dégradations enzymatiques par les RNAses. En effet, ces enzymes sont

très présentes dans l’organisme et assurent le renouvellement des ARN codants ou non

codants. Cela permet aux cellules une adaptation par des profils différents d’expression

des ARN en fonction de la situation. Dans la cellule, l’ARN est protégé un certain temps

de l’action des RNAses par des extrémités 5’ et 3’ modifiées pour les ARN messagers ou

par leur incorporation dans des complexes protéiques (RISC) pour les microARN. Quelles

sont alors les stratégies de modification des oligonucléotides pour limiter la dégradation

des antimiR tout en conservant en même temps ses caractéristiques d’interaction avec

les microARN? Plusieurs chimies sont couramment utilisées pour la synthèse d’antimiR

et plus largement pour les oligonucléotides antisens (cf Annexes les antimiR). Plusieurs

sociétés commerciales proposent la chimie LNA. Pour ce projet, le laboratoire d’Eric

Defrancq et ses collaborateurs (Université Grenoble Alpes) nous ont permis de tester

des antimiR synthétisés sous forme 2’O-Méthyl-phosphorothioates. L’avantage des oligo-

nucléotides phosphorothioates (décrit par Geary en 2009 [153]) est de rapidement être

distribués par la circulation sanguine grâce à une bonne affinité avec les protéines plasma-

tiques. De plus, ces oligonucléotides seraient très stables (1 à 4 semaines) dans l’organisme

après distribution. Le passage de la barrière hématho-encéphalique peut être un frein à

la distribution des antimiR au cerveau mais dans ce cas une injection locale pourrait être

privilégiée comme pour les tests précliniques chez la souris.
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3 MicroARN et thérapies

L’hybridation de microARN surexprimés sur l’extrémité 3’UTR d’un ARN mes-

sager codant pour une protéine suppresseur de tumeur a pour conséquence de faciliter le

développement tumoral. A l’inverse, on sait qu’un microARN peut réprimer la traduction

d’une oncoprotéine limitant ainsi le cancer. Partant du rôle des microARN, il est évident

que prendre le contre-pied de leurs actions pro-tumorales paraît être une solution théra-

peutique attractive.

Pour ce projet, l’inhibition d’un microARN par une séquence d’oligonucléotide

antisens (complémentaire au microARN) a été retenue mais il existe d’autres stratégies

pour moduler l’expression des microARN. Une première approche pour annuler l’effet

d’un microARN oncogène consiste à apporter ou faire produire dans la cellule une longue

séquence équivalente à un ARNm contenant plusieurs sites de fixation du microARN

oncogène. De ce fait la fixation du microARN sur les sites de l’ARN messager cible sera

détournée en partie vers la fixation sur la séquence piège ce qui va en conséquence ré-

duire l’impact négatif du microARN sur l’expression de l’ARN messager. Cette approche

est appelée “MicroRNA sponges” [154]. Elle a été récemment utilisée pour séquestrer

le microARN miR-221 ayant un rôle oncogène et surexprimé dans les cellules d’hépato-

carcinome [155]. Plutôt que de séquestrer les microARN en reproduisant la séquence de

l’ARNmessager, une autre approche consiste à protéger la région 3’UTR par une séquence

complémentaire qui va occuper les sites de fixations des microARN [156]. Cette approche

moins développée est connue sous le nom de “miR-mask”.

La séquence du microARN est importante pour l’hybridation avec les ARN mes-

sagers mais les quelques bases de leur région 5’ font toute l’importance de la fixation. En

effet, huit bases du côté 5’ du microARN déterminent majoritairement le site de fixation

avec l’ARN messager [157, 158], cette région est appelée region “seed”. A partir de cette

information, Obad et ses collègues ont développé un antimiR dirigé contre une famille

de microARN [159]. C’est à dire qu’ils proposent de synthétiser des séquences antimiR

de huit bases qui vont s’hybrider sur plusieurs microARN en même temps possédant des

séquences hybridant avec les mêmes régions “seed”. L’approche peut être intéressante s’il
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y a plusieurs microARN d’une même famille qui sont dérégulés. En revanche, pour ce

projet où l’on souhaite lier le diagnostic et la thérapie, on a tout intérêt à développer des

solutions thérapeutiques spécifiques et adaptées aux résultats du diagnostic.

Une fois la preuve du concept établie avec les antimiR que le microARN peut être

l’élément clé entre diagnostic et thérapie, une approche complémentaire basée sur les

miR mimics pourrait être envisagée (apport aux cellules des microARN suppresseurs de

tumeurs manquants). Toutes ces approches ont aussi un intérêt thérapeutique pour lutter

contre la résistance aux traitements comme l’on montré Zheng et ses collaborateurs. A par-

tir d’une lignée de cellules de cancer du poumon résistantes à la doxorubicine, l’apport du

microARN-299-3p permet de réduire l’expression de la protéine ABCE1 impliquée dans

la résistance de ces cellules à la chimiothérapie [160]. Avec la même idée, le microARN

miR-205 mimic permet de sensibiliser des cellules de cancer du sein à la radiothérapie

alors qu’elles étaient radiorésistantes [161].

4 La chalcone est elle un bon choix pour la thérapie ?

Les chalcones font partie d’une grande famille de molécules, à savoir les flavo-

noïdes et plus largement elles sont associées au groupe des polyphénols. Ces familles de

molécules sont reconnues depuis “presque toujours” pour avoir des vertues théapeutiques

(anti-inflammatoires, anti-fongiques...). L’Homme a d’abord développé des remèdes grâce

à ce qui était disponible dans son environnement, ces molécules étant présentes dans de

nombreuses plantes, elles ont donc été utilisées pour soigner avant même d’être caractéri-

sées par la pharmacologie moderne. Le médecin grec Hippocrate préconisait des plantes

pour améliorer la santé, en revanche les principes actifs de ces plantes n’étaient pas encore

connus. Aujourd’hui, l’ethnopharmacologie s’intéresse aux médecines traditionnelles afin

de mieux comprendre l’efficacité de certaines pratiques thérapeutiques. L’Organisation

Mondiale de la Santé face à un regain d’intérêt pour la phytothérapie encourage les études

sur les molécules issues de végétaux et autres pratiques traditionnelles afin de mieux en-

cadrer l’utilisation de telles thérapies. Par exemple, en médecine chinoise, la racine de

réglisse est très utilisée. Aujourd’hui, de nombreuses publications se sont intéressées aux
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molécules contenues dans la racine de réglisse et en particulier les chalcones . Shi et ses

collaborateurs ont ainsi montré un effet antitumoral de molécules contenues dans cette

racine [162]. L’étude des chalcones et la synthèse de ses dérivés se placent donc dans un

contexte pharmacologique reliant passé et futur.

Les molécules de flavonoïdes présentes dans l’alimentation pénètre dans l’orga-

nisme au niveau des cellules épithéliales de l’intestin. Une expérience menée chez le rat

indique que les flavonoïdes traversent le placenta et s’accumulent dans le cerveau du fœtus

alors que la mère élimine rapidement la molécule [163]. Si les flavonoïdes peuvent traver-

ser le placenta, est ce que ces molécules ont la particularité de passer la barrière hémato

encéphalique ? Cette barrière est une difficulté pour atteindre les cellules du cerveau et il

pourrait être intéressant dans le cadre des tumeurs du cerveau de pouvoir la faire traverser

aisément par des molécules pharmacologiques qui ne peuvent spontanément infuser dans

le cerveau.

L’équipe de Kavvadias a montré par exemple qu’une molécule flavonoïde peut traverser

la barrière hémato-encéphalique et avoir un effet thérapeutique anticonvulsant intéres-

sant [164]. Récemment, Vidac et ses collaborateurs ont observé l’impact des flavonoïdes

de l’alimentation sur l’évolution des glioblastomes [165]. Ils en déduisent que leur effet

n’est pas suffisant pour limiter la progression du cancer du cerveau. Quoiqu’il en soit les

molécules de chalcone si elles présentent des effets intéressants et passent les tests des

phases cliniques, la concentration administrée sera certainement différente de celle des

flavonoïdes que l’on ingère à partir de l’alimentation et sera adaptée s’il y a lieu au cancer

du cerveau.

De plus, de nouvelles molécules dérivées de chalcones ont l’avantage d’induire

l’apoptose de cellules cancéreuses résistantes aux traitements classiques. En effet, les tra-

vaux réalisés au laboratoire Cacys sur les cellules de cancer de la vessie résistantes au

cisplatine montrent une sensibilité à la chalcone identique à celle des cellules sensibles

aux traitements cisplatine. Et on sait par ailleurs que des dérivés synthétiques de chalcone

comme la molécule JAI51 rendent les tumeurs de cerveau plus sensibles à la radiothéra-

pie [107]. Ceci est donc un élément intéressant à développer.
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Quel pourrait être le mécanisme d’action de la chalcone A1 ? Comme cela a

été décrit dans la partie résultats (cf figure 42 page 120), le transcrit produit par le gène

CYP1A1 est très fortement exprimé (taux augmenté de 4 fois) dans les cellules RT112

(cancer de la vessie) lorsqu’elles sont mises en présence de la molécule A1 (la chalcone qui

a été montrée comme la plus efficace et la plus puissante parmi les quatre dérivés de chal-

cones testés pour leur action antitumorale envers les cellules RT112, cf figure 39 page 117).

L’analyse des acteurs probables de cette augmentation du transcrit, nous a conduit

vers la protéine AhR, un facteur de transcription qui se trouve normalement au niveau de

la membrane cytoplasmique. Lorsqu’elle est en contact avec son ligand (une molécule or-

ganique aromatique), celle-ci va être transloquée vers le noyau pour activer la transcription

de nombreuses protéines notamment une protéine de la famille des cytochromes p450, la

CYP1A1 (cf figure 46).

Figure 46 –Modes d’action envisagés de la molécule chalcone A1

Plusieurs formes de cette protéine CYP1A1 existent. Les analyses transcripto-
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miques montrent que dans les cellules traitées si l’augmentation des taux de transcrits

codant la forme active est un des éléments de cette surexpression, elle est aussi fortement

corrélée avec un changement de structure du transcrit du fait d’un phénomène d’epissage

alternatif qui aboutit en particulier à l’addition d’un exon dans le transcrit exprimé en ab-

sence de chalcone. Il convient de noter que la forme du transcrit majoritairement exprimée

en absence de chalcone est constitué de 6 exons. La protéine codée comporte 157 acides

aminés (ENST00000564596) ne contient pas la totalité des acides aminés essentiels à la

fonction catalytique de CYP1A1. Cette forme courte, bien que représentant une forme de

CYP1A1 (cf figure 44 page 122) est donc une forme inactive de cytochrome P450. Le

transcrit long de 7 exons produit en présence de chalcone A1 code quant à lui pour la

protéine active de 512 acides aminés (ENST00000379727). Si on ne s’intéresse plus à

l’expression globale mais uniquement à la forme active (ENST00000379727), on déduit

des analyses transcriptomique que cette forme de la protéine pourrait être surinduite d’un

facteur 24 environ par rapport aux cellules sans traitement. Les modélisations réalisées

au cours de ce travail de la fixation des chalcones avec diverses protéines qui fixent des

molécules aromatiques laissent envisager que la molécule A1 pourrait être capable de se

fixer à la fois à la protéine AhR et à la protéine CYP1A1. L’un des mécanismes possibles

expliquant alors la surexpression du gène CYP1A1 reposerait sur le fait que la fixation de

la chalcone sur le facteur de transcription AhR activerait ce dernier et le rendrait compé-

tent pour amplifier la transcription du gène CYP1A1. Mais ces observations suscitent plus

d’interrogations quelles n’apportent de certitudes. En effet, la surproduction de CYP1A1

est-il un évènement favorable ou néfaste pour une chimiothérapie basée sur l’utilisation

des chalcones ?

La première hypothèse que l’on peut envisager, c’est que cette augmentation de

CYP1A1 en réponse à un traitement par des molécules chalcones a pour but la détoxifica-

tion de la cellule. Ce mécanisme pourrait être complémentaire des mécanismes d’efflux

médiés par les transporteurs ABC protéines. Il est toutefois intéressant de noter que la

chalcone JAI-51 a été montrée comme un inhibiteur des pompes d’efflux et d’ABCG2

en particulier [132]. Les cytochromes P450 modifient les molécules pour les éliminer. Il

n’est pas anormal d’observer une surexpression de CYP1A1 qui fait partie de cette famille.
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La deuxième hypothèse consiste à considérer la surproduction de CYP1A1 comme

un élément positif pour la thérapie [166]. En appui de cette hypothèse, on peut rapprocher

les observations concernant certaines cellules cancéreuses qui peuvent être résistantes aux

flavonoïdes. En effet, deux articles montrent que des lignées de cellules de cancers du sein

et des cellules cancéreuses rénales ne sont pas sensibles à l’aminoflavone [166,167]. Cela

s’expliquerait par une relocalisation subcellulaire anormale dans le noyau de la protéine

AhR (impliquée comme indiqué ci-dessus dans la réponse de la cellule aux molécules

aromatiques), ce qui entraîne une passivité de la cellule suite à un contact avec la molécule

de flavonoïde. Mais ces événements négatifs restent peu décrits. Ces deux références font

donc de AhR (et CYP1A1 éventuellement aussi) un élément majeur de la sensibilité des

cellules aux aromatiques.

En outre, l’action du CYP1A1 pourrait-être de produire des composés encore plus

cytotoxiques que la chalcone d’origine [168]. Ce sont ces métabolites qui seraient de ce

fait d’intérêt antitumoral. La métabolisation des chalcones et l’effet sur les cellules des

produits résultants ne sont pas précisément connus. Boumendjel et al ont mis en évidence

l’apparition d’un métabolite de JAI-51 dans les glioblastomes implantés dans des souris

traitées par cette chalcone, sans toutefois identifier la forme chimique de ce composé [132].

D’autre part, si la chalcone se fixe au site actif de CYP1A1 elle provoque peut-être une

inhibition de l’enzyme [169] et donc cela aurait pour effet soit d’empêcher la détoxifica-

tion et donc d’augmenter artificiellement la quantité de chalcone non modifiée, qui restera

active et qui pourra tuer les cellules ; soit de perturber les réactions d’oxydo-réduction

catalysées par CYP1A1 et ainsi engendrer la production des ROS [170] qui présentent des

effets cytotoxiques bien connus par eux-mêmes.

Malgré tout, les chalcones pourraient aussi agir au travers d’autres cibles et il pour-

rait y avoir plusieurs modes d’action cumulés de manière simultanée. Ainsi, il semblerait

qu’il existe aussi en parallèle une voie indépendante d’AhR pour induire l’expression de

CYP1A1. Bien que le mécanisme ne soit pas encore très clair, Joiakim et ses collègues

ont montré qu’en inhibant AhR, on observe malgré tout une “superinduction” de CYP1A1

sans activation de AhR en présence de cycloheximide [171]. Par ailleurs, Weiss et ses

collaborateurs ont montré qu’en réponse à la dioxine (qui est le ligand conventionnel du
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récepteur AhR), la voie p38-MAPK pouvait être activée de manière indépendante de AhR

et ainsi induire l’oncogène c-jun [172]. Cela pourrait concorder avec les observations de

Joiakim qui suggérait une induction de CYP1A1 par un mécanisme indépendant. De plus,

l’activation de la voie des MAP Kinases serait cohérente avec le blocage des cellules en

phases G2/M. Les modélisations avec les protéines réceptrices montrent que par rapport

à la dioxine (TCDD), la molécule A1 pourrait avoir autant d’affinité pour la protéine p38

que la dioxine (cf tableau 9 page 124). Cette hypothèse serait donc intéressante à valider.

Enfin, on sait que d’autres flavonoïdes comme la quercétine en forte concentration

peuvent causer des dégats au niveau de l’ADN via une interaction avec la topoisomérase

II (bien que ce résultat reste controversé) [173, 174].

Ce qu’il faut retenir c’est la possibilité pour les molécules de flavonoïde de pénétrer

spontanément dans la cellule de par leur propriété hydrophobe. Le rôle antitumoral et anti-

inflammatoire important pour lutter contre le développement des tumeurs sont des vertues

reconnues de cette famille moléculaire. Peu d’effets secondaires semblent être reliés à

ces molécules et la résistance rare. La molécule A1 est donc un candidat pharmacolo-

gique intéressant et adapter pour tenter une approche de bithérapie. Il y a même possibilité

d’envisager une tri-thérapie comprenant la chalcone, un antimicroARN et la radiothérapie.

5 Le conjugué

Les chalcones sont une famille de molécules ayant un fort potentiel en pharmaco-

logie. Par ailleurs, l’intérêt grandissant pour les microARN s’oriente de plus en plus vers

leur utilisation en thérapie. L’approche théranostique du projet a consisté à personnaliser

la thérapie par l’utilisation des microARN. Les microARN peuvent par exemple amplifier

l’action des chalcones ayant une activité antitumorales comme l’ont montré récemment

Chakrabarti et Ray dans le cancer du cerveau [175]. Cet article renforce l’idée d’associer

les chalcones et les microARN pour lutter contre le développement tumoral.

Dans un premier temps, la molécule A1 et les antimiR ont été testés in vitro en
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combinaison. L’association avec les microARN montre une cytotoxicité accrue vis-à-vis

des cellules tumorales. En revanche, à ce stade de l’analyse, il difficile de dire si l’effet des

deux est simplement additif ou synergique. Pour cela, il faudrait faire varier la concen-

tration d’une molécule par rapport à l’autre et vice-versa de manière à tracer une courbe

“isobologramme” [176]. Cet aspect est important pour le traitement afin de mieux cerner

le mode d’action d’une bithérapie. Ainsi on pourra savoir dans quelle mesure les deux mo-

lécules agissent pour un même effet puisque, à certaines combinaisons de concentrations

des deux molécules, il peut arriver que l’on ait des effets indésirables. On peut également

déterminer le taux d’occupation des récepteurs ou avoir la suggestion qu’il peut y avoir

plusieurs récepteurs des molécules.

La molécule A1 paraît intéressante pour limiter le développement tumoral. Sur la

molécule A1, deux solutions s’offrent alors pour lier de manière covalente un microARN,

soit du côté de la fonction amine (cycle A), soit du côté de la fonction indole (cycle B,

cf Matériels et Methodes, page 58). Maintenant que l’on a une idée de quelques pro-

téines qui peuvent fixer la molécule A1 (CYP1A1, AhR ou P38-MAPK), il est possible

de confronter ces modélisations avec la stratégie de greffage d’un microARN sur ces

protéines. Les modélisations laissent envisager que toutes modifications importantes sur

la molécule A1 perturberaient la fixation avec la protéine CYP1A1. Si la molécule de

chalcone est dégradée par CYP1A1, le fait que son dérivé ne puisse plus se fixer sur

cette enzyme serait un avantage permettant une présence plus longue de la molécule ac-

tive dans la cellule. L’autre piste qui paraît intéressante par rapport à la bibliographie

concerne la protéine P38. La configuration dans laquelle la molécule A1 vient se lier à

la protéine P38 laisse la possibilité d’ajouter un groupement du côté de l’indole (figure 47).

Pour les microARN, y a-t-il aussi des contraintes qui limiteront les possibilités de

leur greffer des groupements pour une liaison avec la chalcone ? On peut considèrer plus

largement le problème en considérant le microARN comme une séquence d’oligonucléo-

tides. Dans ce cas, il existe depuis de nombreuses années des tentatives thérapeutiques où

sont liés une séquence de quelques bases ARN ou ADN greffée à du cholestérol pour per-

mettre unemeilleure pénétration de l’oligonucléotide dans la cellule. La séquence peut être

liée au cholestérol par son côté 5’ ou 3’, ainsi la société Dharmacon s’appuyant sur les tra-

Page 148



5 Le conjugué

Figure 47 – Modélisation de la molécule chalcone A1 fixée dans p38

Cette figure correspond à la modélisation de la chalcone A1 avec une extension sur la
fonction indole. Une vision globale de l’interaction est représentée à gauche de la figure,
alors qu’à droite il s’agit d’un zoom sur la molécule A1.

vaux deMacKellar [177] propose les deux options. Il en est demême pour les groupements

fluorescents. Si l’on souhaite un microARN fluorescent, un groupement FAM peut être

présent sur l’une ou l’autre des extrémités. Les problèmes d’encombrements stériques des

extrémités des microARN par des groupements rajoutés ne sont pas un problème lorsqu’on

ne souhaite pas évaluer l’efficacité cytotoxique d’un microARN. Si on veut simplement

suivre par fluorescence ou faire entrer une séquence à l’aide du cholestérol, l’extrémité sur

laquelle on fixe le groupement n’a pas d’importance. Cependant, dès lors qu’on souhaite

voir un effet du microARN, il faut prendre en compte son mode de fonctionnement. Or,

on sait que l’interaction avec l’ARN messager concerne essentiellement huit bases du côté

5’ du microARN [157, 158]. C’est certainement pour cette raison que Krützfeldt et ses

collaborateurs lorsqu’ils ont montré le potentiel d’un antimiR couplé au cholesterol in

vivo [178], le cholestérol était lié à l’antimicroARN du côté 3’. En effet, l’hybridation

entre un microARN et sa cible n’a pas besoin d’être totale mais un groupement imposant

en 5’ annule probablement les interactions efficaces du microARN avec ses cibles.

Les paragraphes précédents évoquent des solutions envisageables qui implique-

raient une liaison covalente et permanente entre la chalcone et le microARN. Mais dans

cette éventualité on peut penser qu’un manque d’efficacité de l’une ou de l’autre des

molécules liées ensemble voire de la molécule conjuguée elle-même pourrait être dû à

des conformations trop différentes de celles des molécules seules. Ce qui pourrait être

envisagé, c’est d’inclure dans la liaison des deux molécules une fonction clivable par
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la cellule pour qu’elles puissent trouver chacune, librement, leur site d’action pour plus

d’efficacité de la bi-thérapie. En chimie plusieurs possibilités de fonction clivables (esters,

ponts disulfures...) pourraient être tentées [179] mais une des solutions privilégiées en

pharmacologie implique dans la cellule l’activité des estérases (enzymes ayant la capacité

de couper des molécules contenant une fonction ester) [180].

Enfin, un des points liés à l’efficacité de chacune des molécules concerne la concen-

tration à administrer. Les deux molécules seraient liées au moins jusqu’à l’import dans la

cellule, cela implique d’apporter autant de l’une que de l’autre (équistoechiométrie liée

au couplage d’une seule molécule d’antimiR avec une seule molécule de chalcone). Or les

deux molécules n’ont pas les mêmes propriétés et la même concentration de l’une et de

l’autre n’est pas nécessairement requise pour que le traitement soit efficace. Pour observer

in vitro un effet du microARN, les concentrations de travail sont de l’ordre de quelques

nanomolaires alors que pour la chalcone, des concentrations de l’ordre du micromolaire

sont requises. L’écart des concentrations nécessaires est important. Mais cet élément n’est

pas limitant pour la thérapie puisque le microARN qui a besoin d’un vecteur (dans ce cas,

la chalcone) est efficace à plus faible concentration. Autrement dit, il y aurait besoin d’une

petite quantité de conjugué correspondant à la concentration en microARN à administrer

complétée par la chalcone seule en quantité adaptée à l’effet thérapeutique souhaité. Une

autre façon d’aborder le co-traitement, sans les lier chimiquement, serait de les distribuer

grâce à des nanoparticules.

Parmi les méthodes d’intérêt pour distribuer les molécules thérapeutiques, les na-

noparticules sont des moyens de plus en plus développés. Cette forme de galénique paraît

prometteuse, ressemblant à un couteau suisse moléculaire, cette approche permet d’aller

encore plus loin en terme de lien entre diagnostic et suivi thérapeutique. Un exemple

concernant le cancer du cerveau et illustré par les travaux de Yang et son équipe qui

élargissent le suivi thérapeutique à l’imagerie par résonance magnétique grâce à des nano-

particules chargées en gadolinium, épirubicine (molécule anti-tumorale) et du microARN

let-7g [181].

Malgré les difficultés que l’on pourrait rencontrer à lier le microARN et la chalcone,
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tous ces éléments laissent envisager des perspectives attrayantes de ce projet. D’une part,

cela permet de conserver un co-traitement qui semble d’intérêt thérapeutique. Et d’autre

part, le diagnostic peut être encore plus lié à la thérapie par un suivi en imagerie informatif

sur la localisation du traitement et sur l’évolution de la tumeur.
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Conclusion
Ce projet de thèse a fait appel à des expertises relevant de plusieurs disciplines,

la biologie cellulaire, la biologie moléculaire, la chimie et la bioinformatique pour s’ins-

crire dans une recherche appliquée en cancérologie. L’objectif étant de développer une

nouvelle approche thérapeutique liée au diagnostic pour traiter les tumeurs solides. C’est-

à-dire une approche théranostique, ou thérapie ciblée dont l’enjeu réside dans le fait de

pouvoir créer des molécules antitumorales parfaitement adaptées aux caractéristiques in-

trinsèques des tumeurs et de surcroît déduites (et designées) à partir de ces caractéristiques.

Les classifications des tumeurs pour établir un diagnostic restent encore aujour-

d’hui problématiques, en particulier pour les cancers du cerveau (gliomes). La base d’une

approche théranostique sur laquelle reposait le projet consistait tout d’abord à évaluer

comment améliorer les méthodes d’explorations moléculaires de ces tumeurs. Pour être

utilisé en routine clinique, il fallait développer uneméthode simple, rapide et surtout fiable.

Les résultats obtenus sont encourageants puisque le dosage de trois ou quatre microARN

sur tissus fixés et paraffinés permet d’établir un diagnostic. De plus les travaux rapportés

ici montrent que les dosages des microARN effectués sur des prélèvements biologiques

divers permettent de bien préciser les caractéristiques moléculaires propres à chaque tu-

meur, chaque patient. Ces informations sont capitales pour pouvoir créer des approches

thérapeutiques personnalisées. Néanmoins, il convient de rester vigilant sur l’usage des

différentes méthodes de dosage des microARN, qui ne sont pas toujours parfaitement

cohérentes, comme le montre ce travail.

Le développement d’une approche thérapeutique originale a été pensé par la créa-

tion d’un conjugué entre un antimicroARN et une molécule de chalcone. Les molécules

d’antimicroARN sont des molécules ayant un intérêt indéniable en pharmacologie même

si leurs effets restent bien sûr àmieux caractériser. L’activité antitumorale des chalcones est

également bien documentée à présent. Le couplage des deux composants devrait permettre

d’assurer la pénétration dans la cellule des antimiR et de délivrer dans la cellule un com-

posé bipotentiel, puisque la chalcone et un antimiR judicieusement choisi combineraient

leurs effets antitumoraux. En outre, l’apport de l’analyse transcriptomique dans ce projet

apparaît majeur puisqu’une des cibles potentielles des chalcones a pu être identifiée. De
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plus amples travaux permettront de mieux comprendre les rôles respectifs des chalcones

et antimicroARN afin de créeer des molécules ayant le meilleur impact antitumoral, ou

la meilleure capacité à potentialiser une chimiothérapie ou la radiothérapie. Au-delà de

ces travaux, d’autres perspectives de recherche et applications concernent la vectorisation

de ces composés antitumoraux en utilisant par exemple des nanoparticules qui sont une

nouvelle forme de galénique.
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Les chalcones

Composés aromatiques de la famille des flavonoïdes et plus largement des polyphé-

nols. Ces molécules chalcones sont très répandues chez les végétaux qui les synthétisent

naturellement et sont responsables d’une coloration jaune. Parmi celles que l’on consomme

facilement dans notre alimentation, on trouve la naringénine (pamplemousse), quercétine

(pomme) etc.

Famille des flavonoïdes

Formule des chalcones
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Les antimiR
Les chimies des microARN

Séquences des antimiRs

anti-miR-21 : UCAACAUCAGUCUGAUAAGCUA

anti-miR-contrôle : CGUGAUCUUCACCGACAAGAU

anti-miR-125b : UCACAAGUUAGGGUCUCAGGGA

anti-miR-18a : CUAUCUGCACUAGAUGCACCUUA

anti-miR-10a : CACAAAUUCGGAUCUACAGGGUA

anti-miR-19b : UCAGUUUUGCAUGGAUUUGCACA

anti-miR-26a : AGCCUAUCCUGGAUUACUUGAA
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Liste des microARN dosés pour valider

les méthodes d’extraction

hsa-miR-16

hsa-miR-134

hsa-miR-21

hsa-miR-210

hsa-let-7f

hsa-miR-20a

hsa-miR-134

hsa-miR-155

hsa-miR-15b

hsa-miR-124a

hsa-miR-132

hsa-miR-149

hsa-miR-19b

hsa-miR-128b

hsa-miR-146b

hsa-miR-330

hsa-miR-9

hsa-miR-127

hsa-miR-139
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Résumé
Développement d’une bithérapie antitumorale basée sur une approche théranostique

Le projet a consisté à développer une nouvelle stratégie thérapeutique basée sur
les spécificités moléculaires intrinsèques des tumeurs solides afin de personnaliser le trai-
tement en le reliant directement au diagnostic de la tumeur (theranostic). Les tumeurs
cérébrales et les tumeurs de vessies sont deux exemples de tumeurs solides particulière-
ment agressives. Ces deux types de tumeurs sont classés en plusieurs sous-groupes ayant
leur propre profil moléculaire. Les microARN (ou miR) sont des molécules synthétisées
naturellement par les cellules. Ces molécules peuvent avoir un rôle d’oncogène ou de sup-
presseur de tumeurs et leur expression est fortement dérégulée dans les tumeurs. Ainsi la
mesure des taux d’expression de quelques microARN dans un échantillon de tissu tumoral
permet de réaliser la distinction des gliomes de haut grade par rapport à ceux de bas grade.
Dans le cadre du traitement, la thérapie envisagée consiste à moduler l’expression des
microARN dérégulés dans les tumeurs. L’approche évaluée consiste à contrer l’expression
de microARN oncogènes surexprimés à l’aide d’un antimicroARN (antimiR). Ce type
de molécule est chimiquement semblable aux molécules d’ARN naturellement présentes
dans la cellule. Pour une meilleure efficacité de cette stratégie thérapeutique, l’autre partie
du projet a consisté à optimiser le transport de l’antimiR et l’effet de la thérapie. Pour
introduire l’antimicroARN au plus près du coeur de la tumeur, il a été prévu de réaliser un
couplage entre un antimiR et un dérivé de chalcones pénétrant facilement dans les cellules
et doué de propriétés antitumorales, cette combinaison paraît prometteuse.

Mots-clés : Oncologie, AntimiR, Chalcone, Thérapie

Abstract
Development of a dual antitumor therapy based on a theranostic approach

Solid malignant tumors have molecular characteristics that clearly distinguish them
from healthy tissue. The project is to develop a new therapeutic strategy based on these
molecular characteristics. We set up a new therapeutic approach so as to customize treat-
ment by connecting it directly to the diagnosis of the tumor (theranostic approach).Brain
tumours and bladder tumours are two examples of particularly aggressive solid tumours.
These two types of tumors are classified into several subgroups that have their own mole-
cular profiles. The microRNAs (miR) are molecules naturally synthesized by cells. These
molecules may have a role of oncogene or tumour suppressors whose expression is stron-
gly deregulated in tumours. So the assessment of the expression levels of few microRNA
allows the distinction of gliomas of high grade compared to low grade.To set up the new
therapy we needed to modulate the expression of microRNAs deregulated in tumors. The
proposed approach was to counter the expression of oncogenic microRNAs overexpressed
using an antimicroARN (antimiR). This type of molecule is chemically similar to the natu-
rally occurring RNA molecules in the cells. For a better efficiency of this new therapeutic
strategy, we tried to optimize the transport of the antimiR to increase the therapeutic effect.
To vectorize the therapeitic antimiR to the heart of the tumor, we envisioned to chemically
combine the antimiR to a cell-penetrating antitumoral compound. Chalcones derivatives
which are hydrophobic have this capability. A combination of the two molecules (antimi-
croARN and chalcone) was evaluated and the results appeared promising.

Keywords : Oncology, AntimiR, Chalcone, Therapy


