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Caractérisation fonctionnelle de longs ARNs non codants induits par l’hypoxie et impliqués dans 
l’agressivité des cancers pulmonaires non à petites cellules 

Les cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules, et plus particulièrement les adénocarcinomes 
(ADC), constituent la première cause de mortalité due au cancer dans les pays développés. Malgré des prises en 
charge précoces, leur fort taux de récidive, nécessite l'identification de nouveaux marqueurs pronostics et de 
nouvelles cibles thérapeutiques. Dans cette optique, nous nous intéressons à l'hypoxie, un facteur d’agressivité 
tumoral, et à la famille émergente des longs ARNs non codants qui régulent l’expression génique par le biais de 
complexes ribonucléoprotéiques.  

Des analyses transcriptomiques de cohortes de patients d’ADC pulmonaires ont permis l’identification 
d'une quarantaine de longs ARNs non codants (lncARN) corrélés au statut hypoxique des tumeurs et/ou à un 
mauvais pronostic vital. Nous nous sommes focalisés sur deux candidats, NLUCAT1 et LINC01116, induits par 
l'hypoxie et associés à une diminution de la survie des patients. NLUCAT1 est un transcrit nucléaire de 9800 nt 
dont l’invalidation par le système CRISPR/Cas9 réduit les propriétés prolifératives et invasives des cellules et 
augmente la production de RLO et l'apoptose induite par le cisplatine ou un stress oxydatif. L’analyse 
comparative des transcriptomes de cellules invalidées ou non pour NLUCAT1 a révélé son implication dans la 
régulation du stress oxydatif via un rétrocontrôle positif sur des gènes de la réponse anti-oxydante.  

Par ailleurs, LINC01116 est cytosolique et exprimé conjointement dans les cellules cancéreuses et dans 
les cellules endothéliales du microenvironnement tumoral. J'ai montré que des siARNs réduisent l'adhésion et 
augmentent la perméabilité trans-endothéliale suggérant des défauts au niveau des contacts intercellulaires. J'ai 
ensuite entrepris l'étude du mode d'action de LINC01116 par l'identification de ses partenaires protéiques. Des 
expériences de "RNA pulldown" couplées à de la spectrométrie de masse ont permis d’identifier les protéines 
ILF3 et PABPC1. Ces interactions ont été validées par des expériences inverses d'immunoprecipitation d'ARN 
(RIP). L’implication de ces protéines dans le mode d’action de LINC01116 nécessite des études 
complémentaires. 

L’ensemble des résultats collectés durant ma thèse ont mis en évidence l’action pro-tumorale du transcrit 
NLUCAT1 dans les ADC et l'implication de LINC01116 dans la modification du microenvironnement vasculaire 
tumoral. Ces transcrits, associés à un mauvais pronostic des ADC, pourraient réprésenter des cibles 
thérapeutiques potentielles pour la prise en charge des patients. 

Mots-clés: Hypoxie, long ARN non codant, cancer broncho-pulmonaires 

 

Functional characterization of long non coding RNA induced by hypoxia and associated with non small 
cell lung carcinoma aggressiveness  

Lung cancers, and notably Lung Adenocarcinomas (LUAD) are the leading cause of cancer death 
worldwide. Their high rate of recurrence despite early, requires new prognostic markers and new therapeutic 
targets. The combined study of local cohort (CHU of Nice) and large scale (TCGA) transcriptomes of LUAD 
allowed the identification of a shortlist of 28 long non-coding RNAs (lncRNA) correlated with hypoxia, a factor of 
tumor aggressiveness, and a poor prognosis. LncRNAs are transcripts that modulate gene expression through the 
recruitment of proteins and/or nucleic acids and represent an interesting source of new therapeutic targets. Two 
lncRNAs candidate were selected and molecular characterization was undertaken by sequencing, RT-PCR and 
smRNA FISH and concern the nuclear lncRNA NLUCAT1 of 9,8kb and the cytosolic lncRNA LINC01116 of 1,2kb. 
Experiments with loss of function via CRISPR/Cas9 systems, interference RNA and gain of function allowed to 
characterize the function of these transcripts. Invalidation of NLUCAT1 by CRISPR/Cas9 reduces proliferation, 
migration, invasion and increases cisplatin sensitivity and ROS production. Bioinformatic analysis of 
transcriptomes from cells invalidated or not for NLUCAT1 has demonstrated its involvement in the mechanisms of 
regulation of oxidative stress via a positive feedback from the NRF2 antioxidant pathway. On the other hand, 
lncRNA LINC01116 is mainly expressed in endothelial cells of the tumor microenvironment and its inhibition by 
interfering RNA reduces the adhesion capacities and increases the permeability of the endothelium. Mechanistic 
characterization was perform for LINC01116 via RNA pulldown-MS co-precipitation experiments and idenfied a 
list of potential partner proteins. The proteins of RNA metabolism and stability, ILF3 and PABPC1 were identified 
and their interactions with LINC01116 were validated by RNA immunoprecipitation (RIP).  

Overall, during my thesis, I determine the pro-tumoral action of the NLUCAT1 in LUAD and the involvement of 
LINC01116 in the modification of the tumor microenvironment. These two transcripts could represent potential 
therapeutic targets in the management of lung cancer. 

Keywords: Hypoxia, Long non coding RNA, Lung cancer. 
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I. LISTE DES ABREVITATIONS 

 

AEC : Alveolar Epithelial Cell 

MEC : Matrice Extracellulaire 

CIRC : Centre International de Recherche sur le Cancer 

OMS : l’Organisation Mondiale de la Santé 

PAH : polycycliques aromatiques hydrocarbonées 

BPCO: Bronchopneumathie Obstructive Chronique 

VIH : Virus de l’Immunodéficience humaine 

ADN : Acide desoxyribonucléique 

CBPC : Cancer Broncho-pulmonaire à petite Cellule 

CBPNP : Cancer Broncho-pulmonaire Non à Petite Cellule 

ADC: Adénocarcinome 

LUAD: Lung Adenocarcinoma 

SCC: Squamous Cancer Cell 

LCC: Large-cell Cancer 

TNM: Tumour-Node-Metastasis  

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor 

PI3K : Phosphoinositide 3 Kinase 

AKT/PKB : Proteine Kinase B 

mTOR : mechanistic target of rapamycin 

RAS : Rat Sarcoma 

RAF : Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 

MAPK/MEK : Mitogen-Activated protein kinase 

COSMIC : Catalog of somatic mutations in cancer 

GEF : Guanine nucleotide exchange factor 

GDP : Guanine Di-Phosphate 

GAP : GTPase Activating Protein 

MDM2 : Murin Double Minute 2 

Bax : Bcl-2 associated X 

SV40 (simian virus 40) 

p53RE :p53 Response Element  

SREBPs : Sterol Regulatory element binding protein 

TCGA : The Cancer Genome Atlas 

NK : Natural Killer 

DC : Cellules dendritiques 

LT : Lymphocyte T 

CPAg : Cellule présentatrice d’antigène 

MCP1 : Monocyte chemoattractant protein 1  

TAMs : Tumor-associated macrophage 

IL-10 : Interleukin 10 

PD-L1 : Programmed Death Ligand 1 

TGFβ : Transforming Growth Factor β 

TNFα : Tumor Necrosis Factor α 

LEC : Lymphatic endothelial cell 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 

PDGF : Platelet derived growth factor 

CAF : Cancer associated fibroblast 

RLO : Radicaux Libres oxygénés 

IFNγ : Interféron γ 



 
 

 
10 

 

MMP : Métalloprotéases 

Ang2 : Angiopoietin 2 

FGF : Fibroblast Growth Factor 

PAI-1 : Plasminogen activator inhibitor-1 

NO : Nitric Oxyde 

COX-2 : cyclo-oxygenase-2 

TSP-2 : thrombospondin-2 

NICD : Notch Intracellular Domain 

DLL1-4 : Delta-Like Canonical Notch 1 Ligand 1-4 

ICAM1 : Intercellular adhesion molecule 1  

VCAM1 : Vascular cell adhesion molecule 1 

α-SMA : α-smooth muscle actin 

MCP1 : Monocyte chemotactic protein 1. 

HIF : Hypoxia Induced Factor 

EPAS1 : Endothelial PAS Domain Protein 1 

HRE : Hypoxia Response Element 

PHD : Prolyl hydroxylase 

p-VHL : Von Hippel-Lindau 

CA9 : Carbonic Anhydrase 9 

HAF : Hypoxia Associated Factor 

NF-κB : Nuclear Factor kappa B 

IκB : Inhibitor of Nuclear Factor kappa B 

IKK : IκB Kinase 

KEAP1 : Kelch Like ECH Associated Protein 1 

GLUT1 : Glucose Transporter 1 

LDHA : Lactate Deshydrogenase A 

PDK1 : Pyruvate déshydrogénase 1 

PKM2 : Pyruvate kinase isozyme M1/M2 

VEGFR2 : Récepteur au VEGF 2 

NOS : Nitric acid synthetase 

TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse 

LOX : Lysyl oxydase 

ABCA2 : ATP Binding Cassette Subfamily A Member 2 

MDR1 : Multidrug resistance gene 1  

IASLC: International Association for the Study of Lung Cancer 

ATS: American Thoracic Society 

ERS: European Respiratory Society 

CTLA4: Cytotoxic T-Lymphocyte antigen 4 

TAA : Tumor Associated Antigen 

ALK: Anaplasmic Lymphoma Kinase 

BRAF1: B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase 

CAR-T : Chimeric Antigen Receptor T cell 

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

ARN : acide ribonucléique 

ENCODE : ENCyclopedia Of DNA Element 

FANTOM : Functionnal Annotation of The Mammalian genome 

miARN : micro-ARN 

snoARN : small nucleolar ARN 

piARN : piwi-ARN 

ARNr : ARN ribosomique 

ARNt : ARN de transfert 

ARNm : ARN messager 
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snoRNP : small nucleolar RiboNucleoProtein 

LncARN : Long Non Coding ARN 

CHS : chalcone synthetase 

DGCR8 : DiGeorge Syndrome Critical Region Gene 8 

miARNdb : micro-ARN double brin 

RISC: RNA-induced Silencing Complex 

EXP5: Exportin 5 

siRNA: small interfering RNA 

shRNA: short-hairpin-RNA 

piARN: Piwi-ARN 

ARNpol: ARN polymérase 

RBP: RNA Binding Protein 

COOLAIR: Cold Induced Antisense Transcription of Flowering Locus C 

GENCODE: Encyclopedia of genes and gene variants 

circRNA: circular RNA 

LincRNA: Long Intergenic Non Coding RNA 

NAT: Natural Antisens Transcript 

SINEUPs: SINEB2 sequence to UP-regulate translation 

TLR: Toll-like recptor 

MYMLR: Myc Modulating LncRNA 

EVX1: Even-Skipped Homeobox 1 

NORAD: Non coding RNA activated by DNA damage 

Kcnq1ot1: KCNQ Opposite Strand/ Antisens Transcript 1 

KCNQ1: Potassium Voltage-gated channel subfamily Q member 1 

PCR2: Polycomb repressor complex 2 

TFIID: Transcription factor IID 

TBP: TATA-box binding protein 

TAF: TBP associated factor 

CDK7 : Cyclin dependant kinase 7 

CTD: C-terminal Domain of RNA pol II 

NELF: Negative Elongation Factor 

CE: Capping Enzyme 

CDK9: Cyclin dependant kinase 9 

p-TEF: Positive transcription elongation factor 

H3K9me: Méthylation de la lysine 9 de l’histone 3 

H3K36me: Méthylation de la lysine 36 de l’histone 3 

H3K27Ac: Acétylation de la lysine 27 de l’histone 3 

H3K4me3: Tri-méthylation de la lysine 4 de l’histone 3 

HMT: Histone Méthyltransférase 

HDM: histone déméthylase  

HAT: histone acétyltransférase  

HDAC: histone désacétylase  

FACT: Facilitate Chromatin Transport 

CAF-1: Chromatin Assembly Factor 1 

PSPC1: Paraspeckles component 1 

PSF: Protein splicing factor 

FCP1/CTDP1: CTD phosphatase 1 

CPSF: Cleavage and polyadenylation specificity factor 

CstF: Clivage stimulation Factor 

PAS: Polyadénylation signal  

XRN2: 5’-3’ Exoribonuclease 2 

MALAT1: Metastasis associated Lung adenocarcinoma Transcript 1 
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NEAT1: Nuclear Paraspeckles Assembly Transcript 1 

Nrd1 : Nardilysin 1 

meRNA: multiexonic RNA 

sORF: small Open Read Frame 

AU-rich: motifs riche en séquence AU 

ARE-BP:AU-Rich Element Binding Protein 

PABP1: Poly(A) Binding Protein 1 

HuR/ELAVL1: Human antigen R 

Tia-1: T-Cell-Restricted Intracellular Antigen-1 

TTP: Tristetraproline 

AUF1/ HNRNPD : AU-Rich Element RNA-Binding Protein 1 

ILF3: Interleukin enhanced binding factor 3 

NMD: Nonsens mediated decay 

NSD: Non-stop mRNA decay 

NGD: Non-go mRNA decay 

Dcp1/Dcp2: Decapping protein 1/2 

Caf1/CCR4/Not: Carbon Catabolite Repressor Protein (CCR4)-Associative Factor 1 

DIS3: 3'-5' Exoribonuclease 

ChIRP: Chromatine Isolation by RNA purification 

CHART: Capture Hybridization Analysis of RNA Targets 

RIP: RNA Immunoprecipitation 

CLIP: Crosslinked Immunoprecipitation 

RAP: RNA Antisens Purification 

LIGR-seq: LIGation of interacting RNA followed by high-throughput sequencing 

GRID-seq: Global RNA Interactions with DNA by Deep sequencing  

Xist: X inactive specific transcript  

SAF: Scaffold Attachment Factor 

SHARP: SMART/HDAC1-Associated Repressor Protein 

HNRNPK: Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein K 

DNMT: ADN methyltransferase 

HOTAIR: HOX Transcript Antisens RNA 

CCND1: Cyclin D1 

FUS/TLS: Translocated in sarcoma 

THRIL: TNF and HNRNPL related immunoregulatory lncRNA 

LncRNA LET : LncRNA Low Expression in Tumor 

PANDA : P21 Associated NcRNA DNA damage Activated 

LEENE: Enhancer-associated lncRNA that enhances eNOS expression 

KLF2/4: Kruppel Like Factor 2/4 

Med1: Mediator Complex Subunit 1 

SAR: Scaffold-Attached Region 

eRNA: enhancer RNA 

Lockd: LncRNA downstream of Cdkn1b 

CDKN1: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1 

lincRNA-Cox2: Long intergenic RNA cyclooxygenase 2 

CCAT2: Colon Cancer Associated Transcript 2 

GLS: Glutaminase 

SNP: Single Nucleotide Polymorphism) 

MBL: muscleblind 

arcARN: ARN architecturaux 

SR: Serine-Arginine-Rich splicing factors  

PRP6: Pre-MRNA Processing Factor 6 

Fos: FBJ Murine Osteosarcoma 
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Irs2: Insulin Receptor Substrate 2 

ceARN: Competiting endogenous ARN 

PTENP1: PTEN pseudogene 1 

PTEN: Phosphatase And Tensin Homolog 

TINCR: Differenciation induced lncRNA 

STAU-1: Staufen1 

UPF1/UPF2: Up-Frameshift Suppressor 1 Homolog 

SMD: STAU1-mediated RNA decay 

SERPINE1: Serine (Or Cysteine) Proteinase Inhibitor 

IMP2:IGF2 mRNA-binding protein 

Uchl1: Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L1 

IRES: Internal Ribosome Entry Sequence 

SENCR: Smooth muscle and endothelial cell enriched 

CKAP4: Cytoskeleton Associated Protein 4 

MetaLnc9/Lnc00963 : Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 963 

PGK1: Phosphoglycerate Kinase 1 

Lnc-DC: LncRNA of dendritic cells 

SHP1/PTPN6 : Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 6 

STAT3: Signal Transducer And Activator Of Transcription 3 

NKILA : NF-KappaB Interacting LncRNA 

PB : p-bodies  ou processing bodies 

GS : granules de stress 

LSM14A/LSM14B : LSM Family Member 14A/14B 

IGF2BP1 : Insulin Like Growth Factor 2 MRNA Binding Protein 1 

G3BP : GTPase Activating Protein (SH3 Domain) Binding Protein 1 

Gas5 : Growth Arrest Specific 5 

BCYRN1 : Brain Cytoplasmic RNA 1 

RMRP : RNA Component Of Mitochondrial RNA Processing Endoribonuclease 

CSF : Colony Stimulated Factor 

LHDB : Lactate déshydrogènase B 

Neo : neomycine 

lnc-Brn1a/PANTR1: POU3F3 Adjacent Non-Coding Transcript 1 

lnc-Brn1b/LINC01159 : Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 1159 

Fabl/ELDR : EGFR Long Non-Coding Downstream RNA 

linc-Enc1/LINC01157 : Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 1157 

Fendrr : FOXF1 Adjacent Non-Coding Developmental Regulatory RNA 

Haunt : HOXA upstream non-coding transcript 

Mdgt/HAGLR : HOXD Antisense Growth-Associated Long Non-Coding RNA 

Celr : cerebellum expressed regulatory RNA  

Crnde : Colorectal Neoplasia Differentially Expressed 

Spasm/KANTR : KDM5C Adjacent Non-Coding Transcript 

linc-Pint : Long Intergenic Non-Protein Coding RNA, P53 Induced Transcript 

linc-Ppara : LincRNA of Peroxisome Proliferator Activated Receptor Alpha 

mESc : mouse embryonic stem cell 

Oct4 : Octamer-Binding Protein 4 

GFP : Green Fluorescent protein 

TUNA/Megamind : Tcl1 Upstream Neuron-Associated lincRNA 

PTBP1 : Polypyrimidine Tract Binding Protein 1 

Sox2 : SRY-Box Transcription Factor 2 

RMST : Rhabdomyosarcoma 2-associated transcript 

ANCR : anti-differentiation ncRNA 

KRT1, KRT10 et GHRL3  
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DEANR1 : Definitive Endoderm-Associated lncRNA 1 

FOXA2 : forkhead box protein A2 

MESP1 : Mesoderm Posterior BHLH Transcription Factor 1 

MIXL1 : Mix Paired-Like Homeobox 

Rroid : RNA-demarcated Regulatory region of Id2 

Id2 : Inhibitor Of DNA Binding 2 

NANCI : Nkx2.1-Associated Noncoding Intergenic RNA 

Bvht : BRAVEHEART 

Lnc-RAP-n : Long non coding RNA Regulated in AdiPogenesis 

ORLNC1 : osteoporosis-related lncRNA 1 

BACE1 : B amyloïd clivage enhanced 1 

CCL5/RANTES : Regulated Upon Activation, Normally T-Expressed, And Presumably Secreted  

TERRA : TElomeric Repeat-containing RNA 

CTCF : CCCTC-Binding Factor 

TCF7 : Transcription Factor 7 

Wnt : Wingless-Type 

LncRNA THOR : Testis Associated Oncogenic LncRNA 

LUNAR1 : Leukemia-Associated Non-Coding IGF1R Activator RNA 1 

IGFR1 : Insulin Growth Factor Receptor 1 

PCGEM1 : Prostate-Specific Transcript 1 (Non-Protein Coding) 

ANRIL/CDKN2B-as : Antisense Noncoding RNA In The INK4 Locus 

p15/CDKN2B : Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B 

UCA1 : Urothelial Cancer Associated 1 

HOTTIP : HOXA Distal Transcript Antisense RNA 

HOXA13 : Homeobox A13 

TUG1 : Taurine Up-Regulated 1 

LIMK2b : LIM Domain Kinase 2 

BRCA1 : Breast Cancer Associated 1 

LncRNA MEG3 : LncRNA Maternally Expressed 3  

lncRNA-HIT : HOXA transcript induced by TGFβ 

LncRNA-ATB : LncRNA activated by TGF-β 

ZEB1 : Zinc finger E-box-binding homeobox 1 

TGFβ-AS1 : TGFβ antisens 1 

BANCR : BRAF-Activated Non-Protein Coding RNA 

LINK-A : long intergenic non-coding RNA for kinase activation 

Lnc-ROR : Long Intergenic Non-Protein Coding RNA, Regulator Of Reprogramming 

LncRNA H19 : H19 Imprinted Maternally Expressed Transcript 

HINCUT1 : Hypoxia Induced Non coding Ultra conserved Transcript 

EFNA3-as : Ephrin 3 antisens RNA 

LncRNA DILC : LncRNA downregulated in liver cancer stem cells 

TSLNC8 : Tumor Suppressor LncRNA On Chromosome 8p12 

FOXO1 : Forkhead Box O1 

NKX2-1-AS1 : NKX2 Antisens RNA 1 

LCT : lymphocytes cytotoxiques T 

Tregs lymphocytes T régulateurs 

IDO1 : Indoleamine 2,3-dioxygenase 1 

INSR : récepteur à l’insuline  

HULC : Highly Up-regulated in Liver Cancer (non-protein coding) 

STEEL : spliced-transcript endothelial-enriched lncRNA 

EGFL7OS : Epidermal Growth Factor-Like Protein 7 Opposite Strand RNA 

Tie1-AS : Tyrosine Kinase Like And EGF Like Domains 1 antisens RNA  

PVT1 : Plasmacytoma Variant Translocation 1 



 
 

 
15 

 

LUADT1 : Lung Adenocarcinoma Associated Transcript 1 

CASC9.5 : Cancer Susceptibility 9 

Lnc-Sox2ot : SOX2 Overlapping Transcript 

EPEL : E2F-mediated cell proliferation enhancing lncRNA  

FEN1 : Flap Structure-Specific Endonuclease 1 

LKB1 : Liver Kinase B1 

NONO : Non-POU Domain Containing Octamer Binding 

CRTC : CREB Regulated Transcription Coactivator 

LCAT1 : Lung Cancer Associated Transcript 1 

VELUCT : Viability Enhancing LUng Cancer Transcript 

PILAR1 : Prognostic in Lung Adenocarcinoma LncRNA-1 

ALAL-1 : Amplified LncRNA Associated with Lung cancer -1 

SART3 : Squamous cell carcinoma antigen recognized by T cells 3  

USP4 : Ubiquitine specific protéase 4 

ELIT-1/LINC00842 : EMT associated lncRNA induced by TGFb1 

NSCLCAT1 : non–small cell lung cancer—associated transcript-1  

LIN28B-AS1 : Lin-28 Homolog B Antisens 1 

MUC5B-AS1 : Mucin 5B, Oligomeric Mucus/Gel-Forming Antisens 1 

RGMB-AS1 : Repulsive Guidance Molecule BMP Co-Receptor B antisens 1 

NBR2 : Neighbor Of BRCA1 LncRNA 2 

PICART1 : P53 Inducible Cancer Associated RNA Transcript 1 

TARID : TCF21 Antisense RNA Inducing Promoter Demethylation 

GADD45A : Growth Arrest And DNA Damage Inducible Alpha 

TCF21 : Transcription Factor 21 

SPRY4-IT1 : Sprouty RTK Signaling Antagonist 4 Intronic Transcript 1 

P53RRA : P53 Related LncRNA  

YBX1 : Y-Box Binding Protein 1  

GIAT4RA : LncRNA between GINS4 and GPAT4  

LSH : Lymphoid-Specific Helicase 

Uchl3 : Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L3 

LINP1 : LncRNA In Non-Homologous End Joining Pathway 1 

SCAL1 : Smoke  and Cancer Associated LncRNA 1 

ILF3 : Inducible Interleukin Factor 

PABPC1 : Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic 1  
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Chapitre 1 : Les cancers broncho-pulmonaires 

A. Les poumons 

Les poumons sont des organes vitaux au même titre que le cerveau, le cœur, le foie, le pancréas et 

les reins. Situés dans le thorax de part et d’autre du cœur, ils sont constitués de deux lobes du côté 

gauche et de trois lobes du côté droit. Ils sont reliés à la trachée par deux bronches souches centrales 

qui se séparent dans chacun des lobes en bronches puis en bronchioles (Figure 1A). Les bronchioles 

se terminent par des alvéoles pulmonaires dans lesquelles des capillaires permettent les échanges 

gazeux d’oxygène (O2) et de dioxyde de carbone (CO2) entre l’air et le sang (Figure 1B). Le tractus 

respiratoire est constitué d’un tissu conjonctif tapissé par un épithélium complexe. Ils sont séparés par 

une lame basale riche en collagène de type IV. L’épithélium pulmonaire est composé de cellules 

basales progénitrices, de cellules sécrétrices de mucus, de cellules épithéliales alvéolaires (AEC) et de 

cellules épithéliales multiciliées qui par le mouvement de leurs cils vibratiles déplacent le mucus et 

permettent la clairance mucociliaire qui évacue les impuretés et les pathogènes. Le tissu conjonctif est 

majoritairement composé de cellules mésenchymateuse (fibroblastes) qui produisent les constituants 

de la matrice extracellulaire (MEC), de cellules nerveuses et de cellules endothéliales formant les 

vaisseaux sanguins et les vaisseaux lymphatiques (Figure 1C) 1,2. 

Il existe de nombreuses pathologies pulmonaires qui peuvent être d'origines infectieuses 

(tuberculose, coqueluche, grippe, coronavirus), vasculaires (maladie veineuse trombo-embolique, 

hypertension pulmonaire), chroniques (asthme, broncho-pneumopathie chronique obstructive, fibrose 

pulmonaire idiopathique) ou cancéreuses.  

 

B. Epidémiologie du cancer du poumon 

Les cancers broncho-pulmonaires sont la première cause mondiale de décès par cancer. En France, 

on dénombre 28 000 décès par an et 45 000 nouveaux cas par an 3.  Le taux de survie à 5 ans n'est 

que de 17% malgré une prise en charge thérapeutique précoce par exérèse curative associée à 

différentes chimio-, radio- et immunothérapies. En termes d'incidence, les cancers pulmonaires arrivent 

en seconde position des cancers les plus fréquents après les cancers de la prostate chez l’homme et 

ceux du sein chez la femme (Figure 2). Sur la période 2005-2012, la propension à développer des 

cancers pulmonaires a été stable chez les hommes (-0,3%), alors qu'elle a augmenté de 5,4% chez les 

femmes en raison de l’accroissement de leur comportement tabagique considéré comme le premier 

facteur de risque de ces cancers. 
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Figure 1 : Représentation schématique des poumons et de l’épithélium respiratoire broncho-pulmonaire.   

Représentation schématique du tractus respiratoire comportant les voies respiratoires, les poumons et le 

diaphragme. B. Représentation schématique d’une alvéole pulmonaire. C. Représentation schématique de 

l’épithélium respiratoire. 
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Figure 2: Incidence des cancers dans la population française par genre et tissus. 

Données de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2012. 
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C. Les sous-types histologiques des cancers broncho-pulmonaires 

Les cancers broncho-pulmonaires se divisent en différents sous-types ayant des origines tissulaires et 

des propriétés invasives distinctes. 

 

1. Les cancers à petites cellules 

Les cancers broncho-pulmonaires à petites cellules (CBPC) représentent 15% des cancers 

broncho-pulmonaires et sont liés à 95% au tabagisme. Le développement tumoral est proximal au 

niveau des muqueuses du tronc bronchique et a une origine neuroendocrine. Les CBPC ont une 

activité mitotique élevée avec un temps de doublement de 30 jours. Ainsi bien qu’ils soient plus 

sensibles aux drogues cytotoxiques, il s’agit du sous-type le plus agressif. Histologiquement, ces 

tumeurs se distinguent des autres sous-types par un cytoplasme étroit, une chromatine finement 

granuleuse et des vésicules neuroendocrines intra-cytoplasmiques. 

2. Les cancers non à petites cellules 

Les cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules (CBNPC) sont les plus fréquents (85%) et 

regroupent les cancers à grandes cellules (10%),  les cancers épidermoïdes (40%) et les 

adénocarcinomes (50%) (Figure 3A). 

i. Les adénocarcinomes 

Les adénocarcinomes constituent 40 à 45% des cancers broncho-pulmonaires et sont, pour 

70% d'entre eux, corrélés au tabagisme. Leur dénomination provient de « adeno » qui veut dire 

« glande » en grec. En effet, la plupart de ces tumeurs sont issues de cellules productrices de mucus et 

ont majoritairement une origine distale dans le poumon. Il existe 4 sous types 

histologiques d'adénocarcinomes: les adénocarcinomes acineux qui sont des petits amas de cellules 

avec des cavités, les adénocarcinomes papillaires qui ont une forme caractéristique en « doigt de 

gant », les adénocarcinomes  solides à sécrétions mucineuses produisant du mucus et sans 

arrangements particuliers et les adénocarcinomes bronchio-alvéolaires qui respectent l’agencement du 

tissu pulmonaire mais ont une hypersécrétion de mucus (Figure 3B). 

ii. Les cancers épidermoïdes 

Les carcinomes épidermoïdes ou "Squamous Cell Carcinoma" (SCC) en anglais, sont très 

corrélés au tabagisme (99% des cas). Ils proviennent généralement d’une métaplasie malpighienne ou 

d’une lésion de l’épithélium respiratoire. A terme, les cellules cancéreuses vont se différencier à partir 

de cette lésion et produire de la kératine. Ces tumeurs cancéreuses se développent généralement aux 
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seins des bronches, on parle de bourgeon endobronchique qui peut être excavé par un centre 

nécrotique (Figure 3C). 

iii. Les cancers à grandes cellules 

Les cancers à grandes cellules ou "Large-Cell Carcinoma" (LCC) en anglais sont dûs à 90% au 

tabagisme. Ces cancers sont également considérés comme « indifférenciés » car ce sont des cellules 

de grandes tailles ne sécrètant pas de mucus ou de kératine. Elles ont un temps de doublement long, 

une absence de jonctions cellulaires et une chromatine claire. On distingue dans cette catégorie deux 

sous-types histologiques : les cancers à grandes cellules et les cancers neuroendocrines à grandes 

cellules qui ont des vésicules endocrines (Figure 3D). 

iv. Les sous-types histologiques rares 

Les tumeurs cancéreuses adéno-squameuses, sarcomatoïdes, muco-épidermoïdes, adénoïdes 

kystiques et les sarcomes des tissus mous sont des tumeurs rares du tractus pulmonaires qui peuvent 

s’apparenter à une mixité des sous-types histologiques cités précédemment.  
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Figure 3: Les sous types histologiques des cancers broncho-pulmonaires. 
A. Les cancers broncho-pulmonaires sont différenciés en deux sous-types majoritaires, les cancers broncho-

pulmonaires à petites cellules (CBPC, 15%) et les cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules (CBNPC, 

85%). Les CBNPC sont divisés en trois sous-types histologiques, les adénocarcinomes (ADC, 50%) (B), les 

cancers épidermoïdes (SCC « Squamous Cell Carcinoma », 40%) (C) et les cancers à grandes cellules (LCC 

« Large-Cell Carcinoma », 10%) (D). Coupes de biopsies colorées à l’hématoxyline-éosine pour visualiser les 

différences histologiques. (Source photographies 4) 
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3. Stades anatomo-cliniques 

Les cancers broncho-pulmonaires peuvent être classés selon la classification internationale TNM 

qui permet d’évaluer le stade d’avancement des tumeurs. Cette classification prend en considération 

l’état de la tumeur primitive (T), l’état d'invasion des ganglions lymphatiques régionaux (N pour node en 

anglais) et la présence de métastases distantes (M).  

Ainsi, T0 désigne une tumeur initiale non localisée, T1 une tumeur inférieure à 3 cm de diamètre et 

entourée par du tissu pulmonaire, T2 une tumeur de plus de 3 cm ou qui envahit les bronches 

principales, T3 une tumeur qui envahit la plèvre ou la paroi thoracique et T4 une tumeur qui envahit le 

cœur, la trachée, l’œsophage et/ou les vertèbres. Concernant les adénopathies régionales, N0 

caractérise l'absence d'invasion ganglionnaire, N1 la présence de ganglions métastatiques péri-

bronchiques homolatéraux, N2 la présence de ganglions métastatiques médiatisnaux et N3 la présence 

de ganglions métastatiques controlatéraux, sous-carènes ou sous claviculaires. La présence de 

métastases est classifiée en fonction de l’absence (M0) ou de la présence de métastases viscérales 

(M1).  

On distingue ainsi les différents stades d'avancement de la maladie (Figure 4) :  

- Stade IA: tumeur inférieure à 3 cm sans métastases viscérales ou dans les ganglions 

périphériques « T1N0M0 ».  

- Stade IB: tumeur supérieure à 3 cm sans métastases viscérales ou dans les ganglions 

périphériques « T2N0M0 ».  

- Stade IIA: tumeur inférieure à 5 cm avec des ganglions métastatiques péri-bronchiques 

« T1N1M0 ». 

- Stade IIB: tumeur supérieure à 5 cm ou qui infiltre les bronches supérieures et qui peut 

présenter des ganglions métastatiques péri-bronchiques « T2N1M0 » ou « T3N0M0 » 

- Stade IIIA : tumeur envahissant les bronches principales avec des ganglions métastatiques péri-

bronchiques « T3N1M0 » ou « TnN2M0 » existence de ganglions métastatiques médiatisnaux. 

- Stade IIIB : tumeur envahissant le cœur, la paroi thoracique ou la plèvre « T4NnM0 » ou 

« TnN3M0 » présence de ganglions métastatiques médiatisnaux controlatéraux 

- Stade IV : Présence de métastases dans d’autres tissus « TnNnM1 ».  
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Figure 4: Classification internationale TNM des cancers pulmonaires en fonction de leur extension anatomique 
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D. Les facteurs de risques 

Les facteurs de risques correspondent à l’ensemble des éléments favorisant le développement du 

cancer. Dans le cadre des cancers broncho-pulmonaires, on prend en compte différentes molécules 

cancérigènes présentes notamment dans le tabac ou dans l’environnement, des facteurs génétiques et 

des infections aigües ou chroniques. 

1. Classification des molécules cancérigènes 

Les substances cancérigènes sont référencées par le Centre International de Recherche sur le 

Cancer (CIRC) de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) basé à Lyon en France afin d’identifier la 

dangerosité de ces molécules. Plus de 1000 molécules ont été référencées depuis 1971, et 500 d’entre 

elles sont annotées comme cancérigènes ou probablement cancérigènes selon la classification 

suivante: 

– Eléments de classe I : agents cancérogènes avérés pour l’homme (n=120). 

– Eléments de classe 2A : agents probablement cancérogènes pour lesquels des informations 

suffisantes de susceptibilité existent chez l’animal mais pas chez l’homme (n=81). 

– Eléments de classe 2B : agents potentiellement cancérogènes pour lesquels des informations 

obtenues chez l’animal sont insuffisantes mais présomptives (n=299). 

– Eléments de classe 3 : agents inclassables quant à leur cancérogénicité (n=502). 

– Elément de classe 4: agents probablement pas cancérogènes (n=1, le caprolactame). 

 

On considère que le tabac et notamment les cigarettes conventionnelles sont le premier facteur 

de risque des cancers broncho-pulmonaires. En effet, la cigarette contient 70 éléments chimiques 

ayant une action carcinogène démontrée chez l’homme ou l’animal dont 16 molécules qui sont des 

éléments de classe I. Parmi ces substances de classe I, on distingue les polycycliques aromatiques 

hydrocarbonés (PAH) et les N-nitrosamines qui sont émis lors de la combustion du tabac. 
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2. Le tabagisme 

En 1964, le rapport accablant de The Surgeon General of United States Public Health Service 

indique que le tabac est le premier facteur de risque du cancer du poumon avec une augmentation de 

81% de l’incidence de ces cancers 5. En 1995, ce même service a démontré que les non-fumeurs 

exposés au tabagisme passif étaient soumis qualitativement aux mêmes substances cancérigènes ce 

qui augmenterait leur risque de développer un cancer broncho-pulmonaire de 24% 6. Les 70 

substances cancérigènes du tabac ont plusieurs actions sur la cancerigénese. Certaines vont activées 

des voies de signalisations métaboliques induisant la prolifération anarchique des cellules tandis que 

d’autres molécules vont créer des modifications sur l’ADN (C/G>T) et induire entre 1000 et 10 000 

mutations oncogéniques par cellule (environ 9 mutations/mégabases) 7,8.  

Aujourd’hui, l’utilisation de la cigarette électronique (e-cigarette) est en plein essor dans le cadre du 

sevrage tabagique. Cependant, aucune étude sur les risques de son utilisation à long terme n’a été 

effectuée. Toutefois, les premiers travaux montrent que les quantités de N-nitrosamines inhalées dans 

la vapeur sont négligeables. Une solubilisation de formaldéhyde, un agent fixateur cancérogène, a été 

mise en évidence mais à des niveaux proches de ceux utilisé dans la pharmacologie actuelle 9. 

Toutefois, la chronicité d’inhalation et la puissance électrique des e-cigarettes constituent un danger 

pour la santé par la création d’un stress oxydant chronique génotoxique au niveau du tractus 

respiratoire sollicitant les systèmes de réparation de l'ADN pouvant, à long terme, entraîner des 

mutations délétères 10.  

3. Les expositions environnementales et professionnelles 

Les expositions environnementales et professionnelles constituent le deuxième facteur de risque. 

Par ordre d’incidence, elles sont liées à l’exposition au radon, aux particules fines, à l’amiante, aux 

pesticides et aux radiations ionisantes.  

i. Le radon 

Le radium a été mis en évidence par Pierre et Marie Curie en 1899. L’année suivante, le physicien 

Ernst Frederick Dorn a découvert le radon, un gaz inerte incolore, inodore et radioactif d'origine 

naturelle provenant de la transformation du radium. Dans les années 1950, après la forte incidence des 

cancers broncho-pulmonaires chez les mineurs, le radon a été répertorié comme un facteur de risque 

des cancers broncho-pulmonaires qui agit en synergie avec la consommation de tabac 11. Au contact 

de l’air et de l’eau, le radon est dégradé en polonium qui émet des rayonnements alpha causant des 

dommages à l’ADN et des mutations susceptibles d’entraîner la formation de tumeurs cancéreuses 12. 
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ii. Les particules fines 

Les particules fines émises par les moteurs diesel ne sont pas clairement répertoriées comme 

facteurs de risque à cause de la grande variabilité d’exposition existant au sein des cohortes étudiées. 

Toutefois, une étude récente imputerait 3% des cancers broncho-pulmonaires survenus en France en 

2015, à l’exposition aux particules fines 13. 

iii. L’amiante 

L’amiante provient de fibres minérales silicatées et est grandement utilisée dans l’industrie. Elle 

augmente de 2 à 6 fois le risque de développer un cancer du poumon. Les effets de l’amiante sur le 

cancer agissent en synergie avec le tabagisme et touchent principalement les ouvriers de l’industrie. En 

France, 2,3% des cancers broncho-pulmonaires chez l’homme seraient liés à l’exposition à l’amiante 14. 

iv. Les pesticides 

Les pesticides font également parti des facteurs environnementaux impactant l’incidence des 

cancers broncho-pulmonaires. Le CIRC a classifié près d’une soixantaine de pesticides incluant 

l’arsenic (carcinogène de classe I), le captafol et le dibromure d’éthylène (classe 2A) et 19 autres 

molécules (classe 2B). Aujourd’hui, les études épidémiologiques relient la proximité du lieu d’habitation 

de champs traités aux pesticides au risque de développer différents cancers (seins, prostate, poumon 

et cerveau) 15. 

v. Les radiations ionisantes 

Les derniers facteurs environnementaux ayant un impact sur le risque de contracter un cancer du 

poumon sont les radiations ionisantes. En effet, l’étude épidémiologique des survivants des bombes 

atomiques d’Hiroshima et de Nagasaki a révélé un effet dose dépendant de l’exposition aux radiations 

ionisantes sur l’incidence des cancers broncho-pulmonaires.  On retrouve cette même corrélation chez 

les patients régulièrement exposés aux examens tomographiques et rayons X 16. 

4. Les facteurs génétiques 

Les différentes études de ségrégation des gènes dans les cancers broncho-pulmonaires ne 

permettent pas de lier directement une mutation ou un polymorphisme à cette pathologie. Toutefois, 

certaines mutations peuvent aggraver l’impact de l’environnement sur le développement tumoral 

pulmonaire. Ainsi, certaines familles ont une apparition plus précoce de la maladie au vu de leur 

consommation tabagique avec une augmentation de 50% de l’incidence des cancers broncho-

pulmonaires 17,18. Plus spécifiquement, la délétion allélique 6q23-25 semble présente dans environ 50% 



 
 

 
30 

 

des tumeurs broncho-pulmonaires dans 4 cohortes différentes 19,20. D’autres liens ont été démontré 

entre l’incidence des cancers broncho-pulmonaires et les mutations dans les loci chromosomiques 

12q24, 5q31-q33, 14q11, 16q24 21,22 

5. Les pathologies pulmonaires chroniques 

La bronchopneumopathie obstructive chronique (BPCO) est la pathologie chronique pulmonaire la 

plus répandue avec 1,7 millions de personnes concernées en France en 2015. La BPCO est dûe à un 

contexte inflammatoire important entraînant une sécrétion anormale de mucus, un épaississement des 

parois musculaires et une destruction des alvéoles pulmonaires appelée emphysème. Les symptômes 

sont une toux persistante, une difficulté à respirer (dyspnée) et des expectorations fréquentes. Elle 

augmente de 2 à 3 fois le risque de développer un cancer broncho-pulmonaire même lorsqu’elle n’est 

pas associée à une consommation tabagique (20% des cas). D’autres pathologies chroniques, créant 

un contexte inflammatoire pulmonaire comme l’asthme ou la tuberculose, augmentent également de 

2,4 et 3,5 fois l’incidence d’apparition des cancers broncho-pulmonaires 23.  

6. Les agents infectieux 

Les derniers facteurs de risques connus des cancers broncho-pulmonaires sont les infections 

virales. De nombreuses études ont démontré les liens entre les infections aiguës de pneumonie et 

l’augmentation de l’incidence des cancers broncho-pulmonaires. Les pneumonies sont lié à des 

infections virales diverses créant un contexte inflammatoire pulmonaire qui favorise le développement 

de cancers broncho-pulmonaires 24. 

Par leur statut immunodéprimé, les patients infectés par le virus de l’immunodéficience humaine 

(VIH) sont plus sensibles aux infections pulmonaires conduisant à un contexte inflammatoire chronique 

favorable au développement tumoral 25. Enfin, les papillomavirus sont des virus oncogéniques infectant 

les muqueuses dont l’ADN viral a été mis en évidence dans le tractus respiratoire 26. Ces virus 

produisent une protéine E6 capable de dégrader la protéine suppresseur de tumeur TP53, gardienne 

de l'intégrité du génome et de la prolifération cellulaire maligne dans les poumons. 
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Chapitre 2 : Les principales caractéristiques des cancers broncho-pulmonaires 

Les tumeurs ont des caractéristiques particulières (ou « Hallmarks » en anglais) qui leur confèrent 

leur aggressivité (Figure 5) 27,28. Parmi ces caractéristiques on distingue : i) les altérations génétiques et 

épigénétiques des cellules cancéreuses modifiant leur métabolisme et leurs capacités prolifératives 

et/ou invasives, et ii) les dérégulations d'expression génique affectant le microenvironnement tumoral 

qui participent au développement de la pathologie.  

Parmis les propriétés intrinsèques des cellules cancéreuses, on note un pouvoir de multiplication 

élevé, l’inhibition des points de contrôle du cycle cellulaire, l'immortalité dûe à la réplication des 

téloméres, la résistance à la mort cellulaire, la modification du métabolisme et l'acquisistion de 

propriétés invasives conduisant à la formation de métastases. Ces modifications sont dues à l’instabilité 

du génome et au fort taux de mutation au sein de ces cellules entrainant la dérégulation de l'expression 

de gènes codants ou non codants contrôlant ces processus cellulaires 29.  

D’autres caractéristiques des cancers sont liées au microenvironnement tumoral et impliquent les 

cellules stromales environnantes et la matrice extracellulaire. Ces caractéristiques participent à 

l’invasion des métastases dans la matrice extracellulaire, à la formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins (angiogenèse), à l’échappement des cellules cancéreuses à l’immunosurveillance ainsi qu'à 

la formation d’un contexte inflammatoire.  

A. Classification moléculaire des cancers broncho-pulmonaires 

1. Hétérogéneité moléculaire des cancers broncho-pulmonaires 

Une des particularités des CBNPC concerne leur important statut mutationnel induit par le 

tabagisme qui entraine des réparations et des réarrangements aberrants de l’ADN 7,8,30. Au cours de la 

progression tumorale, les nombreux réarrangements chromosomiques et mutations s’accumulent au 

sein des cellules créant une grande hétérogénéité moléculaire mise en évidence par les techniques 

actuelles de séquençage d’ARN à l’échelle de la cellule unique 31–33.  

Cette instabilité génomique se traduit par des réarrangements de segments chromosomiques, 

une modification du nombre de copies d’un gène (appelée "Mutant allele specific imbalance" ou "MASI" 

en anglais) ou des mutations somatiques de perte ou de gain de fonction 34. Ces modifications 

génomiques peuvent déréguler l’expression des gènes codants ou non codants soit directement par 

des mutations/réarrangements au sein des gènes, soit indirectement en entrainant des modifications 

épigénétiques 35. Les mutations et réarrangements conférant aux cellules leurs caractéristiques 

cancéreuses sont appelés des mutations conductrices ("drivers") tandis que les mutations qui 

n’impactent pas les cellules sont appelées les mutations passagères ("passengers") 36. 
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Figure 5: Les caractéristiques des cancers. Adapté de 27 
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2. Les mutations conductrices majoritaires dans les CBNPC 

Les mutations conductrices peuvent cibler des oncogènes afin d'induire leur activation constitutive 

ou des gènes suppresseurs de tumeurs afin d'invalider leur fonction. Ces mutations peuvent survenir 

spontanément ou être induites par des molécules cancérigènes ou d'autres facteurs de risques décrits 

précédemment. Différentes mutations et réarrangements chromosomiques peuvent co-exister au sein 

des tumeurs et cibler un même gène ou différents gènes pro-tumoraux. Les oncogènes sont impliqués 

dans différentes voies de signalisations incluant les récepteurs à activité tyrosine kinase, la 

signalisation mTOR, la régulation du stress oxydatif, le contrôle du cycle cellulaire ou encore la 

réparation de l’ADN 37.  Les altérations géniques les plus représentées dans les cancers broncho-

pulmonaires concernent les gènes EGFR, KRAS et TP53.  

i. Les Mutations du récepteur de l’EGF 

Les récepteurs de l’EGF (Epidermal Growth Factor) appartiennent à la famille des récepteurs à 

activité tyrosine kinase et regroupent quatre membres : EGFR (HER1, ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 

(ErbB3) et HER4 (ErbB4). L'EGF se fixe sur un récepteur dimérique (homo/hétérodimère) qui s’active 

par l’autophosphorylation de résidus de tyrosine dans les domaines cytosoliques. En aval, deux 

cascades de signalisation peuvent être activées par phosphorylation, les voies PI3K/AKT/mTOR et 

RAS/RAF/MEK/MAPK qui contrôlent divers processus impliqués dans le développement tumoral 

comme l’angiogenèse, la prolifération, la survie, la migration et l'invasion cellulaires (Figure 6A). 

A l’inverse, l’inhibition de ce récepteur entraine la surexpression de molécules pro-apoptotiques 

comme la protéine Bim, activant la voie apoptotique mitochondriale et conduisant à la mort des cellules 

cancéreuses 38.  

Les mutations de l'EGFR induisent une activation constitutive de l'activité tyrosine kinase du 

récepteur dans les cellules cancéreuses favorisant la croissance tumorale et la formation de 

métastases. L'incidence de ces mutations varie en fonction de l’ethnie. En effet, 30% des cancers 

broncho-pulmonaires portent ce type de mutation en asie contre 15% en Europe 39. Les trois mutations 

majoritaires de l'EGFR (85% des cas) concernent le site catalytique du récepteur. Il s'agit d'une 

délétion dans l’exon 19, et de substitutions dans l’exon 20 (T790M) et dans l’exon 21 (L858R). D’autres 

mutations existent au niveau du domaine transmembranaire telle que la délétion des exons 2-7 mimant 

la fixation du ligand 40 (Figure 6B). 

 Les tumeurs présentant des mutations EGFR auront un phénotype plus agressif ainsi qu'une 

probabilité accrue de résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinases utilisés en chimiothérapie. 
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Figure 6: Voies de signalisation de l'EGFR et mutations impliquées dans les cancers broncho-pulmonaires.  

Représentation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT activées par le récepteur de l’EGF et régulant 

divers processus cellulaires. (FL : domaine de fixation du ligand, TM : domaine transmembranaire, TK : domaine 

à activité tyrosine kinase) B. Cartographie des différentes mutations du gène du récepteur de l’EGF répertoriées 

dans les cancers broncho-pulmonaires. Concernant la nomenclature présentée ici, les appelations « G719A » 

représentent les cas de mutations ponctuelles et notament l’exemple d’une mutation ponctuelle d’une glycine en 

alanine en position 719. Les appelations « E746_A750 » représentent les délétions des acides aminés, avec en 

exemple la délétion du glutamate en position 746 à l’alanine en position 750 et les appelations « V769-

D770insASV » représentent une insertion d’acides aminés avec en exemple l’insertion des acides aminés 

alanine-serine-valine entre la valine en position 769 et la glutamine en position 770.  Le pourcentage de ces 

mutations reporté par le COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) en 2014 est indiqué entre 

parenthèses. * La mutation T790M est souvent présente avec d’autres mutations primaires. Par conséquent, ce 

résultat peut être sous représentatif par rapport à des études sur des mutations multiples.  Adapté de 41. 
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ii. Les Mutations de KRAS 

La protéine KRAS pour « Kirsten Rat Sarcoma » appartient à la famille des petites GTPases 

encore appelées petites protéines G. Elles permettent la transduction des signaux des récepteurs aux 

facteurs de croissance tels que l’EGFR aux voies PI3K/AKT/mTOR et RAF1/MEK/MAPK. A l'état 

inactif, elles se situent au niveau membranaire et sont liées avec une molécule de faible énergie, le 

GDP (Guanine Di-Phosphate). Elles sont activées par un facteur d'échange GEF (Guanine nucleotide 

Exchange Factor), qui permet de remplacer une molécule de GDP par une molécule de GTP (Guanine 

Tri-Phosphate) de plus haute énergie 42. La protéine KRAS-GTP est ensuite hydrolysée par la protéine 

GAP (GTPase Activating Protein) qui active les effecteurs permettant la transduction du signal 43. Les 

protéines RAS ont également une activité GTPase intrinsèque leur permettant d’activer les effecteurs. 

Certaines mutations de KRAS entraînent une activation constitutive de l'activité GTPase et une 

augmentation de la prolifération, de la survie et de la migration cellulaire. La fréquence de ces 

mutations varie également en fonction des groupes ethniques et est plus fréquente chez les patients 

présentant un adénocarcinome (32%, Figure 8) et ayant un comportement tabagique 44,45. Ainsi 

contrairement aux mutations affectant l’EGFR, 40% des CBPNC ont une mutation KRAS dans la 

population européenne contre seulement 10% dans la population asiatique. Les mutations sont 

généralement des substitutions au niveau des acides aminés G12, G13 et Q61. La mutation G12C est 

la plus fréquente (40%). Dans le cas des mutations qui touchent le gène KRAS, la mutation d’un allèle 

est suffisante pour augmenter le métabolisme et la prolifération des cellules cancéreuses. Les 

mutations de KRAS ont un effet dose-dépendant c'est à dire que leur impact est plus fort si les deux 

allèles du gène sont altérés ou si des réarrangements chromosomiques entrainent un gain de copie du 

gène. D’ailleurs l’activation de cette voie de signalisation par réarrangement chromosomique est plus 

fréquente que l’apparition d’une mutation somatique par substitution 46,47.  

iii. Les Mutations de TP53 

La protéine p53 est un facteur de transcription codé par le gène TP53. Elle a été découverte 

suite à son induction dans des cellules infectées par le virus oncogénique SV40 (simian virus 40) 48. La 

protéine p53 induit l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose en réponse à un stress oxydatif, à un stress 

génotoxique ou à une infection virale oncogénique. Dans un contexte physiologique, elle est faiblement 

exprimée car elle est dégradée par l'ubiquitine ligase E3 MDM2, elle-même induite par p53 dans 

unmécanisme d’autorégulation (Figure 7) 49.  La protéine p53 est un suppresseur de tumeurs et est 

appelée « gardienne du génome ».  
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Figure 7: Rôles suppresseur de tumeur et oncogéniqe de p53.   

La protéine p53 (TP53) est induite en réponse à divers types de stress (génotoxique, hypoxie, thermique, 

activation d'oncogène, érosion des télomères, stress au réticulum), et entraine l'arrêt de la prolifération et 

l’apoptose des cellules concernées afin d’empêcher l’apparition de cellules cancéreuses. Lors de mutations de la 

protéine p53, il y a une inhibition de l’apopotose et des réparations de l’ADN. 
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En effet, lors d’un stress à l’ADN, p53 est phosphorylée sur des résidus sérine présents dans le 

domaine de transactivation N-terminal ce qui induit son import nucléaire, sa tétramérisation et sa liaison 

au niveau de séquences ADN spécifiques pour activer la transcription de gènes cibles tels que la 

protéine p21 qui inhibe le cycle cellulaire ou la protéine pro-apoptotique Bax 50. 

Les mutations impactant la voie p53 peuvent cibler directement le gène TP53 bloquant la 

synthèse de la protéine ou provoquant sa perte de fonction ou son incapacité à se lier à l’ADN. Elles 

peuvent également impacter les partenaires de p53 comme l'ubiquitine ligase MDM2 (8%, Figure 8 37), 

les séquences génomiques de fixation du facteur de transcription p53 (p53RE, p53 Response Element) 

ou les facteurs de transcription p63, p73, SP1, SREBPs, le récepteur de la vitamine D ou NRF2 qui 

contrôle la réponse anti-oxydante 51. Il s’agit des principales mutations dans les cancers à mauvais 

pronostic tels que les cancers à petites cellules, les cancers épidermoïdes, les cancers du sein triple-

négatif, les cancers ovariens de haut-grade et les cancers de l’œsophage. Plus précisément, l'analyse 

du statut mutagène de cohortes de patients du TCGA (The Cancer Genome Atlas) indique que ces 

mutations touchent 46% des patients présentant un adénocarcinome pulmonaire et 80% des patients 

présentant un carcinome épidermoïde ou à petites cellules. Ces mutations sont souvent combinées à 

des mutations de l'EGFR ou de KRAS 37,47,52. 

3. Les autres mutations conductrices 

Comme dit précédemment, différentes mutations et réarrangements chromosomiques sont 

concomittants au sein des cellules cancéreuses conférant une grande hétérogénéité moléculaire au 

sein des tumeurs. Cette hétérogénéité n’est pas toujours synonyme de mauvais pronostic puisque les 

conséquences de ces mutations peuvent être ciblées par différents traitements chimiothérapeutiques.  

Parmis les autres gènes "drivers" fréquemment mutés dans les cancers 53,54, certains affectent 

la prolifération des cellules cancéreuses. C’est le cas du gène CDKN2A qui contrôle le cycle cellulaire. 

Ce gène est fréquemment inhibé dans les cancers (43%, Figure 8) soit par hyperméthylation de son 

promoteur sur les deux allèles du gène soit par MASI. L’inactivation de CDKN2A conduit à un arrêt du 

contrôle du cycle cellulaire et à une croissance anarchique des cellules 37.  

Le gène BRAF (b-Raf proto-oncogène sérine/thréonine kinase) est impliqué dans la cascade de 

signalisation MAPK du récepteur de l’EGF. Dans les CBNPC, la mutation somatique gain de fonction la 

plus fréquemment identifiée concerne la substitution V600E (7%, Figure 8) qui induit une activation des 

voies MAPK 37,55. De même, la fusion du gène ALK ("Anaplastic Lymphoma Receptor Tyrosine Kinase") 

avec le gène de son partenaire EML4 ("echinoderm microtubule-associated protein like 4") est un 

évenement apparaissant dans 1% des cas de CBNPC et induisant une activation constitutive des voies 
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MAPK (Figure 8) 54,56. Les mutations somatiques impactant le gène PI3KCA (Phosphatidylinositol 3-

kinase) induisent son expression dans 4% des CBNPC et activent ainsi la voie de signalisation mTOR 

également impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire 54,57.  

D’autre part, le gène LKB1/STK11 (Sérine/Thréonine kinase 11) est ciblé par des mutations 

somatiques inhibant son expression dans les CBNPC invasifs (17% des cas, Figure 8). LKB1 a une 

action suppresseur de tumeurs en activant la voie p53, le gène CDKN2A et la voie AMPK (AMP 

activated protein kinase) qui inhibe la voie mTOR 58,59.  

 La voie NFR2/NFE2L2 qui permet de diminuer le stress oxydatif des cellules cancéreuses est 

également la cible de mutations conductrices. Le stress oxydatif induit la production de radicaux libres 

oxygénés (RLO) qui induisent la mort apoptotique des cellules cancéreuses. Ainsi, dans les cancers, la 

voie de signalisation NRF2 est constitutivement activée par des mutations induisant la perte de fonction 

du gène KEAP1, inhibiteur de NRF2 (19%) 57,60. Dans ce contexte, la recheche de nouveaux gènes 

porteurs de mutations "drivers" est au centre de nombreuses études visant à identifier de nouveaux 

marqueurs pronostics et de nouvelles cibles thérapeutiques anticancéreuses. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Fréquences des mutations 

oncogéniques dans les adénocarcinomes 

pulmonaires. Adapté de 57 
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B. Le microenvironnement tumoral 

Le microenvironnement tumoral est constitué par la matrice extracellulaire (MEC) et par l’ensemble 

des cellules non tumorales appelées cellules stromales à proximité des cellules cancéreuses. Ces 

cellules regroupent les cellules immunitaires infiltrant la tumeur, les cellules constituant les vaisseaux 

sanguins et lymphatiques (cellules endothéliales, péricytes...), les cellules mésenchymateuses du tissu 

conjonctif (fibroblastes), les cellules nerveuses et les cellules épithéliales du tissu sain péri-tumoral 

(Figure 9). 

 Ce stroma tumoral et des paramètres physico-chimiques comme le pH, la rigidité ("stiffness" en 

anglais) matricielle ou le taux d’oxygène, influencent l’expression génique et les capacités prolifératives 

et invasives des cellules cancéreuses qui doivent s’adapter à cet environnement 61. Le 

microenvironnement tumoral est donc un acteur dans la mise en place des caractéristiques des 

cancers 62.  

Parmi les cellules stromales, trois types cellulaires majoritaires vont moduler le potentiel agressif 

des tumeurs. Ce sont : i) les cellules immunitaires par leur sécrétion de nombreux facteurs de 

croissance et cytokines ; ii) les cellules endothéliales par leur capacité angiogénique (création de 

nouveaux vaisseaux sanguins) et ii) les fibroblastes par leur sécrétion de constituants de la matrice 

extracellulaire modifiant la rigidité du microenvironnement tumoral. 

1. Les cellules immunitaires 

Le système immunitaire se subdivise en systèmes immunitaires inné et acquis. Le système 

immunitaire inné est composé de cellules « Natural Killer » (NK), de cellules phagocytaires telles que 

les polynucléaires neutrophiles, les macrophages (de type M1 et M2) et les cellules dendritiques (DC), 

et de granulocytes (éosinophiles, basophiles, neutrophiles). Parmi ces cellules, les DC et les 

macrophages sont résidents dans le tissu pulmonaire afin d’assurer l’immunosurveillance et d’éliminer 

par phagocytose les cellules anormales ou infectées par un pathogène. Ces cellules sont également 

appelées cellules présentatrices d’antigènes (CPAg) car une fois le pathogène digéré, les CPAg 

présenteront à leur surface des peptides antigéniques afin d’activer le système immunitaire acquis 

composé des lymphocytes B, producteurs d’anticorps, et des lymphocytes T. Les CPAg se lient avec 

les lymphocytes T par le biais de différents récepteurs membranaires créant une synapse 

immunologique générant des signaux d'activation et d'expansion clonale des lymphocytes T. Cette 

réponse immunitaire prévient l’apparition de nombreuses pathologies dont les cancers 63. 
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Figure 9: Organisation et diversité du microenvironnement tumoral.   

Les cellules cancéreuses formant la tumeur primaire désorganisent la structure du tissu créant une niche 

tumorale possédant son propre microenvironnement. Au sein du microenvironnement tumoral se trouvent les 

cellules tumorales, la matrice extracellulaire et les cellules stromales présentes dans le tissu sain qui infiltrent ce 

microenvironnement telles que les cellules endothéliales, les cellules immunitaires et les fibroblastes. Cette niche 

tumorale peut modifier les apports en oxygène et en nutriments créant un contexte hypoxique. Adapté de 64. 
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Toutefois, il y a 150 ans, le Dr Virchow a émis le postulat que les cellules immunitaires peuvent 

également favoriser la tumorigenèse car on observe un infiltrat  de cellules immunitaires au sein de 

nombreuses tumeurs solides. De plus, comme nous l’avons vu précedement, les pathologies 

inflammatoires chroniques entrainent des altérations et un remodelage permanent de l’épithélium 

respiratoire favorable à l’émergence de mutations et à la transformation tumorale (I-C-6) 24,63,65–67. 

Ainsi, bien que les cellules cancéreuses soient la plupart du temps éliminées par le système 

immunitaire, certaines peuvent échapper à cette surveillance par des mécanismes « d'Immuno-

editing » (Figure 10). Les cellules cancéreuses expriment à leur surface des récepteurs tels que PD-L1 

(Programmed Death Ligand 1) qui inhibent la réponse immunitaire au niveau de la synapse 

immunologique 65. Ces récepteurs sont ciblés par les approches d'immunothérapies anticancéreuses.  

Cette phase dite « d’équilibre » est également caractérisée par le recrutement de cellules 

immunitaires via la sécrétion de chimiokines comme l'IL-8 ou le MCP1/CCL2 (Monocyte 

Chemoattractant Protein 1). Les macrophages infiltrants les tumeurs (TAMs, Tumor-Associated 

Macrophages) dérivent des monocytes et sécrètent au cœur de la tumeur des facteurs de croissance 

tels que le TGFβ (Transforming Growth Factor β) , le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), 

l’interféron (IFNγ), des cytokines anti-tumorales (IL-1α, IL-6, IL-12) et pro-tumorales (IL-10, IL-4) et des 

protéases matricielles (Metalloprotéases, MMP1-9) 66,67. L’ensemble de ces cytokines et facteurs de 

croissance produits par les cellules immunitaires et par d’autres cellules stromales vont induire un 

contexte inflammatoire au sein des tumeurs et promouvoir l'échappement c'est à dire la prolifération 

puis l’invasion des cellules cancéreuses et l’angiogenèse des cellules endothéliales au sein de la 

tumeur solide. 
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Figure 10: La surveillance des cancers broncho-pulmonaires par le système immunitaire.  

La majorité des cellules épithéliales se transformant en cellules cancéreuses sont rapidement éliminées par le 

système immunitaire. Toutefois, dans certains cas, la cellule cancéreuse échappe à l'immunosurveillance et 

atteint un équilibre avec l’infiltration du système immunitaire favorisant sa prolifération. Cet état permet l’apparition 

d’une dernière phase dite d’échappement qui utilise le système immunitaire à des fins pro-tumorales. 
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2. Les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales constituent les vaisseaux sanguins et lymphatiques 68,69. Les 

vaisseaux sanguins permettent de distribuer l’oxygène, les nutriments et les hormones aux cellules des 

tissus via la composante artérielle mais également de collecter le dioxyde de carbone et de recycler 

90% de la fraction liquide du sang via la composante veineuse du système circulatoire. Le système 

lymphatique a pour fonction de réguler l’homeostasie des fluides en captant les 10% de la fraction 

liquide extravasée dans les tissus et de transporter les cellules immunitaires 70,71.  

Les vaisseaux sanguins sont composés de cellules endothéliales et de péricytes qui 

maintiennent la contractibilité des vaisseaux. Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins ont 

des jonctions intercellulaires complexes (desmosomes, jonctions adhérentes, serrées et 

communicantes) et expriment des molécules spécifiques (VEGFR-1, IL8, IL6, MCP-1 et NRP-1) 

permettant le recrutement tissulaire de cellules immunitaires provenant de la circulation systémique.  

Les vaisseaux lymphatiques sont composés de cellules endothéliales lymphatiques (« LEC » 

pour Lymphatic Endothelial Cell en anglais), de cellules de muscles lisses et d’un système interne de 

valves afin d’éviter les reflux de liquide. Les cellules endothéliales lymphatiques (LEC) expriment 

d'autres marqueurs moléculaires spécifiques (VEGFR-2, VEGFR-3, NRP-2, Prox-1 et LYVE-1). Elles 

ont des jonctions intercellulaires plus perméantes qui favorisent la recaptation des fluides  71,72.  

La néo-vascularisation tumorale par recrutement de cellules endothéliales permet 

d’approvisionner la tumeur en nutriments et en oxygène via la création de nouveaux vaisseaux 

sanguins (angiogenèse), tout en favorisant la dissémination des métastases par création de nouveaux 

vaisseaux lymphatiques (lymphangiogenèse) 73–75. En effet, les vaisseaux lymphatiques infiltrant la 

tumeur permettent aux cellules métastatiques d’afférées jusqu’aux ganglions sentinelles du tissu. Ces 

métastases migrent ensuite dans la circulation systémique pour atteindre d’autres organes tels que le 

foie, le cerveau et d’autres zones du poumon 75–77.  La néo-vascularisation peut impliquer trois 

mécanismes différents, i) le recrutement de précurseurs des cellules endothéliales provenant de la 

moelle osseuse, les angioblastes, ii) l’expansion de la vascularisation préexistante, ou iii) la contrainte 

du tissu tumoral qui crée des invaginations au sein du réseau vasculaire (intussusception) 78. Ces 

différentes cellules endothéliales sont recrutées par divers stimuli tels que les stress hypoxique et/ou 

métabolique, mécanique (rigidité de la MEC), l'inflammation ou encore des mutations de gènes pro- ou 

anti-angiogéniques 78. Ces mécanismes sont liés à la sécrétion de molécules favorisant la prolifération, 

la migration et les interactions cellule-cellule, telles que le VEGF-A, le VEGF-C, l’angiopoiétine 2 (Ang2) 

et le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor) 79,80. Ces facteurs de croissance sont produits par les 

cellules immunitaires, les fibroblastes, les cellules tumorales et les cellules endothéliales du 
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microenvironnement tumoral. D’autres molécules pro-angiogéniques sont produites spécifiquement 

dans le contexte tumoral, telles que  l'intégrine α5β3, l’inhibiteur de l'activateur du plasminogène PAI-1, 

le monoxyde d’azote (NO), la cyclo-oxygénase-2 (COX-2) responsable de la synthèse de 

prostaglandine PGE2 et la thrombospondine-2 (TSP-2) 69,78. La voie Notch est également activée au 

cours de la néo-vascularisation, par l’interaction du récepteur Notch1 avec différents ligands 

membranaires tels que Jagged 1 ou les Delta-Like Canonical Notch 1 Ligand 1-4 (DLL1-4) 81. Cette 

interaction induit la coupure du domaine intracellulaire NICD (Notch Intracellular domain) et sa 

translocation dans le noyau où il active les gènes cibles Hey1, Hey2, Myc, p21 et d’autres gènes 

impliqués dans la migration, la différenciation et la prolifération des cellules endothéliales 81–84.  

L’angiogenèse et la lymphangiogenèse sont donc directement liées à la dissémination des 

métastases et sont corrélées à un mauvais pronostic vital des patients 85. Aujourd’hui, la recherche de 

nouvelles stratégies thérapeutiques se base sur le ciblage de ces processus cellulaires. Dans ce but, 

des études cliniques ont été initiées pour déterminer l’impact de l’utilisation d’anticorps ciblant les LECs 

au niveau de leurs récepteurs (VEGFR-3 ou VEGFR-2) dans le traitement des cancers 86(p1),87. Certains 

traitements ont été validés par les agences de santé publique malgré des effets secondaires multiples 

(hypertension, nausées, diarrhées, fatigue et vomissements) et un effet anti-tumoral minime. Parmis 

ces traitements, le ramucirumab cible uniquement le récepteur VEGFR-2 et le bevacizumab cible 

concomitamment les récepteurs VEGFR-2 et VEGFR-3 88,89. Actuellement d’autres traitements ciblant 

d’autres molécules telles que le VEGF-C (VGX-100 utilisé en combinaison avec le bevacizumab), le 

VEGF-A et l’angiopoïétine 2 (vanucizumab) sont en essais cliniques de phases I ou II 90,91. Ainsi, la 

compréhension des mécanismes de la lymphangiogenèse est au cœur de la recherche de nouvelles 

cibles thérapeutiques contre le cancer.  
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3. Les fibroblastes, architectes de la matrice extracellulaire (MEC) 

Les fibroblastes sont la composante cellulaire majoritaire du tissu conjonctif séparé de 

l’épithélium par la lame basale. Ils ont pour fonction de produire les composants de la MEC 

(Fibronectine, laminine, collagènes fibrillaires de types I, III, V et protéases matricielles) et de réguler 

les mécanismes de réparation et de différenciation de l’épithélium 92. Une activation anormale des 

fibroblastes ou une modification de leur profil de sécrétion peut favoriser l’apparition de pathologies 

telles que la fibrose pulmonaire ou les cancers 92–95.  

Les fibroblastes peuvent être activés par différents constituants de la matrice extracellulaire dont 

différents facteurs de croissance (EGF, PDGF, FGF et TGFβ), les intégrines (α6β1, αvβ5)  mais 

également par des interactions intercellulaires au niveau des récepteurs ICAM1 (Intercellular adhesion 

molecule 1) ou VCAM1 (Vascular cell adhesion molecule 1) ou encore par le stress oxydatif via les 

radicaux libres oxygénés (RLO) 96. On nomme les fibroblastes activés péri-tumoraux ou infiltrant la 

tumeur, les fibroblastes associés au cancer ou "Cancer-Associated Fibroblasts" (CAF) en anglais 

(Figure 11). Les CAFs ont différentes origines, ils proviennent des fibroblastes résidents, des cellules 

mésenchymateuses intra-tumorales, des adipocytes ou encore des cellules endothéliales 92,97,98. Les 

dernières expériences de séquençage à l’échelle de la cellule unique ont mis en évidence les différents 

marqueurs d’expressions des CAFs en fonction de leurs origines histologiques 99. Les CAFs expriment 

soit des marqueurs communs à toutes les sous-populations tels que l’α-SMA (α-smooth muscle actin), 

TGFβ, SPARC (Secreted Protein Acidic and Cysteine Rich) et TAGLN (Transgelin), soit des marqueurs 

spécifiques de leurs origines. Par exemple, les CAFs ayant une origine vasculaire expriment les 

protéines EpCAM, PECAM1 et CD34 tandis que les CAFs provenant des fibroblastes résidents 

expriment différentes protéines de la matrice (COL14a1, Fibulin2, Lox).  

Ils stimulent la progression tumorale en participant à chaque étape de la tumorigenèse depuis 

l’initiation jusqu’au développement métastatiques au sein d’organes secondaires. Les CAFs acroissent 

les capacités invasives des cellules tumorales et développent la résistance aux traitements des cancers 

100,101. En effet, ils vont sécréter de grandes quantités de métalloprotéases (MMP2, MMP3 et MMP9) ce 

qui diminue la rigidité de la MEC permettant la création d’un chemin migratoire 102. Ils guident 

également les cellules tumorales qui migrent collectivement en suivant une cellule dite « leader » qui 

peut être une cellule cancéreuse ou un CAF sécrétant du TGFβ 103. Les CAFs sécrètent également du 

VEGF permettant l’attraction des cellules endothéliales 92,94.   

Enfin, ils sécrètent également de nombreux facteurs de croissance, cytokines (IL-1) et 

chimiokines (MCP1, Monocyte chemotactic protein 1) permettant l’attraction des cellules immunitaires 

et la création d’un contexte immunosupresseur 104. Ainsi, depuis quelques années, les CAFs sont les 
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cibles de différentes thérapies anti-cancéreuses. Différentes études ont démontrés que la déplétion des 

CAFs à l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques ou d'anticorps réduit la taille des tumeurs de cancer du 

sein, du poumon, du colon et du pancréas 105,106. Toutefois, la déplétion des CAFs par un inhibiteur 

pharmacologique ciblant la protéine α-SMA peut également induire un phénotype plus aggressif avec 

une tumeur plus invasive et une infiltration de lymphocytes immunosupresseurs (Tregs) au sein de la 

tumeur 107. L’ambivalence de ces résultats est liée notamment à l’hétérogénéité des sous-populations 

de CAFs et à leurs profils moléculaires qui font actuellement l’objet de nombreuses recherches 104. 

 
 

 
Figure 11: L’activation des fibroblastes associés au cancer (CAF) favorise l’agressivité tumorale. 
En sécrétant différents facteurs de croissance, cytokines, chimiokines et protéases, les CAFs promeuvent 
l’invasion des cellules cancéreuses, la transition épithélio-mésenchymateuse de l’épithélium respiratoire, 
l’infiltration de cellules inflammatoires et l’angiogenèse des cellules endothéliales. Adapté de 92. 
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4.  Les échanges gazeux et l’hypoxie 

Dans les tumeurs solides, la prolifération anarchique des cellules tumorales crée des zones 

éloignées des vaisseaux sanguins caractérisées par un apport réduit en oxygène créant un 

environnement hypoxique. L’hypoxie est un facteur important de l'agressivité des tumeurs. En effet, les 

cellules tumorales vont s'adapter à leur environnement appauvri en oxygène en activant différentes 

voies de signalisation qui va notamment modifier le métabolisme des cellules, leurs capacités invasives 

et les rendre plus résistantes à différents traitements anticancéreux 108. 

i. Voies de signalisation activées par l’hypoxie 

Les facteurs de transcription HIFs (Hypoxia Inducible Factors) sont les régulateurs clés  de la 

réponse hypoxique (Figure 12). Ce sont des hétérodimères, constitués de sous-unités alpha, HIF-1α ou 

HIF-2α (EPAS1), associées à une sous-unité béta, HIF-1β (ANRT), qui après formation dans le 

cytoplasme transloquent dans le noyau et se fixent sur des séquences régulatrices HRE (Hypoxia 

Response Element) pour activer l’expression de gènes cibles.  

En présence d’oxygène, c’est-à-dire en condition normoxique, les protéines HIFs sont très 

instables. En effet, des prolyl hydroxylases (PHDs), senseurs de la concentration en oxygène, vont 

hydroxyler un résidu proline présent dans la séquence protéique de HIF-1α (Proline 564) ou de HIF-2α 

modifiant leur conformation et entrainant leur ubiquitination par l'ubiquitine ligase pVHL (Von Hippel-

Lindau) puis leur dégradation par le protéasome 109,110. En condition hypoxique, les PHDs sont inactives 

et les protéines HIF-1α ou HIF-2α sont stabilisées.  

Les isoformes HIF-1α et HIF-2α se différencient au niveau de leurs domaines N-terminaux, ce 

qui leur permet de cibler des séquences HRE différentes et donc de réguler l’expression de gènes 

spécifiques. Ainsi, le gène CA9 (Carbonic Anhydrase 9) est induit par HIF-1α tandis que le facteur de 

transcription c-Myc est régulé par HIF-2α. Cependant, ces isoformes peuvent avoir une action 

synergique sur certains gènes comme pour l’induction du gène VEGF. Enfin, ces facteurs peuvent avoir 

des effets antagonistes comme pour le gène de l’IL-8, cytokine pro-angiogénique, qui est réprimé par 

HIF-1α et induit par HIF-2α 110 .  

D’un point de vue cinétique, bien que stabilisés et transloqués concomitamment dans le noyau, 

ces facteurs de transcription n’interviennent pas au même moment dans la réponse hypoxique. Le 

facteur HIF1α intervient dans la réponse précoce et aigüe à l’hypoxie, puis il est ciblé par l’ubiquitine 

ligase E3 HAF (Hypoxia Associated Factor) qui induit sa dégradation. En revanche HIF-2α n’est pas 

ubiquitiné par HAF et son activation se maintient dans le temps ce qui lui permet de réguler les effets 

d’une hypoxie chronique 111. 
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D'autres facteurs de transcription sont activés dans un contexte hypoxique. C'est le cas de la 

voie NF-B classiquement liée à l’intégration de stimuli inflammatoires (tels que le TNFα) qui induisent 

la phosphorylation de l’inhibiteur de NF-B, IB par un complexe de IB kinases (IKKα, IKKβ, IKKγ et 

Nemo). La phosphorylation d’IB libére le facteur NFκB, induisant sa translocation nucléaire et 

l’activation de ses gènes cibles. En normoxie, le complexe IKK est inhibé par hydroxylation de IKK par 

PHD-1. Dans ces conditions, NF-B est inhibé par IB. En hypoxie, PHD-1 est inactive et n’induit plus 

la dégradation des kinases du complexe IKK ce qui permet l'inactivation par phosphorylation de IB, la 

libération de NF-B et l’expression de ses gènes cibles 113,114.  

Enfin, une autre voie de signalisation est activée par l'environnement hypoxique. En effet, 

l’hypoxie induit un stress oxydatif par la génération de radicaux libres oxygénés (RLO) qui ont un 

impact délétère sur la cellule en oxydant les lipides, les nucléotides des acides nucléiques (ADN et 

ARN) ou les cystéines des protéines. La régulation du stress oxydatif est liée à l’activation de la voie 

anti-oxydante NRF2/NFE2L2. En absence de RLO, le facteur de transcription NRF2 se fixe à la 

protéine répresseur KEAP1 qui permet son ubiquitination par l’ubiquitine ligase Cullin3 et sa 

dégradation par le protéasome. A l’inverse, en hypoxie, la génération de RLO oxyde la protéine KEAP1 

au niveau de résidus de cystéine impactant sa conformation et libérant le facteur de transcription NRF2 

qui transloque dans le noyau afin d’activer ses gènes cibles 115. 
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Figure 12 : Les différentes voies de signalisation de l’hypoxie (NF-κB, HIF1, NRF2) et leur mécanisme de 

régulation en normoxie. 
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ii. Conséquences du microenvironnement tumoral hypoxique 

Les gènes régulés par l’hypoxie permettent aux cellules de survivre dans cet environnement. Ils 

interviennent dans différents processus biologiques favorisant l’agressivité des cellules cancéreuses 

notamment la transition d’un métabolisme aérobie à un métabolisme anaérobie, l’angiogenèse, la 

formation de métastases et la résistance aux traitements 116,117 (Figure 13).  

L’un des premiers effets notables concerne le métabolisme des cellules cancéreuses qui 

subissent un basculement d’un métabolisme aérobie vers un métabolisme anaérobie appelé « effet 

Warburg » 118. Les cellules captent le glucose, carburant énergétique des cellules, via le transporteur 

membranaire GLUT1 (Glucose Transporter 1) et le métabolise par une succession de réactions 

enzymatiques appelées glycolyse. Dans le cas d’un métabolisme aérobie soit en présence d’oxygène, 

la glycolyse transforme une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate qui est métabolisé en 

acétyl-Coa par la décarboxylation oxydative. L’acétyl-Coa via le cycle de Krebs permet la production de 

molécules énergétiques qui seront utilisées au sein des mitochondries par la chaîne de phosphorylation 

oxydative pour produire de l’ATP, molécule énergétique indispensable à de nombreuses réactions 

enzymatiques.  

En absence d’oxygène, les réactions enzymatiques de décarboxylation oxydative et de 

phosphorylation oxydative sont inactives. Le pyruvate est transformé en lactate via le processus de 

fermentation lactique catalysé par la Lactate Déshydrogénase A (LDHA). Le bilan énergétique d’un 

métabolisme anaérobie est de 2 molécules d’ATP soit bien moins rentable que celui d’un métabolisme 

aérobie de 36 molécules d’ATP. L'expression de différents gènes est augmentée par le facteur HIF-1 

afin que l’apport énergétique soit suffisant et permette la prolifération des cellules cancéreuses. Ainsi, 

la captation du glucose est augmentée par surexpression du récepteur GLUT1. D'autres activités 

enzymatiques sont également surexprimées comme la LDHA ou des enzymes de la glycolyse telles 

que la Pyruvate déshydrogénase 1 (PDK1) et l'isozyme M1/M2 de la Pyruvate kinase (PKM2). Enfin, 

une autre conséquence de l’effet de Warburg concerne l’acidification du microenvironnement par 

exportation du lactate qui se trouve en excès au sein des cellules hypoxiques 108,117.  
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Figure 13: Conséquences des voies de signalisation de l’hypoxie.  

Les différents facteurs de transcription induit par l’hypoxie (HIF1, HIF2, NRF2, NF-κB) permettent l’expression de 
différents gènes codants des protéines impliquées dans le métabolisme énergétique, l’angiogenèse, la formation 
des métastases ou la résistance aux traitements. 
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La diminution du taux d'oxygène est également un stimulus d’activation des processus 

angiogéniques indispensables à la croissance de la tumeur via l’induction de différents facteurs pro-

angiogéniques par les facteurs de transcription HIFs. C'est le cas de l’oxyde nitrique synthase (NOS) et 

des facteurs de croissance VEGF, PDGF (platelet-derived growth factor) et angiopoïétine 2 (Ang2) 

78,119,120. L’induction de ces protéines et l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinase, tels que le 

VEGFR2 pour la création de nouveaux vaisseaux sanguins ou le VEGFR3 pour la création de 

nouveaux vaisseaux lymphatiques, favorisent la migration, la prolifération et la perméabilité de 

l’endothélium 66,69,121. 

L’hypoxie favorise également la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) des cellules 

cancéreuses nécessaire à la formation de métastases. La TEM se traduit par l’augmentation de 

marqueurs des cellules mésenchymateuses tels que les protéines Snail, Slug, la cadhérine N (CDH2), 

l'α-SMA, le TGFβ, et inversement par la diminution de marqueurs épithéliaux tels que la cadhérine E 

(CDH1) et par l’acquisition de capacités migratoires et invasives des cellules 122. Les métastases 

sécrètent notamment des metalloprotéases matricielles (MMP1-9) et des lysyl oxydases (LOX et LOX-

Like 1-4) qui modifient la rigidité de la matrice extracellulaire et favorisent la migration cellulaire 123,124.  

Le contexte hypoxique rend également les cellules cancéreuses plus résistantes aux 

traitements anticancéreux par la sur-expression de différents transporteurs (ABCA2, MDR1 et P-gp) 

permettant l’efflux des drogues chimiothérapeutiques, par l’inhibition de la voie p53  et par l’activation 

de la voie anti-oxydante NRF2 125. En effet, la radiothérapie ou certains agents chimiothérapeutiques 

tels que le cisplatine produisent des RLO qui sont neutralisés par l’activation de la voie NRF2 115,126. 

D'ailleurs, NRF2 est fréquemment activé de façon constitutive dans les cancers pulmonaires via la 

répression de son inhibiteur KEAP1, expliquant en partie la forte chimio- et radiorésistance de ces 

tumeurs 127. 

Les effets de l'hypoxie sur ces différents processus cellulaires peuvent également impliquer des 

gènes non codants. Nous reviendrons plus en détails sur cette problématique dans les chapitres 

suivants.  
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C. Traitements des cancers broncho-pulmonaires non à petites cellules 

L’agressivité des cancers broncho-pulmonaires varie en fonction du stade, du sous-type histologique, 

du statut mutationel et de la nature du micro-environnement immunitaire 33. Les traitements doivent être 

adaptés en fonction de ces différents paramètres. La médecine personnalisée est donc au centre des 

choix thérapeutiques des cancers broncho-pulmonaires. L’enjeu majeur est de découvrir de nouveaux 

marqueurs pronostiques et de nouvelles cibles thérapeutiques. 

1. Diagnostic et Médecine personnalisée 

La médecine personnalisée s’appuie sur les caractéristiques des tumeurs, c'est à dire sur la 

stadification, le statut mutationel et la nature de l'infiltrat immunitaire et stromal. Dans ce but, une 

nouvelle classification des tumeurs a été mise en place par différents organismes comme l’International 

Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), l'American Thoracic Society (ATS) et l'European 

Respiratory Society (ERS). La première étape dans la démarche de la médecine personnalisée 

consiste à augmenter les outils diagnostiques pour améliorer la prise en charge des patients. Le 

premier test diagnostique mis en œuvre consiste à caractériser la tumeur primaire par imagerie 

médicale (radiologie rayons X, scanner et PET-scan). Ensuite, une biopsie est prélevée par chirurgie 

afin d’identifier le sous-type histologique et d'établir le statut mutationnel afin de proposer le traitement 

le plus adapté (Chimio- ou Immunothérapie). 

2. Exérèse curative 

L'ablation chirurgicale ou exérèse curative est proposée lorsque le stade d’avancement de la 

tumeur est inférieur au stade IIIb, c'est à dire lorsque la tumeur se limite aux poumons. Dans les cas 

précoces (stade 0 et I) et lorsque le patient est en bonne santé, la chirurgie reste la meilleure 

opportunité de guérison pour le patient. Selon la taille et la colonisation des cellules cancéreuses, les 

chirurgiens pourront effectuer soit une résection, soit une lobectomie, soit une pneumonectomie 

(excision de l’ensemble d'un poumon). Dans les cas de tumeurs de stade IIIa, des traitements de 

chimiothérapies et/ou de radiothérapies sont réalisés avant la chirurgie. Enfin, après exérèse curative, 

l’analyse des marqueurs génétiques de la tumeur permet de déterminer les facteurs d’agressivité de la 

tumeur (micro-environnement tumoral et mutations) afin d’adapter éventuellement un traitement 

adjuvant. 

3. Chimiothérapie 

Le traitement chimiothérapeutique peut être local après chirurgie ou systémique. Le traitement 

est adapté aux résultats anatomo-cliniques post-chirurgie. La chimiothérapie consiste le plus souvent 
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en une combinaison de sels de platines (carboplatine, cisplatine ou oxaliplatine) et d'inhibiteurs des 

voies de signalisation altérées par les mutations (EGFR, ALK, KRAS ou BRAF1) 128. Les molécules 

ciblant les voies de signalisation inhibent l’intégration ou la transmission des signaux intracellulaires 

tandis que les sels de platines sont des agents alkylants qui se fixent sur les bases puriques (A ou  G) 

de l'ADN induisant d'une part des modifications conformationnelles qui bloquent la réplication et la 

transcription et d'autre part un stress oxydatif par la production de RLO entrainant l’apoptose des 

cellules cancéreuses 129. 

4. Radiothérapie 

La radiothérapie est principalement utilisée comme traitement palliatif lorsque la tumeur est 

inopérable. Un traitement radiothérapeutique induit de nombreux effets secondaires et entraîne une 

fibrose du tissu pulmonaire. Contrairement à la chimiothérapie, l’adjonction de la radiothérapie à la 

chirurgie n’améliore pas la survie des patients à cause des nombreux effets secondaires toxiques 

affaiblissant les patients 130. 

5. Immunothérapie 

L’immunothérapie, utilisée avec succès dans le traitement de divers cancers, apparait aujourd'hui 

comme le traitement le plus prometteur dans la lutte contre les CBNPC dû à leur forte charge 

mutationnelle produisant une grande variété d’antigènes. L’immunothérapie consiste à activer le 

système immunitaire du patient pour tuer les cellules tumorales. Comme je l'ai précédemment 

mentionné, les cellules cancéreuses interagissent avec les cellules immunitaires par le biais de 

récepteurs membranaires créant une synapse immunologique (Figure 14A). Au sein de cette synapse, 

il existe des interactions moléculaires qui favorisent la réponse immunitaire anti-tumorale et d'autres 

récepteurs appelés points de contrôle ("checkpoint") qui modulent l’activation des cellules immunitaires 

afin de limiter la durée et l’intensité de la réaction immune. Ces points de contrôle induisent une 

tolérance permettant à la cellule tumorale d’échapper à l’immunosurveillance de l'organisme. C'est le 

cas des récepteurs CTLA4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated protein 4), PD1 (Programmed Cell 

Death Protein 1) exprimés à la surface des lymphocytes T ou de PD-L1 (ligand de PD1) exprimé à la 

surface des cellules cancéreuses. 

 L'un des aspects de l'immunothérapie consiste à utiliser des anticorps comme le nivolumab 

(anticorps anti-PD1) ou des inhibiteurs chimiques afin de bloquer ces interactions et stimuler l'immunité 

anti-tumorale 65,131. D’autres outils thérapeutiques combinent des approches de thérapies géniques et 

cellulaires. Les cellules CAR-T (Chimeric Antigen receptor Lymphocyte T cell) sont des lymphocytes T 

de patients modifiées in vitro à l’aide d’un virus comportant la séquence génique de récepteurs 
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membranaires reconnaissant les antigènes spécifiques des tumeurs (TAAs, Tumor-Associated Antigen) 

(Figure 14B) 132–134.  Ces cellules sont ré-injectées au patient par allogreffe afin de cibler 

spécifiquement les cellules tumorales. Une stratégie semblable utilise les CPAg. Les cellules 

dendritiques (DC) de patients prélevées dans la circulation sanguine sont génétiquement modifiées à 

l’aide d’un virus contenant la séquence génique de TAAs. Les DC présentent à leur surface les TAAs 

qui permettent la reconnaissance et l’activation des lymphocytes T 131,135,136. 
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Figure 14: La réponse immune anti-tumorale et les stratégies de l'immunothérapie.  

A. Les cellules cancéreuses sont phagocytées par des cellules dendritiques ou des macrophages qui présentent des 

antigènes spécifiques des cellules tumorales (TAA, Tumoral-Associated Antigen) associés au complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH). Les cellules présentatrices d’antigènes (CPAg) vont s’associer au sein d’une synapse 

immunologique avec les récepteurs des lymphocytes T naïfs. L’intégration des signaux permet l’activation et la prolifération 

des lymphocytes T anti-tumoraux. A l’inverse, la synapse immunologique entre les lymphocytes T et les cellules cancéreuses 

est inhibitrice. B. Allogreffe de cellules immunitaires (CPAg ou LT) modifiées génétiquement par un vecteur viral afin d’induire 

une réponse immunitaire anti-tumorale. 
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Chapitre 3 : Classification des ARNs non codants 

A. De « l’ADN poubelle » aux ARNs non codants 

La structure de l’acide désoxyribonucléique (ADN) a été mise en évidence en 1953 par Francis 

Crick et James Watson à l’aide des travaux de Rosalind Franklin qui a mis en évidence sa structure 

helicoïdale 137,138. Francis Crick a également formulé le dogme central de la biologie moléculaire selon 

lequel l’ADN est segmenté en unités fonctionnelles appelées « gènes » qui sont transcrits en acides 

ribonucléiques (ARN). Dans les années 1950, on considérait que seulement 2% du génome était 

fonctionnel et permettait la transcription d’ARNs dits messagers (ARNm). Cela représentait environ 

15 000 gènes codants des protéines. Les 98% restant du génome ont été nommés « ADN poubelle » 

dans lequel ont été mis en évidence des séquences permettant la transcription d’ARNs impliqués dans 

la traduction des ARNm en protéines tels que les ARNs ribosomiques (ARNr) et les ARNs de transfert 

(ARNt) (Figure 15) 139. 

En 1990, une nouvelle famille de transcrits non-codants a été découverte par des approches de 

génétique chez c. elegans »: les microARNs (miARN) 140,141. Ces ARNs de 20 nucléotides sont 

synthétisés dans le noyau sous forme de précurseurs de grande taille, puis maturés et exportés dans le 

cytoplasme où ils  se fixent par complémentarité de séquence à des ARNm cibles afin d’induire leur 

dégradation. C'est ainsi, que la notion d’ARNs régulateurs de l’expression génique a été mise en 

évidence. 

Par la suite, en 2004, les consortiums ENCODE (projet ENCyclopedia Of DNA Element) et 

FANTOM (projet Functionnal ANnotation Of The Mammalian Genome) ont vu le jour afin de 

cartographier toutes les unités fonctionnelles du génome humain. Les résultats ont permis 

l'identification de 30 000 à 40 000 gènes transcrits en ARNs dont 25 000 gènes transcrits en ARNs non 

codants regroupant les piwiARNs (piARN), les snoARNs, les ARNs Y et les longs ARNs non codants 

(LncARNs). Les autres séquences génomiques humaines sont en grande majorité des séquences 

répétées, transposables et des séquences régulatrices de l’expression telles que les promoteurs des 

gènes, les séquences enhancers qui activent l’expression des gènes et les séquences insulateurs qui 

répriment l’expression des gènes 142,143. Le consortium ENCODE a récemment publié les résultats de 

sa phase III de production avec presque 6000 expériences de séquençage d’ARNs provenant de lignée 

cellulaire, de cellules primaires ou de tissus humains (n= 4 834) et murins (n=1 158). Ces expériences 

permettent de préciser l’interaction de protéines avec les différentes classes d’ARNs, l’expression de 

transcrits dans les tissus et les cellules primaires ainsi que les modifications et la fixation des facteurs 

des transcriptions sur la chromatine (ChIP, Chromatine Immunoprecipitation) 144.  
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Figure 15: Classification des acides ribonucléiques codants et non codants chez les mammifères.  

On distingue les ARNs codants permettant la synthèse des protéines et les ARNs non codants partagés en longs 

ARNs non codants et en petits ARNs non codants. Les longs ARNs non codants regroupent les antisens (NAT, 

Natural Antisense Transcript), les divergents, les introniques et les intergéniques en fonction de leur position 

génique par rapport aux gènes codants et également certains ARN ribosomiques (ARNr 18S et 28S). Parmis les 

petits ARNs non codants, on distingue les microARNs et les piwiARNs qui sont des régulateurs de l’expression 

génique, et les ARN ribosomiques (ARNr 5S et 5,8S), les ARNt et les snoARN qui régulent la traduction des 

ARNm en protéines. Adapté de 145. 
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B. Les ARNs impliqués dans la traduction  

1. Les ARNs ribosomiques 

Une fois les ARNm transcrits et épissés, ils sont pris en charge par les ribosomes à l’extérieur du 

noyau pour être traduits en protéines. Les ribosomes sont des complexes ribonucléoprotéiques 

constitués par des ARNs ribosomiques (ARNr) et des protéines. Les gènes des ARNr sont localisés 

dans le nucléole des noyaux des cellules eucaryotes. Il existe plus de 200 copies des gènes d'ARNr. 

Les ARNr sont transcrits par l’ARN polymerase I (ARN pol I) puis maturés par des protéines snoRNP 

(small nucleosomal RiboNucleoProtein). Les différents types d’ARNr permettent de réaliser les 

différentes sous-unités des ribosomes, la petite sous-unité 40S est composée des ARNr 18S et de 33 

protéines différentes tandis que la grande sous-unité (60S) est composée des ARNr 28S, 5S, 5,8S et 

de 49 protéines. La petite sous-unité du ribosome a un rôle de lecture de l’ARNm et de validation de 

l’appariement des ARN de transfert (ARNt). La grande sous-unité, également appelée 

peptidyltransférase crée les liaisons peptidiques entre les différents acides aminés afin de produire une 

protéine. Les ARNr de cette grande sous-unité ont donc une activité enzymatique et sont appelés 

ribozymes (Figure 16) 146. 

2. Les snoARNs 

Les snoARNs sont de petits ARNs nucléolaires des cellules eucaryotes. Leur fonction est liée à la 

maturation des ARNr. Ils permettent de guider par complémentarité de séquences les protéines 

snoRNP au niveau des ARNr et d'induire des modifications chimiques de type 2’-O-méthylation pour 

les snoARNs de type C/D et pseudouridylation pour les snoARNs de type H/ACA (Figure 16) 147. 

3. Les ARNs de transfert 

Les gènes des ARNt appartiennent aux génomes mitochondriaux et nucléaires et sont transcrits par 

l’ARN polymérase III (ARN pol III), puis maturés en 5’ par la ribonucléase P et sur l’extrémité 3’ par 

l’ARNt nucléotidyl-transférase ou "CCAse" qui intervient pour que la séquence se termine par le codon 

CCA. Les ARNt ont une structure canonique en « feuille de trèfle » qui se transforme en « L » une fois 

associée avec le ribosome. Il existe 20 ARNt isoaccepteurs différents qui se fixent spécifiquement aux 

20 acides aminés existants. Les ARNt associés à un acide aminé sont nommés aminoacyl-ARNt et se 

lient aux ribosomes ou une extrémité de la séquence des ARNt porte un anti-codon permettant la 

reconnaissance d'un codon de l’ARNm à traduire en protéine (Figure 16) 148. 
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Figure 16: ARN ribosomique, ARN de transfert et snoARN sont les ARN régulateurs de la traduction des ARNm 

en protéines.  

Certains ARNs sont essentiels à la traduction des ARNm en protéines. Les ARNr transcrits par l’ARN polymérase 

I et les ARNt transcrits par l’ARN polymérase III sont maturés au sein du noyau puis exportés dans le cytoplasme 

afin de former les ribosomes permettant la traduction des ARNm en protéines. Les snoARNs transcrits par l’ARN 

polymérase II participent à la maturation des ARNr. Adapté de 149. 
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C. Les petits ARNs régulateurs 

1. L’ARN interférence et les microARNs 

Le mécanisme d'ARN interférence impliquant de petits ARNs non codants a été découvert en 

1990 par l'équipe de Jorgensen qui voulait renforcer la couleur violette de pétunias en transduisant le 

gène de la chalcone synthetase (CHS). Cependant, les résultats obtenus ont été contraires à leurs 

attentes puisque les fleurs ayant intégré le transgène étaient blanches et présentaient 50 fois moins 

d’activité enzymatique ainsi qu'une inhibition de 90% de l’ARN de la CHS. Les auteurs se sont 

interrogés sur l’existence d’un mécanisme de co-suppression (ou d’interférence) de l’ARN du transgène 

sur le transcrit endogène 140.  

En 1993, une autre étude sur le nématode C.elegans a permis d’identifier un petit ARN non 

codant de 22nt, lin-4, capable de se fixer par complémentarité de séquence sur le 3’-UTR de l’ARNm 

lin-14. L’invalidation de lin-4 augmente l’expression de la protéine lin-14 et bloque la croissance larvaire 

des nématodes. Ces expériences ont mis en évidence un mécanisme d’interférence post-

transcriptionnel de l’ARNm par la fixation d’un petit ARN nommé par la suite micro-ARN (miARNs) 141. 

Quelques années plus tard, en 2004, les mécanismes de biosynthèse, de maturation et le mode 

d'action des miARNs ont été démontrés. Les gènes des miARNs sont transcrits par l'ARN polymérase 

II sous forme de précurseurs de grande taille,  les pri-miARNs 150. Ces pri-miARNs subissent une 

première étape de maturation nucléaire par un complexe « microprocesseur » formé des enzymes 

Drosha et DGCR8 afin de produire des pré-miARNs de 70 nucléotides repliés en structure tige-boucle 

et ayant la forme d'une épingle à cheveux. Les pré-miARNs sont ensuite exportés dans le cytosol par 

transport actif GTP-dépendant via la protéine exportine 5. Ils sont maturés par la protéine Dicer qui 

coupe la structure tige-boucle afin d’obtenir de petits ARNs double brin (miARNdb) pris en charge par 

le complexe multiprotéique RISC (RNA-induced Silencing Complex) contenant notamment la protéine 

Agonaute Ago2 qui va séparer les deux brins (miR-5p et miR-3p).  Chacun des brins peut guider le 

complexe RISC vers un ARNm cible par appariement imparfait au niveau d’une séquence de 7-8nt 

dans le 3’-UTR du gène appelée séquence « seed » afin de bloquer son expression par divers 

mécanismes post-transcriptionnels (Figure 17A) 150,151. Les microARNs sont présents chez tous les 

eucaryotes et leurs séquences sont conservées traduisant également des fonctions conservées 152. 

Actuellement, les miARNs sont connu pour leurs implications dans diverses pathologies dont les 

cancers et sont utilisés en tant que marqueurs prognostics 153.  Au sein de notre équipe, nous avons 

mis en évidence l’implication de miR-210 dans les mécanismes de radioresistance et de swith 

métabolique des cellules cancéreuses hypoxiques 154,155.  



 
 

 
62 

 

 

Figure 17: Les différentes voies de synthèses des microARNs, siARNs et piwiARNs.  

Les mécanismes moléculaires régissant la synthèse des microARNs et des siARNs présentent des similitudes, 
mais ils se distinguent par les protéines impliquées. A. Les miARNs sont transcrits sous forme de pri-miARNs 
maturés dans le noyau par le complexe Drosha/Pasha (DGCR8) en pré-miARNs ayant une structure tige-boucle. 
Le pré-microARN est ensuite exporté dans le cytoplasme par l’exportine 5 et maturé par le complexe Dicer1/Loq. 
Le microARN mature est ensuite recruté par le complexe RISC/Ago-1 et guidé sur des séquences partiellement 
complémentaires de l’ARNm pour bloquer la traduction et/ou induire la dégradation du tanscrit. B. Les siARNs 
proviennent d’une molécule d’ARN double brin (ARNdb) transcrite de manière endogène ou introduite par un 
virus ou par transfection. L'ARNdb est transloqué dans le cytoplasme par l’exportine 5 puis maturé par la protéine 
Dicer2 en petits ARNs double brin. Les siARNs matures sont ensuite recrutés par le complexe RISC/Ago-2 et 
guidés sur les séquences cibles complémentaires de l’ARNm afin de le couper. C. Les piARNs sont synthétisés 
sous la forme de pré-piARNs dans le noyau, exportés dans le cytoplasme et segmentés avant de s’apparier à un 
transcrit cible. L’appariement avec l'ARNm cible entraîne leur dégradation et la formation de petits ARNs 
régulateurs, les piARNs qui sont ensuite transloqués dans le noyau afin d’inhiber la rétrotransposition de 
séquences génomiques et l’atteinte du matériel génomique germinal. Adapté de 156 
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Depuis, les mécanismes d’invalidation par ARN interférence ont été largement étudiés que ce 

soit dans l’étude fonctionnelle des miARNs endogènes ou par l'utilisation des small interfering RNA 

(siRNA) et des short-hairpin-RNA (shRNA) en tant qu’outils biotechnologiques pour l’invalidation 

d'ARNs cibles (Figure 17B) 157.  

2. Les piARNs et la régulation des éléments transposables 

Les piARNs (PIWI-interacting RNA) sont également de petits ARNs régulateurs de 22 à 30nt qui 

agissent sur la régulation des éléments transposables dans les gamètes. Les piwi-ARNs sont produits 

et maturés au sein du noyau. Ils possèdent un groupement 2'-O-méthyl  en 3’ leur permettant de se 

fixer aux protéines PIWI. Ces complexes piARN-PIWI se fixent ensuite par complémentarité de 

séquences sur les éléments mobiles appelés transposons afin d’inhiber par un mécanisme complexe le 

déplacement de ces séquences et garantir l’intégrité génomique des gamètes (Figure 17C) 158. 
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D. Les longs ARNs non codants (lncARNs) 

En parrallèle des études sur les microARNs, en 1990, une équipe s’intéresse à un ARN de 2,5kb 

exprimé uniquement par l’allèle maternel du gène H19 du chromosome 7 de la souris et dont 

l’invalidation augmente la taille des embryons murins 159. Une seconde équipe détermine que la 

fonction de ce gène est liée uniquement à la molécule d’ARN produite et décrit ainsi une nouvelle 

classe de molécule : Les longs ARNs non codant (lncARNs) 160,161. Les lncARNs sont des transcrits de 

plus de 200 nucléotides ne codant pour aucune protéines ou peptides fonctionnels. Il existerait plus de 

15 000 gènes transcrits en lncARNs dans le génome humain. Ils sont majoritairement transcrits par 

l’ARN polymérase II (ARN pol II) avec quelques exceptions comme les ARNs B2-SINE synthétisés par 

l’ARN pol III 162.  

Les loci des lncARNS sont conservés chez les mammifères mais la séquence primaire des 

transcrits est peu conservée au cours de l’évolution avec seulement 30% d’homologie de séquence 

entre les orthologues murins et humains 163. Toutefois, la fonction des lncARNs est majoritairement liée 

à leur structure secondaire, notamment aux structures tiges-boucles qui servent de plateformes 

d'ancrage pour différentes protéines (RBP, RNA Binding Protein) portant l’activité enzymatique des 

complexes macromoléculaires ribonucléoprotéiques 164. Ces structures secondaires sont plus 

fréquemment conservées que la séquence primaire comme cela a été démontré pour le lncARN 

COOLAIR chez les végétaux permettant ainsi une conservation inter-espèces de la fonction du lncARN 

165.   

Les longs ARNs non codants ont une grande diversité de fonctions et de modes d’actions qui 

dépendent de leurs associations avec des protéines partenaires. Plusieurs modes de classification des 

lncARNS ont été proposés en se basant notamment sur leur fonction ou leur mode d’action, mais la 

plus probante repose sur leur localisation génique par rapport aux gènes codants voisins 161,166. Cette 

classification basée sur les annotations GENCODE sépare les gènes des lncARNs en 5 familles : les 

antisens, les divergents, les intergéniques, les introniques et les ARNs circulaires (Figure 18).  
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Figure 18: Classification des longs ARNs non codants en fonction de leur localisation génique par rapport aux 

gènes codants.  

On distingue les longs ARNs non codants (lncARNs) intergéniques, les lncARNs enhancers, ceux associés à un 

promoteur, les lncARNs divergents, les lncARNs antisens transcrits en orientation inverse d’un gène codant et les 

lncARNs introniques. Adapté de 167. 
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1. Les LncARNs antisens 

Les longs ARNs non codants antisens ou "Natural Antisens Transcripts" (NATs) sont 

positionnés sur le brin opposé d’un gène codant 168. Les séquences des NATs peuvent être 

chevauchante avec l’ensemble du transcrit codant ou avec une fraction de sa séquence incluant sa 

région promotrice (PROMPTs), un exon, un intron ou encore les séquences UTRs, ce qui modifie leur 

mode d’action. En effet, les NATs sont séparés en deux sous-familles, les cis-NATs qui affectent 

l’expression du gène du même locus car ils ont une bonne complémentarité de séquence ou les trans-

NATs qui affectent un gène à une autre localisation génique. Ils agissent en empêchant la transcription, 

en déstabilisant les ARNm ou encore en favorisant leur traduction comme cela est le cas des SINEUPs 

(SINEB2 sequence to UP-regulate translation) 169–171 (Figure 18B).  

2. Les LncARNs divergents 

Les gènes des lncARNs divergents partagent les séquences promotrices d’un gène codant ou 

d’un autre gène non codant mais en orientation inverse (Figure 18C). Ils correspondent à environ 15% 

des lncARNs. Les promoteurs des gènes divergents sont généralement très conservés au cours de 

l’évolution. Ils contiennent de grandes régions riches en îlots CpG et sont associés à des gènes du 

développement et de la différenciation 172,173. 

3. Les LncARNs intergéniques 

Les gènes des lncARNs intergéniques (LincARN) ont leur propre locus en dehors de ceux des 

gènes codants. Par conséquent, ils possèdent leurs propres unités transcriptionnelles (Figure 18D). Ils 

constituent la classe prédominante des lncARNs avec près de 10 000 gènes différents, soit près de 

60% des lncARNs. Les lncARNs intergéniques exercent une grande diversité de fonctions par des 

mécanismes agissant au niveau transcriptionnel ou post-transcriptionnel.  

4. Les LncARNs introniques 

Enfin, les gènes des lncARNs introniques se trouvent dans les introns des gènes codants. On 

dénombre environ 100 gènes permettant de transcrire un lncARN intronique (Figure 18E). Ils peuvent 

servir de précurseurs de miARNs, d'éponges à miARNs, moduler l’épissage d’ARNm ou réguler la 

transcription de l’ARNm d'un gène voisin.  
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5. Les lncARNs circulaires 

 

La dernière famille de lncARNs est constituée par les gènes qui produisent des ARNs 

circulaires. Ces gènes peuvent être introniques, intergeniques, antisens ou divergents. Ils se 

caractérisent par un mécanisme d’épissage circulaire appelé « back-splicing » (Figure 18F).  

En fonction de leur composition exonique et intronique, on distingue différents sous-types 

d’ARNs circulaires, les circARNs constitués exclusivement d'exons, les ElciARNs comprenant des 

exons et des introns et les CiARNs provenant uniquement de séquences introniques (Figure 19).  

Le « back-splicing » nécessite des séquences consensus correspondant à 7 nucléotides GU à 

l'extrémité 5’ et 11 nucléotides C à l'extrémité 3’ du gène. Ces ARNs circulaires s'accumulent 

fréquemment dans le noyau où ils ont une fonction similaire aux lncARNs introniques mais ils peuvent 

également être exportés dans le cytoplasme 174. Ils possèdent des répétitions de séquences de 

reconnaissance des microARNs qui leur permet de les séquestrer ou peuvent se lier à des protéines 

afin de les stabiliser ou les séquestrer 175,176.   
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Figure 19: Voies de synthése des ARNs circulaires par épissage circulaire ou "back-splicing".  
Les ARNs circulaires proviennent d’un épissage non canonique appelé back-splicing qui permet la formation de 

structures circulaires. Ils sont classifiés en sous familles en fonction de leur origine. On distingue les circRNAs 

issus de séquences exoniques, les ElciRNAs provenant de séquences introniques et exoniques et les CiRNAs 

issus de structures introniques. Adapté de 177. 
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Chapitre 4 : Synthèse et mode d’action des longs ARNs non codants  

Les longs ARNs non codants correspondent à une famille de molécules bien distinctes des 

ARNm et des petits ARNs régulateurs. Ils possèdent des caractéristiques métaboliques tant au niveau 

de leur synthèse que de leur stabilité qui les différencient des autres classes de transcrits. Ils se 

caractérisent également par une grande diversité de modes d’actions intrinsèquement liée aux RBP 

avec lesquelles ils s'associent.  

A. Synthèse et maturation des lncARNs 

Par comparaison aux ARNm, les lncARNs sont plus faiblement exprimés dans les cellules 

eucaryotes mais leur profil d'expression apparait plus spécifique d'un type cellulaire, d'un tissu ou d'une 

pathologie donnée. Ces différences peuvent être liées à des particularités dans les mécanismes de 

synthèse, de maturation et de stabilisation/dégradation de ces transcrits 178.   

1. Transcription des lncARNs 

La transcription des gènes en ARN se déroule en trois étapes, l’initiation, l’élongation et la 

terminaison. La capacité de transcription d’un gène est liée à la présence de séquences régulatrices en 

amont, en aval et dans les introns de ce gène. Les séquences régulatrices peuvent être inhibitrices ou 

activatrices. Les séquences activatrices sont soit des enhancers, des séquences d’environ 500 pb 

permettant le recrutement de facteurs de transcription, soit des promoteurs qui se situe directement en 

5’ du gène et font environ 60pb.  

i. Initiation de la transcription 

Les séquences promotrices sont composées de séquences consensus appelées TATA box. 

Cette séquence permet le recrutement du complexe d’initiation de la transcription TFIID (Transcription 

Factor IID) constitué de la TBP (TATA-binding protein) et de protéines associées, les TAFs (TBP-

Associated Factors). TFIID facilite la fixation de l’ARN pol II et d’autres protéines de l’initiation de la 

transcription telles que le complexe médiateur, TFIIA, -B, -D, -E, -F et –H 179 (Figure 20A). La fixation 

du complexe kinase TFIIH (ou CDK7, cyclin-dependent kinase 7) permet la phosphorylation du 

domaine C-terminal de l’ARN pol II (CTD) composé de 52 répétitions du motif Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-

Pro6-Ser7 
180. La phosphorylation du résidu Ser5 permet le recrutement de la protéine NELF (Negative 

elongation factor) à 20-30 pb du promoteur qui stoppe la progression de l’ARN pol II. Cette pause 

permet de recruter les enzymes impliquées dans la formation de la « coiffe » à l'extrémité 5’ de l’ARN 

(Capping Enzyme, CE) qui modifient notamment le premier nucléotide en 7-méthylguanosine (7mG). 

Ensuite, la fixation de la kinase CDK9 (cyclin dependent kinase 9) appartenant au complexe p-TEFb 

phosphoryle la Ser2 du domaine CTD pour décrocher la protéine NELF et libérer l’ARN pol II 181.  
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Figure 20: Mécanismes d'initiation, de pause et d'élongation transcriptionnelle de l'ARN Pol II. 
La transcription est un mécanisme complexe comprenant trois étapes : l’initiation, l’élongation et la terminaison. 

A. L’initiation commence par la fixation du complexe TFIID sur la TATA-box du promoteur, facilitée par les 

facteurs de transcription se liant sur les enhancers (1). Grâce au TFIID, l’ARN polymérase II (ARN pol II) se fixe 

ainsi que de nombreux co-facteurs (2). Parmi ces co-facteurs, TFIIF/CDK7 phosphoryle la Ser5 du domaine C 

terminal de l’ARN pol II (CTD) permettant le recrutement de NELF qui bloque l’ARN pol II. Cette pause permet 

aux enzymes de la coiffe (CE) de modifier l’extrémité 5’ de l’ARN néo-synthétisé (3). Ensuite le recrutement par 

les enzymes de la coiffe de p-TEFb contenant la kinase CDK9 phosphoryle la Ser2 du CTD et décroche NELF (4). 

B. L’élongation est facilitée par les modifications d’histones remodelant la chromatine (1). Conjointement à 

l’élongation, les protéines de la coiffe recrutent le complexe d’épissage (spliceosome) afin de relarguer les introns 

de l’ARN (2). C. A la fin de la transcription, la phosphatase FCP1 est recrutée et déphosphoryle la Ser5 tandis que 

CDK7/CDK9 phosphoryle la Thr4 du CTD. La phosphorylation de Thr4 et les complexes d’épissages permettent le 

recrutement des facteurs de terminaison (CPSF et CstF) qui coupent l’ARN au niveau du signal de 

polyadénylation (PAS). 
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L'efficacité des étapes d’initiation de la transcription, liées à la fixation de l’ARN pol II et à sa 

phosphorylation au niveau des résidus Ser5 et Ser2 du domaine CTD, est différente dans le cas des 

lncARNs. Deux équipes ont analysé les transcrits naissants à l'échelle génomique par des approches 

de NET-seq (Native Elongating Transcript Sequencing). Ils ont réalisé des expériences 

d'immunoprécipitations de la forme non phosphorylée et des différents résidus phosphorylés (Tyr1, 

Ser2, Thr4, Ser5, Ser7) du CTD de l’ARN pol II couplées à l'identification par séquençage des régions 

génomiques co-précipitées (Figure 21A). La forme non phosphorylée de l’ARN pol II a permis de 

determiner le taux de recrutement de l’ARN pol II sur les promoteurs tandis que les différentes 

phosphorylations du domaine CTD a permis de quantifier l’efficacité de différentes étapes de la 

transcription de ces gènes 178,182. Ces expériences ont démontré que l’ARN pol II est moins recrutée 

par les promoteurs des lncARNs que par ceux des gènes codants (Figure 21B). D’autre part elle est 

moins phosphorylée. Ces défauts de recrutement se traduisent par une plus faible fréquence d’initation 

de la transcription et une pause plus longue avant l’élongation de la transcription (Figure 21CD). Cette 

pause trop longue de l’ARN pol II peut conduire à son décrochage et à l’arrêt de la transcription 182,183. 

Ainsi, dans le cas des lncARNs, les phosphorylations du CTD sur la Thr4 et les problèmes d’éfficacité 

de remodelage de la chromatine peuvent entrainer des terminaisons intragéniques, générant de 

multiples isoformes d'un transcrit n’ayant pas tous une fonction au sein de la cellule. D’ailleurs, la 

génération de ces multiples isoformes ainsi que leurs instabilités compliquent les annotations des 

gènes des lncARNs et actuellement de nombreuses bases de données ne détiennent pas les mêmes 

annotations. Actuellement, L’identification des isoformes majoritaires des lncARNs devient possible par 

les techniques de capture des ARNs à l’aide d’oligonucléotides spécifiques et séquençage de 

fragments longs (« long read ») des ARNs capturés 184. 

Le décrochage de l’ARN pol II durant la transcription du gène permet son recrutement sur des 

enhancers intragéniques, ce qui permet la transcription de différents variants. Ces séquences 

régulatrices permettent le recrutement de l’ARN pol II à l’intérieur du gène et la production d’un ARN 

incomplet, présentant de nombreux exons, pouvant être polyadénylé et appelé multiexonic RNA 

(meRNA) (Figure 22E). Ces enhancers ne sont pas sensibles aux mêmes signaux de transcription que 

les promoteurs mais utilise la même machinerie de transcription 182. Ces meRNAs ne sont pas traduits 

en protéines et appartiennent donc bien à la famille des lncARNs 185. 
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Figure 21: Différences dans les mécanismes de transcription des lncARNs et des ARNm.  
A. Schéma expérimental de NET-seq par co-immunoprécipitation de séquences génomiques à l'aide d'anticorps 

dirigés contre des formes phosphorylées du domaine CTD de l’ARN pol II. B. Profil de phosphorylation des 

résidus du domaine CTD durant la transcrition de gènes codants et de gènes non codants. C. Les données 

expérimentales, montrent une plus faible fréquence d’initiation de la transcription des lncARNs par rapport aux 

ARNm. D. Augmentation du temps de pause lors de l’initiation de la transcription des lncARNs par rapport aux 

ARNm. (Adapté de 178,182) 
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L’initiation de la transcription est également liée à l’état de compaction de la chromatine. En 

effet, l’ADN est compacté sous forme de nucléosomes composés d’environ 146 pb d’ADN enroulées 

autour d'un coeur de 8 protéines d'histones (H2A, H2B, H3 et H4). La compaction de l’ADN module son 

accessibilité et est liée aux modifications post-traductionnelles des histones. Plus précisement, les 

marques épigénétiques des histones modifient l’accessibilité du promoteur et le déplacement du 

complexe de transcription sur le gène. Ainsi, la méthylation des résidus de lysine 9 et 36 de l’histone 3 

(H3K9me, H3K36me) inhibent la transcription tandis que l’acétylation de la lysine 27 et la tri-

méthylation de la lysine 4 de l’histone 3 (H3K27Ac, H3K4me3) activent la transcription. Ces 

modifications post-traductionnelles impliquent différentes enzymes appelées histones 

méthyltransférases (HMT), histones déméthylases (HDM), histones acétyltransférases (HAT) et 

histones désacétylases (HDAC). Ces enzymes entrent dans la composition des complexes SWI/SNF 

ou CBP/P300 qui décompactent la chromatine et favorisent la transcription ou inversement du 

complexe polycomb 2 (PRC2) qui compacte l’ADN et inhibe la transcription. Ces complexes sont 

recrutés au niveau des promoteurs et/ou des enhancers pour permettre la fixation du complexe TFIID 

et la phosphorylation du résidu Ser5 du domaine CTD pour permettre l’élongation de la transcription.  

Les promoteurs de la majorité des lncARNs sont fréquemment ciblés par les HMT Swr1, Isw2, 

et Rsc, réprimant la fixation de l’ARN pol II et limitant ainsi l’initiation de leur transcription. Le cas des 

lncARNs divergents est différent. Leurs promoteurs contiennent des séquences riches en îlots CpG 

mais également des marques épigénétiques H3K79me2 indiquant une transcription active de leur locus 

172,186. 

ii. Elongation de la transcription 

L’élongation de la transcription est un phénomène très efficace puisque l’ARN pol II transcrit 

25nt/s. Cette efficacité est liée aux protéines d’assemblage et de désassemblage des nucléosomes 

telles que FACT (Facilitate Chromatin Transport) et CAF-1 (Chromatin Assembly Factor 1), ainsi qu'à 

d’autres signaux tels que la fixation des facteurs de transcription Myc ou p53 sur des enhancers distaux 

et intragéniques qui favorise le remodelage chromatinien (Figure 20B) 179,187. Ces mécanismes 

favorisent l’expression des ARNm et des lncARNs 186. Concomitament à cette étape d’élongation, les 

ARNs sont maturés par épissage. Les complexes d’épissage (spliceosome), constitués de protéines 

d’épissage telles que PSPC1, p54, PSF et d'ARNs non codants, se fixent au niveau des Ser5 et Ser2 

phosphorylées du domaine CTD et aux protéines de la coiffe 180. Ces complexes reconnaissent des 

séquences d’épissages flanquants les exons de l’ARN néo-synthétisé afin de libérer les introns de la 

forme mature. Dans le cas des lncARNs, les défauts de phosphorylation impactent la qualité de 
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l’épissage de ces transcrits et favorisent l’émergence de variants d’épissage contenant des introns 

178,188.  

iii. Terminaison de la transcription 

En fin d’élongation, la phosphatase FCP1 est recrutée et déphosphoryle la Ser5 tandis que la 

Thr4 est phosphorylée par les kinases CDK7 et CDK9. Ce switch de phosphorylation permet le passage 

de la phase d’élongation à la phase de terminaison liée au recrutement de protéines de maturation de 

l’extrémité 3’, la polyadénylation. Les complexes d’épissages présents sur le transcrit et la Ser2 

phosphorylée du complexe CTD permettent le recrutement des facteurs de polyadénylation : CPSF 

(Cleavage and polyadenylation specificity factor) et CstF (Clivage stimulation Factor). Ces facteurs 

clivent l’ARN au niveau d’un signal de polyadénylation « AAUAA » (PAS) puis ils modifient l’extrémité 3’ 

(Figure 22A). En cas de défaut de polyadénylation ou d’épissage du transcrit, les différents facteurs de 

maturation de l’ARN recrutent des protéines de l’exosome tels que l'exoribonucléase 5'-3' XRN2 qui 

dégrade le transcrit (Figure 22E) 180. 

Contrairement aux ARNs codants dans lesquels la forme phosphorylée de la Thr4 du CTD est 

associée à l'extrémité 3’ du gène et donc à la terminaison de la transcription, les expériences de NET-

seq ont révélé que dans le cas des lncARNs cette modification de l'ARN pol II est associée à 

l’ensemble de la séquence du gène traduisant des terminaisons internes et un défaut de 

polyadénylation (Figure 21B) 178. De plus, la fixation des facteurs de polyadénylation par le biais de la 

Thr4 phosphorylée au cours de la phase d’élongation entraîne des clivages et des dégradations par 

l’exosome durant la transcription 178,180. 

Les faibles niveaux d'expression des lncARNs et leur maturation anormale en termes 

d’épissage ou de polyadénylation s'expliquent par des défauts de remodelage de la chromatine et par 

des phosphorylations particulières du domaine CTD.  

Cependant, certains lncARNs exercent des fonctions essentielles dans la cellule et utilisent 

d’autres mécanismes de maturation et de terminaison. Ainsi, d’autres mécanismes de terminaison 

permettent la maturation d’ARNs fonctionnels polyadénylés ou non. Parmi les gènes codants, les 

ARNm des histones sont une exeption puisqu'ils ne sont pas polyadénylés. Ces ARNm, comme 

certains lncARNs, possèdent une structure secondaire en tige-boucle à l'extrémité 3’ qui permet le 

recrutement de la protéine U7 snRNP et augmente la phosphorylation du CTD sur la Thr4. Cela  

favorise la fixation des protéines CPSF73 et CPSF100 qui clivent le 3’ de l’ARNm avant 

polyadénylation (Figure 22B) 178,180.  
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Un autre mécanisme de terminaison particulier concerne les lncARNs MALAT1 et NEAT1 qui 

possèdent une structure riche en tiges-boucles en forme de trèfle à l’extrémité 3’ ressemblant au motif 

des ARNt. Cette structure particulière recrute la RNAse P qui coupe l’extrémité 3’ et permet la 

réorganisation de la structure sous forme d’une triple hélice (Figure 22C). Cette triple hélice permet à 

ces lncARNs de jouer un rôle d’échaffaudage dans la formation des granules nucléaires 178,186.  

Dans le cas des snoARNs et d'autres transcrits de petites tailles, il existe un mécanisme de 

maturation non dépendant de la queue polyadénylée. Ce mécanisme repose sur la fixation d'un 

complexe composé des protéines Nrd1-Nad3-Sen1 au niveau des Ser5 et Ser7 phosphorylées qui 

permettent le clivage de l’ARN en fin de transcription en absence de polyadénylation (Figure 22D) 

178,186. 
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Figure 22: Différents mécanismes de terminaison de la transcription et de maturation des ARNs.   
A. La terminaison dépendante des protéines CPSF et CstF est la terminaison majoritaire des ARNm et d’une 
partie des lncARNs et implique la reconnaissance du signal de polyadénylation (PAS). B. La terminaison des 
ARNm d’histones et de certains lncARNs, liée à une structure « Tige boucle » de reconnaissance de la protéine 
U7 snRNP, libére un ARN non polyadénylé. C. Les ARNt et les lncARNs MALAT1 ou NEAT1 ont une structure 
« en tréfle » reconnue par la RNAse P permettant un clivage en 3’. D. Les petits ARNs sont reconnus par le 
complexe Nrd1. E. La plupart des lncARNs ont des terminaisons intragéniques et sont clivés par l’exonucléase 
XRN2 qui conduit à leur dégradation par l’exosome. Ils ont également des enhancers intragéniques. Les gènes 
de lncARNs produisent beaucoup d’isoformes différentes, plus ou moins épissées et plus ou moins 
polyadénylées. 
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2. Transport des lncARNs, localisation subcellulaire et potentiel codant 

i. Transport des lncARNs et localisation subcellulaire 

Suite à la transcription, les ARNm sont transloqués dans le cytoplasme afin d’être traduits en 

protéines (Fig. 16). Ce transport s’effectue grâce aux protéines Mex67/Mtr2 qui se fixent au cours de la 

transcription via leur interaction avec les complexes d’épissage. Puis suite au clivage de l’ARNm, elles 

se lient au pore nucléaire, notamment à la nucléoporine, afin de permettre la translocation dans le 

cytoplasme 181 .  

Les lncARNs possèdent pour leur part une grande diversité de structures, de fonctions et de 

modes d’action qui sont directement liés à leur localisation subcellulaire. Cette localisation dépend de 

leur taille, de la complexité de leur structure, et de la présence de séquences répétées. Les lncARNs 

sont majoritairement nucléaires et sont pris en charge durant leur transcription par des protéines de 

stabilisation ou des protéines impliquées dans la médiation de leur fonction 186. C'est notamment le cas 

des lncARNs de grande taille (>3kb), très structurés et riches en séquences répétées qui sont quasi 

exclusivement nucléaires 189. L’exemple le plus connu concerne NEAT1 qui est pris en charge durant 

sa transcription par le spliceosome dont il est l’un des constituants (Figure 28) 190.  

L'exportation nucléaire des lncARNs cytosoliques, implique le plus souvent d’autres protéines 

que celles prenant en charge les ARNm, telles que l'exportine 5 (EXP5) et la petite protèine G RAN en 

association avec des RBP. Ces protéines reconnaissent des motifs spécifiques ou des structures 

secondaires (tiges boucles), comme dans le cas des protéines ILF3 ou  ILF2 191 

ii. Le potentiel codant des lncARNs 

Des études de co-précipitation d'ARNs cytosoliques avec la machinerie de traduction ont mis en 

évidence des interactions entre les lncARNs et les ribosomes pouvant soulever la question de leur 

potentiel codant 192. De plus, des analyses bio-informatiques ont détecté la présence de petits cadres 

de lecture (small Open Reading Frame, sORF) permettant potentiellement la production de petits 

peptides. Dans le contexte particulier des lncARNs, on parle de lncORFs 193. Ces lncORFs permettent 

la production de petits peptides de quelques dizaines d’acides aminés traduits à partir de séquences 

répétées ou de motifs aléatoires reconnus par les ribosomes. Pour corroborer ces observations, des 

études d’alignements de séquences, de détection de peptides par spectrométrie de masse et de 

traduction in vitro ont mis en évidence que la plupart de ces peptides n’existent pas, sont instables ou 

ne sont pas fonctionnels dans la cellule 194. Toutefois, d’autres études récentes ont démontré 

l’existence d’une centaine de peptides provenant des lncARNs qui ont une localisation subcellulaire 

précise et seraient impliqués dans la prolifération cellulaire par un mécanisme encore inconnu 195,196.   
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Figure 23: Mécanismes de dégradation des ARNs au cours des différentes étapes de leur synthèse et en 
fonction des compartiments subcellulaires. Adapté de 197 
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3. Stabilité et dégradation des lncARNs. 

Les défauts de maturation des lncARNs favorisent leur instabilité et leur dégradation. La 

régulation de la stabilité des ARNs est liée à leur association à des protéines de stabilisation ou de 

transport se fixant sur différents motifs souvent riches en séquences répétées. Par exemple, les 

protéines ARE-BP (AU-Rich Element Binding Protein) se fixent sur les motifs riches en séquences AU. 

Dans cette famille d’une vingtaine de membres, on peut citer PABP1 qui stabilise l’ARN en se fixant sur 

la queue poly(A), Tia-1 qui favorise l’inclusion d’exons et TTP qui induit la dégradation de l’ARN 198–201. 

Certaines RBP agissent sur les transcrits en empêchant la fixation de protéines de dégradation. C'est 

le cas de HuR qui stabilise les transcrits en bloquant la protéine de déstabilisation AUF1 (hnRNPD) se 

fixant également sur les séquence riches en AU 202. 

Les mécanismes de dégradation des lncARNs sont identiques à ceux desARNm bien que leur 

fréquence diffère (Figure 23). Les voies de dégradations des ARNs dépendent du sens de dégradation 

du transcrit (5’-3’ ou 3’-5’) et du compartiment subcellulaire impliqué 197. Pour les lncARNs, le premier 

mécanisme de dégradation est lié aux défauts de transcription. En effet, les terminaisons intragéniques 

permettent le recrutement de l’ARN en cours de synthèse par les exonucléases XRN2 et DGCR8 de 

l’exosome qui dégradent le transcrit dans le sens 5’-3’ 178,180 . D’autres exonucléases interviennent dans 

le cas de défaut de maturation nucléaire des ARNs, comme par exemple l’exonucléase Rat1 qui 

dégrade en 5’ les transcrits ayant un défaut de coiffe, ou la protéine Dbr1 en cas de défaut d’épissage 

des transcrits. Le complexe de terminaison Nrd1 des ARNs polyadénylés est également une 

exonucléase dégradant les transcrits non fonctionnels dans le sens 3’-5’. 

Les transcrits cytosoliques, incluant les lncARNs, sont dégradés, soit par les systèmes de 

dégradation NMD (Nonsense-mediated mRNA decay), NSD (Non-stop decay) ou NGD (No-Go decay) 

liés à un défaut de traduction, soit par différentes exonucléases régulant leur niveau d’expression. Dans 

le cas de l’exonucléase XRN1 qui dégrade de 5’ en 3’, les ARNs sont préalablement pris en charge par 

les protéines de clivage de la coiffe, Dcp1/Dcp2. Dans la situation inverse de dégradation de 3’ en 5’, 

les ARNs sont dépolyadénylés par les protéines Caf1/CCR4/Not puis dégradés par DIS3. Les ARNs 

peuvent également être la cible de miARNs ou de siARNs qui induisent leur dégradation. Dans ce cas, 

le clivage de l’ARN par le complexe RISC entraine la prise en charge de l’extrémité 5’ par la protéine 

XRN1 et de l’extremité 3’ par l’exosome composé de la protéine DIS3 197. 
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B. Modes d’action des lncARNs 

Les lncARNs médient leur fonctions par une très grande diversité de mécanismes d'action qui 

dépendent de leur localisation subcellulaire, de leur séquence primaire, de leur structure secondaire et 

de leur propension à former des complexes macromoléculaires en s'associant à des protéines 

effectrices ayant une activité enzymatique et/ou en s'appariant à des séquences génomiques ou à 

d'autres ARNs 203,204. La caractérisation de ces modes d'action constitue une problématique centrale 

dans le domaine des lncARNs notamment par l’identification de leurs partenaires protéiques et de leurs 

gènes cibles (ADN ou ARN) à la lumière de récents développements technologiques combinant des 

approches biochimiques et des analyses à haut débit par spectrométrie de masse ou par séquençage.  

L’affinité et la cinétique des interactions entre un lncARN et ses partenaires moléculaires 

peuvent rendre difficile la précipitation des complexes macromoléculaires en conditions natives. La 

création de liaisons covalentes entre les différents constituants de ces complexes macromoléculaires 

par le biais d’irradiation aux U.V. ou l’utilisation de molécules chimiques (formaldéhyde, 

glutaraldéhyde…) est donc souvent un prérequis dans ces différentes approches 205.  

1. Approches technologiques spécifiques à l’étude du mode d’action des lncARNs 

i. Caractérisation des séquences génomiques intéragissant avec des lncARNs 

Dans le cas des lncARNs nucléaires, certains transcrits régulent l’expression génique en se liant 

à des séquences génomiques. Afin d'identifier ces sites d’interactions, des techniques ont été 

développées telles que le ChIRP-seq (Chromatine Isolation by RNA purification) 206. Cette approche 

consiste à utiliser des sondes oligonucléotidiques antisens biotinylées afin de précipiter la chromatine 

associée à un lncARN d’intérêt. Les séquences génomiques co-précipitées sont ensuite analysées par 

séquençage d’ADN à haut débit et alignement sur le génome de référence. Il existe des variantes de 

cette technique comme le dChIRP (domain ChIRP) qui prend en compte la structure secondaire 

prédictive des lncARNs pour désigner des sondes antisens contre des domaines potentiellement 

fonctionnels du transcrit 207. Le CHART (Capture Hybridization Analysis of RNA Targets) est également 

dérivée du ChIRP 208.  L'accessibilité des sondes antisens sur les lncARNs est préalablement validée 

par cartographie par digestion des duplex ARN-ADN par la RNAse H dans les conditions de 

précipitation (Figure 24A). Enfin, le GRID-seq  (Global RNA Interactions with DNA by Deep 

sequencing) consiste à créer des liaisons covalentes entre l’ARN et les séquences génomiques à l’aide 

d’oligos biotinylés permettant la formation de triplex ARN-ADN double brin 209. Ces complexes 

macromoléculaires sont ensuite précipités et analysés par séquençage d’ADN (Figure 24A).  
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ii. Caractérisation des ARNs partenaires des lncARNs 

Les lncARNs nucléaires et cytosoliques peuvent également se lier à d'autres transcrits. Le 

ChIRP est également utilisé pour identifier ces interactions tout comme d’autres techniques telles que 

le RAP (RNA antisense purification) et le LIGR-seq (LIGation of interacting RNA followed by high-

throughput sequencing) (Figure 24B). Le RAP consiste à précipiter les lncARNs à l’aide d’une sonde 

antisens biotinylée de 120 nt puis d’analyser par RT-qPCR ou séquençage d’ARN les différents ARNs 

capturés 211. Le LIGR-seq consiste à créer des liaisons covalentes entre les molécules d’ARNs par 

irradiation aux U.V. puis de digérer les séquences d’ARN libres à l’aide de la RNAse R, et de 

séquencer les duplex d’ARNs 212.  

iii. Identification des partenaires protéiques des lncARNs 

Les lncARNs nucléaires et cytosoliques interagissent également avec différentes RBP (RNA 

binding protein) régulant le métabolisme des ARNs et/ou impliquées dans la médiation de leur fonction. 

Afin d’identifier ces partenaires protéiques, on peut utiliser les techniques de ChIRP ou de CHART 

couplées à une analyse par spectrométrie de masse (Figure 24C). Le "RNA pull-down" consiste à 

utiliser un lncARN transcrit in vitro puis biotinylé pour précipiter des RBP présentes dans des extraits 

cellulaires 213. Les protéines précipitées sont séparées sur gel d’électrophorèse et identifiées par 

Western blot ou par spectrométrie de masse. Le site d’interaction à l’échelle du nucléotide peut 

également être déterminé par la formation de liaisons covalentes, la digestion chimique de l’ARN et 

l’analyse par spectrométrie de masse de la zone d’interaction non digérée 214.  

L’interaction entre un transcrit d’intérêt et ses RBPs partenaires peut également être mise en 

évidence par des approches inverses consistant à immunoprécipiter les protéines à l'aide d'anticorps. 

Dans le cas du RIP (RNA Immunoprecipitation), l’immunoprécipitation est réalisée sur les complexes 

natifs d'un extrait cellulaire ou subcellulaire, alors que dans le cas du CLIP (Crosslinked 

Immunoprecipitation), les constituants des macrocomplexes sont préalablement "crosslinkés". Les 

complexes macromoléculaires précipités sont ensuite dénaturés et la présence du lncARN d’intérêt est 

révélée soit par RT-qPCR, soit par séquençage d’ARNs 215,216.  

iv. Approches d'imagerie dédiées à la visualisation des interactions entre les 

lncARNs et leurs RBPs partenaires 

Les interactions mises en évidence par des approches biochimiques peuvent être confirmées 

par des co-marquages des transcrits et de leurs interactants protéiques. Ces approches permettent 

également de préciser la localisation tissulaire ou subcellulaire des complexes, ainsi que leur 

dynamique dans des processus cellulaires ou des pathologies.  
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Les lncARNs étant faiblement exprimés dans les cellules, des approches d'hybridation in situ 

d’ARNs à l’échelle d'une molécule unique (Single Molecular RNA Fluorescent In Situ Hybridization, 

smRNA FISH) ont été développées 217. A l'instar du ChIRP, cette technique utilise des lots de sondes 

oligonucléotidiques antisens spécifiques du transcrit d’intérêt dont l’appariement permet la fixation 

ultérieure d'un arbre moléculaire d’amplification du signal fluorescent garantissant également la 

spécificité du signal (Figure 24D). Cette technique peut être couplée à l'immunomarquage de protéines 

permettant la visualisation des complexes ribonucléoprotéiques sur cellules et coupes de tissus. 

 

Figure 24: Méthodologies appliquées à l'étude du mode d'action des lncARNs. 
Techniques utilisées pour l’identification : A. des séquences génomiques interagissant avec des lncARNs, B.  
d'ARNs partenaires et C. d'interactants protéiques des lncARNs. D. Techniques de visualisation de la co-
localisation de lncARNs et de protéines.   
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Figure 25 : Mécanismes moléculaires d'action des lncARNs en fonction de leur localisation subcellulaire. 
Les lncARNs exercent une grande diversité de fonctions liées en premier lieu à leur localisation subcellulaire. On 
distingue les lncARNs nucléaires (a-i) et les lncARNs cytosoliques (j-p). Les lncARNs nucléaires peuvent : 
engendrer de manière directe ou indirecte des modifications épigénétiques (a-c), induire l’expression par leurs 
séquences enhancers (d) stimuler l’expression des gènes en favorisant l'accessibilité de facteurs de transcription 
à des séquences régulatrices (e), ou l’inhiber par séquestration de facteurs de transcription (f). Ils peuvent aussi 
jouer le rôle d’échafaudage pour des protéines de structure (g), des facteurs impliqués dans la maturation des 
ARNs (h) ou des enzymes (i). Les lncARNs cytosoliques peuvent avoir des rôles de séquestration des 
microARNs (j), servir de précurseurs aux microARNs (k), empêcher la traduction (l) ou au contraire la favoriser 
(m). Ils peuvent également avoir un rôle de dégradation ou stabilisation d’ARNm (n), altérer la localisation ou 
l’activité de protéines (o) ou être sécrétés dans le milieu extracellulaire avec différents co-facteurs (p). (Adapté de 
210) 
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2. Modes d’action des lncARNs nucléaires 

Nous aborderons dans un premier temps les lncARNs nucléaires qui exercent soit des rôles 

structuraux soit des fonctions de régulation de l'expression génique. 

i. Adressage de facteurs de transcription et modifications épigénétiques 

Xist est le premier lncARN eucaryote dont le mode d'action a été décrypté. Il participe à 

l'inactivation d'un des chromosomes X dans l’ensemble des cellules chez les mammifères femelles, le 

Corpuscule de Barr, d'où son nom : X inactive specific transcript (Figure 25-a). Il participe au 

mécanisme de compensation de dose pour éviter que les femelles ne produisent deux fois plus de 

certaines protéines codées par des gènes du chromosome X que les mâles. Xist s'apparie au niveau 

de séquences génomiques complémentaires et s'associe via sa structure secondaire à des 

modificateurs épigénétiques de l'organisation de la chromatine (Figure 25-c). Les protéines partenaires 

permettent d’inhiber durablement l’expression des gènes. Précisément, Xist est recruté par la protéine 

SAF-A (Scaffold Attachment Factor A). Il se lie ensuite au complexe SHARP qui désacétyle les 

histones à proximité. SHARP permet également l'association avec la protéine hnRNPK qui inhibe 

l’acétylation des histones et avec les complexes PRC2 qui méthylent la lysine 27 de l’histone 3. La 

propagation des méthylations d’histones permet le recrutement de l’ADN méthyltransférase (DNMT) qui 

méthyle durablement les îlots CpG (Figure 26A) 203,218–220.  

Un autre exemple d'extinction d'expression génique en trans par régulation épigénétique 

concerne le lncRNA HOTAIR (HOX Transcript Antisens RNA) qui recrute le complexe PRC2 au niveau 

du promoteur du gène du développement HoxD 221. Cependant, de récents travaux remettent en cause 

ce mode d’action car HOTAIR est bien capable de lier PRC2 avec une forte affinité mais la délétion de 

PRC2 n'affecte pas l'action répressive de HOTAIR 222. Ces données soutiennent également la 

réévaluation du paradigme fonctionnel entre d'autres lncARNs et PRC2 223. 

Les lncARNs régulent également l’expression génique en favorisant la fixation d’activateurs ou 

de répresseurs transcriptionnels au niveau des promoteurs de gènes (Figure 25-e). Ainsi, le lncARN 

CCND1 réprime le facteur de transcription CBP-p300 en permettant la fixation d’une protéine 

répresseur TLS sur le complexe de transcription 224. Inversement, THRIL recrute la protéine hnRNPL 

au niveau du promoteur du gène du TNFα afin d’activer son expression suite à une infection par un 

pathogène (Figure 26B) 225. 
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ii. Séquestration de protéines nucléaires  

D’autres lncARNs régulent l’activité transcriptionnelle des gènes mais via un mécanisme 

d’action différent puisqu’ils n’adressent pas les facteurs de transcription ou de remodelage 

chromatinien au niveau des séquences promotrices mais ils les séquestrent en jouant le rôle de 

"decoy"  (Figure 25-f).  

Ainsi, le lncARN PANDA (P21 Associated NcRNA DNA damage Activated) réprime l’apoptose 

des cellules cancéreuses par la séquestration du facteur de transcription NF-YA qui contrôle 

l’expression de gènes pro-apoptotiques tels que FAS, APAF1 ou BIK (Figure 26B) 226.  

Un autre exemple concerne le lncARN LET (Low Expressed in Tumour) réprimé par l’hypoxie. Il 

séquestre la protéine ILF3/NF-90 qui est impliquée dans la formation des granules de stress, des p-

bodies et dans la translocation nucléo-cytoplasmique des ARNs 227.  
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Figure 26: Modes d’actions des lncARNs nucléaires Xist, THRIL, LEENE et Lockd sur la transcription des gènes 
codants. 
Les lncARNs nucléaires agissent par différents mécanismes sur la transcription des gènes. A. Xist inhibe la 
transcription en remodellant l’organisation de la chromatine et en servant de plateforme d’échaffaudage aux 
complexes modificateurs de la chromatine (SHARP, hnRNPK et PRC2). B. THRIL guide hnRNPL sur le 
promoteur du TNFα pour favoriser la transcription et subit un rétrocontrole négatif par la protéine produite tandis 
que PANDA séquestre le facteur de transcription NF-YA empêchant l’expression de gènes pro-apoptotiques. C. 
LEENE agit en condition de stress en rapprochant le promoteur du transcrit eNOS au niveau de son propre 
promoteur afin d’augmenter la transcription de ce gène. D. Lockd est un enhancer-RNA. Ses séquences 
promotrices agissent comme des enhancers pour le gène codant à proximité Cdkn1b. L’ajout d’une cassette 
poly(A) en aval du premier exon de Lockd n’influe pas sur la transcription de Cdkn1b.  
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iii. Modifications spatiales de la chromatine 

Outre leurs capacités de liaison à des RBPs, les lncARNs peuvent également se fixer à différentes 

séquences génomiques distantes afin de modifier l’organisation spatiale de la chromatine (Figure 25-b). 

C'est le cas du lncARN LEENE dont le mode d’action fut déterminé par ChIRP et RIP. LEENE agit par 

le biais des facteurs de transcription KLF2/4 et Med1. Il induit sa propre expression sur le chromosome 

14 ainsi que celle de eNOS sur le chromosome 7, par appariement sur des séquences génomiques 

induisant un rapprochement des séquences promotrices (Figure 26C) 228.  

Cette réorganisation spatiale de la chromatine peut également se faire par la liaison d'un transcrit à 

différentes protéines associées à la chromatine.  Ainsi, une autre facette du mode d’action de Xist 

consiste à se fixer sur des protéines SAFA/hnRNPU disposées à différents endroits sur le chromosome 

X et permettre un rapprochement de ces segments génomiques appelés SAR (Scaffold-Attached 

Region) provoquant une inhibition quasi complète du chromosome X 203,229. 

 

iv. Les LncARNs Enhancers (eRNA) 

Le mode d’action des eRNA dépend de la transcription active de leur gène et non pas de la 

molécule d’ARN synthétisée. Ces lncARNs dont la fonction est liée à l’activité de leur promoteur, c'est à 

dire à la fixation de protéines activatrices de la transcription sur leurs séquences régulatrices, sont 

appelés ARNs Enhancers (eRNA) (Figure 25-d). L’un des premiers exemples décrit dans la littérature 

est le lncARN Lockd (LncRNA downstream of Cdkn1b). La délétion complète du gène Lockd par le 

système d’édition génomique CRISPR/Cas9 inhibe l’expression du transcrit CDKN1. Toutefois, 

l'insertion d'une cassette de polyadénylation à l’intérieur du premier exon du transcrit Lockd altère à 

90% l'expression du lncARN mais n’interfère pas avec l’expression du transcrit CDKN1. Ainsi, Il a été 

démontré que le gène Lockd exerce une régulation en cis sur le transcrit CDKN1 liée à une activité 

enhancer de sa région promotrice (Figure 26D) 230. 

Le lincRNA-Cox2 est un autre exemple de eRNA qui contrôle par un mécanisme semblable en 

cis l’expression du transcrit Ptgs2 (Cox2) impliqué dans la synthèse des prostaglandines 231. 

Cependant, le lincRNA-Cox2 agit également par un mécanisme en trans lié cette fois à l'action de sa 

molécule d’ARN sur l’expression de gènes liés à la réponse immunitaire innée chez la souris 232. 
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v. Maturation co-transcriptionnelle des ARNm 

Certains lncARNs impactent la maturation des ARNm que ce soit au niveau de la maturation 5’ 

de la coiffe, de l’épissage ou de la maturation 3’ par polyadénylation (Figure 25-h). Un exemple de la 

littérature concerne le lncARN CCAT2 (Colon Cancer Associated Transcript 2) induit dans le cancer du 

côlon. CCAT2 régulent l’expression d'un variant d’épissage en se fixant au niveau des séquences 

poly(A) interne à l’intron 14 de l’ARNm de la Glutaminase (GLS) dans les cellules cancéreuses 

humaines. La fixation du transcrit permet le recrutement sur ce site du complexe d'épissage 

CFlm25/CFlm68. Ce complexe permet l’épissage alternatif de l’ARNm de la GLS et l’expression d’une 

isoforme fonctionnelle augmentant le métabolisme glutaminergique. L’inhibition du transcrit CCAT2 in 

vitro et in vivo altère le métabolisme, la migration et la prolifération des cellules cancéreuses. 

Un aspect intéressant du mode d’action de CCAT2 est qu’il possède différentes isoformes en 

fonction de l’allèle l’exprimant. En effet, il existe deux versions du gène CCAT2 qui différent par le 

polymorphisme d’un nucléotide G/T (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Ce polymorphisme altère 

la structure secondaire du transcrit CCAT2 et modifie sa capacité d’interaction avec le complexe 

d’épissage CFlm25/CFlm68 et pourrait être la cause de sa surexpression dans les cancers du côlon 

(Figure 27A) 233. 

Une autre classe d’ARN est connue pour son action sur l’épissage alternatif : les ARNs 

circulaires (circARNs). Ils ont la particularité d’être co-transcrits avec des ARNm et peuvent être 

constitués uniquement de séquences introniques, de séquences exoniques ou d'un mélange de 

séquences introniques et exoniques (Figure 19). Le circARN circMbl est constitué de l’exon 2 et des 

deux introns flanquants de la protéine d’épissage muscleblind (MBL) (Figure 27B). 

. Lorsque la protéine MBL est en excès, elle favorise l’expression du transcrit circMbl qui entre 

en compétition avec l’ARNm linéaire au niveau des sites d’épissage, empêchant la transcription de 

l’ARNm (Figure 25-h). Il s’agit d’un mécanisme de co-transcription compétitif. D’autre part, circMbl peut 

également séquestrer la protéine MBL dans le noyau pour limiter son action sur d’autres transcrits 

(Figure 25-i) 234. 
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Figure 27: Modes d’actions des lncARNs CCAT2 et circMbl sur la maturation co-transcriptionnelle des ARNm. 
Les lncARNs nucléaires peuvent impacter la maturation des transcrits. A. Le lncARN CCAT2, en fonction de 
l’allèle qui l’exprime, impacte l’épissage de l’ARNm de la protéine GLS en guidant les facteurs d’épissage 
CFlm68/CFlm25. L’isoforme « GAC » de la GLS code pour une enzyme plus efficace dans le métabolisme de la 
glutamine et favorise ainsi la migration des métastases et la prolifération des cellules cancéreuses. B. Le circARN 
circMbl est induit par la protéine MBL par épissage alternatif et entre en compétition pour la transcription de 
l’ARNm de MBL. De plus, circMbl séquestre la protéine MBL pour bloquer son activité enzymatique. 
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vi. Les lncARNs structuraux ou architecturaux (arcARN) 

Certains lncARNs sont impliqués dans la formation de sous-structures nucléaires ayant des 

fonctions de rétentions d’ARNm, de centres d’épissage ou de modifications des ARNs. Contrairement 

aux autres lncARNs, ces transcrits possèdent de forts niveaux d'expression (Figure 28). Ils sont de 

grandes tailles et sont riches en séquences répétées indiquant des conformations d'ARN complexes, 

essentielles à des fonctions d'échafaudages (Figure 25-g). Les deux exemples les plus connus de la 

littérature sont les lncARNs NEAT1 et MALAT1 (NEAT2). NEAT1 s'assemble à plus de soixante 

protéines, dont des RBPs mais également des facteurs de transcription, pour constituer des structures 

appelées paraspeckles. Les paraspeckles se forment concomitamment à la transcription de NEAT1 

notamment en réponse à divers stress (thermique, hypoxie, infection virale, réplication induite par un 

oncogène...) et en absence de transcription de ce lncARN, ils apparaissent dissociés dans le noyau 190. 

Ainsi des expériences de ChIRP ont mis en évidence qu’au cours de sa transcription, l'extrémité 3’ de 

NEAT1 s'apparie par complémentarité de séquence à son gène, puis les structures secondaires de son 

extrémité 5’ forment des repliements permettant la fixation de diverses protéines des paraspeckles 

telles que PSPC1, PSP2, PSF et p54 235. NEAT1 modifierait l'expression génique par son rôle de 

séquestration d'ARNm et de RBPs régulatrices, et par des modifications des ARNm. Il serait également 

impliqué dans la réponse anti-virale 236. 

MALAT1 est impliqué dans la formation d’autres granules nucléaires, les nuclear speckles. Ces 

granules sont des centres de modifications et d’épissages des ARNm grâce aux protéines SR (Serine-

Arginine-Rich splicing factors) telles que PRP6 et SON. Ils contiennent également de nombreux 

facteurs de transcription qui permettent d’activer la transcription à proximité de ces complexes 237. 

MALAT1 participe mais n’est pas essentiel à la formation de ces granules 238. MALAT1 servirait plutôt 

d'échafaudage pour favoriser les interactions entre les promoteurs des gènes, les facteurs de 

transcriptions, les ARNm en cours de synthèse et les protéines d’épissages 239. 
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Figure 28: Rôles structuraux nucléaires de MALAT1 et NEAT1 dans la formation des granules d’épissage 
(nuclear speckles) et des paraspeckles. 
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3. Modes d’action des lncARNs cytosoliques 

Les lncARNs cytosoliques agissent sur la stabilité d’autres molécules d’ARNs, sur la traduction 

des ARNm ou sur l’échafaudage et la signalisation de protéines. 

i. Modes d’actions impliquant des interactions avec des acides nucléiques  

a. ceARN (competiting endogenous ARN) : Rôle d’éponges à microARNs 

Les lncARNs peuvent se lier à d’autres familles d’ARNs tels que les microARNs par 

complémentarité de séquences (Figure 25-j). Un exemple de ce mode d’action concerne le lncARN 

Cyrano qui fixe miR-7 afin d’induire sa dégradation dans les neurones 240. A l’inverse, la fixation de 

miR-7 sur le circARN CDR1as (CIRS-7) stabilise miR-7. En effet, la fixation de miR-7 sur CDR1as 

favorise la fixation de miR-671 qui dégrade efficacement le circARN libérant miR-7 qui va cibler des 

ARNm de gènes impliqués dans l’activité neuronale tels que Fos, Irs2 et Klf4 241. Ainsi l’expression de 

Cyrano favorise l’activité neuronale tandis que celle de CDR1as l'inhibe (Figure 29A). Dans les cellules 

cancéreuses, CDR1as a un rôle différent puisqu’il séquestre miR-7 sur ces 70 répétitions de séquences 

complémentaires, inhibant sa fonction répressive sur les ARNm de l’EGFR, d'IRS-1 et d'IRS-2, et 

favorisant ainsi la tumorigenèse 242. Une sous-famille de lncARNs a été également associée à ce mode 

d’action, les pseudogènes. Les pseudogènes dérivent de séquences codantes ayant perdu leur 

potentiel codant au cours de l’évolution. Ils présentent des homologies de séquences avec les gènes 

codants dont ils sont issus, et agissent en tant que précurseurs d’ARNs interférents ou en tant 

qu'éponges à microARNs (ceARN) (Figure 25-j,-k ; Figure 29B) 243–246. Un exemple bien connu de la 

littérature concerne le pseudogène PTENP1 qui séquestre les microARNs ciblant l’ARNm de PTEN. La 

protéine PTEN est un suppresseur de tumeur et par conséquent la séquestration des miR-17, miR-21, 

miR-214, miR-19 et miR-26 par PTENP1 permet de stabiliser son expression. Le pseudogène PTENP1 

joue donc également un rôle de suppresseur de tumeurs (Figure 29B) 247. Ce mode d’action est 

toutefois remis en question dû aux différences stoechiométriques entre les molécules d’ARN et de 

miARNs 246. 

b. Contrôle de la stabilité des ARNm 

Les lncARNs exportés dans le cytoplasme peuvent s'apparier par complémentarité de 

séquences avec des ARNm et modifier leur stabilité en s'associant à des RBPs qui vont les stabiliser 

ou les dégrader (Figure 25-n). Le lncARN TINCR permet la fixation de la protéine Staufen1 (STAU1) au 

niveau d’interactions double-brins d’ARN, sur des séquences répétées de type Alu (AAAUAAA). La 

fixation de STAU1 induit la dégradation du dimère TINCR/ARNm de PGYLRP3 avec le concours des 

protéines UPF1 et UPF2 du système de dégradation NMD 248. La dégradation des ARNm liée au 

recrutement de la protéine STAU1 est appelée STAU1-mediated RNA decay (SMD). Un autre exemple 
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du système SMD concerne la dégradation de l’ARNm de la SERPINE1 via la fixation du lncARN 1/2-

sbsRNA1 249 (Figure 29C).  

 

Figure 29: Mode d’actions de lncARNs interagissant avec d'autres transcrits cytosoliques.  
Les lncARNs peuvent réguler l'expression génique en se liant par complémentarité de séquence à d'autres ARNs 
dans le cytoplasme. A. Ils peuvent se lier avec des microARNs, soit pour les séquestrer et les dégrader comme le 
lncARN Cyrano ou soit pour les stabiliser comme le circARN circ1as. B. Les membres de la sous-famille de 
lncARNs des pseudogènes ont des séquences très proches des ARNm et peuvent avoir un rôle d’éponges à 
microARN comme le pseudogène PTENP1. Ils peuvent également servir de précurseurs d’ARNs interférents 
comme le pseudogène PPP4r1-as. C. Enfin des lncARNs comme le lncARN ½-sbsRNA1, interviennent dans la 
stabilité des ARNm via le mécanisme de dégradation STAU1 mRNA decay (SMD).  
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ii. Régulation de la traduction des ARNm 

 

La traduction des ARNm en protéines est dépendante de la fixation des ribosomes et de 

différents co-facteurs. Les lncARNs en se fixant sur les transcrits permettent ou empêchent le 

recrutement de protéines impliquées dans la traduction.  

a. Inhibition de la traduction par les lncARNs 

Les lncARNs peuvent séquestrer des co-facteurs de la traduction (Figure 25-l). C’est le cas de 

lncMyoD régulé par le facteur de transcription MyoD impliqué dans la myogenèse. Ce transcrit n’agit 

pas directement sur MyoD mais participe à la régulation d’autres protéines. LncMyoD recrute IMP2 

(IGF2 mRNA-binding protein) qui favorise la traduction et le recrutement des ribosomes. Ainsi, le 

lncARN séquestre IMP2 et empêche la traduction de nombreux ARNm, tels que Myc et N-ras, durant 

les étapes de la différenciation musculaire (Figure 30A) 250. 

Un autre exemple de répression de la traduction concerne le lncARN PU.1 AS qui forme un hybride 

ARN-ARN avec l'ARNm de PU.1 empêchant la fixation du ribosome sur sa séquence et favorisant 

l’adipogénèse 251.  

b. Augmentation de la traduction par les lncARNs 

Les lncARNs peuvent également avoir une fonction inverse en favorisant la traduction des 

ARNm (Figure 25-m). Ce mécanisme a été découvert par l'équipe de Stefano Gustincich qui a montré 

que la répression du lncARN antisens asUchl1 inhibe l'expression du transcrit Uchl1, impliqué dans la 

neurogenèse. AsUchl1 possède des séquences complémentaires au niveau du 5’ du transcrit Uchl1. 

Ces séquences répétées correspondent à des éléments transposables appelés SINE B2. La 

surexpression d’asUchl1 ne modifie pas le niveau d’expression de l’ARNm Uchl1 mais augmente la 

quantité de protéine Uchl1 dans la cellule. Des expériences de délétions des régions SINE B2 ont 

démontrées qu'elles étaient indispensables à ce mécanisme post-transcriptionnel de l'asUchl1 sur le 

transcrit Uchl1. Les lncARNs antisens possédant ces séquences complémentaires en 5’ ont été 

appelés SINEUPs (SINEB2 sequence to UP-regulate translation) 170,171. Les SINEUPs sont transloqués 

dans le cytoplasme via le recrutement de la protéine ILF3 et se fixent au niveau des séquences IRES 

(Internal Ribosome Entry Sequence) de démarrage de la traduction. Ils favorisent ainsi la fixation du 

ribosome et la synthèse de protéines. Ce mode d’action est actuellement étudié pour ses applications 

thérapeutiques potentielles dans des pathologies liées à des défauts d'expression de protéines (Figure 

30B) 251. 
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Figure 30: Régulation de la traduction par les lncARNs. 
Les lncARNs modulent la traduction des ARNm en facilitant ou empêchant la fixation du ribosome sur le transcrit. 
A. LncMyoD est induit dans les cellules musculaires en différenciation et séquestre la protéine IMP2 qui a pour 
rôle de faciliter l’adressage du ribosome sur le transcrit à traduire. B. Les lncARNs antisens SINEUPs ont des 
séquences répétées de type SINE en 5’ qui sont complémentaires de la séquence 5' du gène codant. Les 
SINEUPs sont transloqués dans le cytoplasme par la protéine ILF3 et facilitent la traduction des ARNm. 
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iii. Modifications post-traductionnelles, stabilité des protéines et signalisation 

cellulaire 

 

La fonction des lncARNs est donc intrinsèquement liée à leur capacité de recrutement de 

partenaires protéiques comme dans la modulation de la traduction et la stabilité des ARNm vu 

précédemment. Ces interactions protéine-ARN ont également d’autres rôles. Les lncARNs cytosoliques 

peuvent servir d'échafaudage et interagir exclusivement avec des protéines pour réguler leur stabilité, 

leur interaction avec d’autres protéines et leur signalisation (Figure 25-o).  

Dans les cellules endothéliales, le lncARN SENCR séquestre la protéine CKAP4 et induit sa 

dégradation suite à un stress mécanique, stabilisant la VE-Cadhérine/CDH5 et les contacts 

intercellulaires. Ainsi, en absence de SENCR, CKAP4 est exportée à la membrane ou elle induit 

l’endocytose de la VE-cadhérine (CDH5) et diminue l’adhésion entre les cellules et avec leur support 

(Figure 31A) 253.  

NORAD est un autre lncARN impactant la stabilité de sa protéine partenaire. Il induit la 

dégradation de la protéine PUMILIO impliquée dans la production de RLO et les anomalies 

chromosomiques 254. Les souris déficientes pour Norad ont un vieillissement prématuré causé par 

l'hyperactivité de PUMILIO (Figure 31B).  

Certains lncARNs impactent l’activité des protéines en empêchant la fixation de répresseurs 

protéiques. Par exemple, MetaLnc9/LINC00963 est induit dans les cancers et favorise l’apparition de 

métastases en empêchant la fixation d’une ubiquitine ligase sur la protéine PGK1 (Figure 31C) 255. 

C'est également le cas du lnc-DC qui contrôle la différenciation des cellules de moelle osseuse en 

cellules dendritiques. Lnc-DC se fixe sur le facteur de transcription STAT3 et maintient la 

phosphorylation sur la tyrosine 705 en empêchant la fixation de la tyrosine phosphatase SHP1 (Figure 

31C) 256. Un autre exemple concerne le lncARN NKILA (NF-KappaB Interacting LncRNA) induit par le 

facteur de transcription NF-κB. La fixation de NKILA sur le complexe NF-κB/IκB (répresseur de NF-κB) 

bloque la phosphorylation de IκB par IKK et donc sa dissociation avec NF-κB qui est donc réprimé 

(Figure 31D). Ce lncARN tempère l'activation de NF-κB dans les cellules épithéliales mammaires 

soumises à une inflammation et inhibe la formation de métastases dans ces cancers mammaires  257.  
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Figure 31: Modes d’action des lncARNs SENCR, NORAD, MetaLnc9, Lnc-DC et NKILA sur les modifications 

post-traductionelles des protéines. 

Les lncARNs via leur fixation sur les protéines peuvent moduler leur stabilité ou leur fonctionnalité. A. SENCR 

séquestre la protéine CKAP4 en condition de stress mécanique et empêche l’internalisation de la VE-cadhérine 

(CDH5). B. NORAD induit la dégradation de la protéine PUMILIO. C. MetaLnc9 empêche l’ubiquitinylation de la 

protéine PGK1 et favorise ainsi le métabolisme des cellules cancéreuses tandis que le lnc-DC empêche la fixation 

de la phosphatase SHP1 sur le facteur de transcription STAT3 qui reste actif. D. Enfin, NKILA empêche la 

phosphorylation de l’inhibiteur de NF-κB, IκB en limitant l’accès aux complexes kinases IKK. 



 
 

 
99 

 

iv. Formation des granules de stress et des p-bodies cytosoliques 

Les lncARNs cytosoliques peuvent également avoir un rôle structural dans la formation et le 

dynamisme des granules de stress, des vésicules d’endocytose et des p-bodies (processing bodies) 

(Figure 25-o). Le cytoplasme contient, outre les organites tels que l’appareil de Golgi, les 

mitochondries, le réticulum endoplasmique, les lysosomes et les endosomes,divers granules de stress 

(GS) et p-bodies (PB) correspondant à des agrégats denses d'acides nucléiques et de protéines 

(Figure 32) 258.  

Les PBs ont majoritairement une fonction de régulation du métabolisme des ARNs en les 

séquestrant et en favorisant leur interaction avec des protéines régulant la traduction, la dégradation et 

l'interférence ARN 259. Les PBs sont constitués de protéines structurales comme LSM14A/LSM14B ou 

de protéines impliquées dans le transport telles qu’ILF3, ou dans la dégradation des ARNs comme 

STAU-1. Des ARNs appartenant à différentes classes entrent également dans la composition des PBs. 

Des analyses par hybridation in situ d’ARN à l’aide de sondes fluorescentes permettant une résolution 

à l’échelle d’une molécule unique (smRNA FISH) ont révélé que les miARNs non utilisés dans la cellule 

sont stockés au sein des PBs, ainsi que des ARNm dont la traduction est réprimée et certains lncARNs 

260. On observe d’ailleurs une anti-corrélation entre le potentiel traductionnel d’un ARN et sa localisation 

au sein des PBs 259,260. Cette étude montre également que les lncARNs s’associent de façon très 

dynamique avec ces granules d’ARNs et se localisent préférentiellement à leur périphérie, favorisant 

leurs interactions avec différents constituants du cytoplasme 260.   

Le traitement de cellules avec des RNAses détruit l’assemblage des p-bodies, démontrant que 

les ARNs sont indispensables à ces structures 261. De plus, la présence de différentes familles d’ARNs 

n’est pas anodine car les interactions existant entre ces ARNs et les protéines de ces structures 

impactent l’expression génique. Par exemple, le lncARN THOR s’associe à la protéine IGF2BP1 dans 

les PBs et stabilise l’ARNm de IGF2BP1 262. 

Les granules de stress différent sensiblement par la nature des protéines qu'ils contiennent. Les 

GS sont enrichis en protéines PABP et G3BP tandis que les PBs contiennent spécifiquement des 

protéines de clivage de la coiffe des ARNm, DCP1 et DCP2 258,263. Les molécules d'ARN stockées sont 

des complexes de pré-initiation de traduction bloqués en réponse à différents stress cytotoxiques 

(chaleur, stress oxydatif, arsenic). Les GS impactent différents processus physiologiques en modulant 

la stabilité et la traduction des ARNm tout comme les PBs. Norad est un exemple de lncARN qui affecte 

la stabilité d’une protéine au sein des GS. Ainsi, en réponse à un stress oxydatif, NORAD entraine la 

dégradation de la protéine PUMILIO et réduit la production de RLO 264,265. La différence majeure entre 

ces différents granules concerne leurs stimuli d’assemblage et leurs constituants 266.  
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Figure 32: Interactions des lncARNs et de leurs partenaires protéiques au niveau des granules d’ARNs. 
Les granules d’ARNs du cytoplasme permettent de stabiliser les transcrits mais ils facilitent également la 
rencontre des lncARNs et de leur(s) partenaire(s) protéique(s). Les PBs sont présents en permanence dans les 
cellules et sont constitués de protéines spécifiques (en violet) tandis que les GS se forment en réponse à un 
stress exogène et possèdent également des protéines spécifiques (en jaune). 
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v. Rôle des lncARNs dans la communication inter-cellulaire 

Les granules d’ARNs interagissent également avec les vésicules endosomales qui participent 

aux transports des ARNs et des protéines au sein de la cellule 267. Les endosomes sont également 

impliqués dans la formation des exosomes, donc dans la sécrétion de protéines et d'ARNs qui 

participent au dialogue intercellulaire (Figure 25-p). Ainsi, les cellules cancéreuses de glioblastomes 

stimulent l’angiogenèse des cellules endothéliales voisines à l’aide d’ARNs contenus dans des 

microvésicules exosomales 268.  D'autres exemples, plus spécifiques aux lncARNs, existent dans la 

littérature 269. Les lncARNs Gas5, BCYRN1, CCND1-ncRNA, RMRP et Lnc Exo1-4 ont été détectés 

dans des exosomes 270,271. Plus précisément, Exo1-4 et RMRP sont sécrétés dans des exosomes puis 

capturés par endocytose par d'autres cellules dans lesquelles ils interagissent avec la cytokine CSF 

(Colony Stimulating Factor) et l’enzyme LHDB (Lactate déshydrogènase B) pour stimuler la viabilité 

cellulaire (Figure 33) 271.  
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Figure 33: Trafic intracellulaire et sécrétions des lncARNs dans le compartiment extracellulaire. 
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Chapitre 5 : Fonctions des longs ARNs non codants 

Au cours de cette dernière décénnie, de nombreuses études ont permis d'étayer considérablement nos 

connaissances sur la fonction des lncARNs dans la régulation de l'expression génique dans des 

contextes physiologiques mais également lors de leurs dérégulations dans diverses pathologies 

incluant les cancers. 

A. Rôles physiologiques des lncARNs 

Les longs ARNs non codants sont pour la majorité faiblement exprimés dans les tissus ce qui 

complique leur exploration fonctionnelle. De récentes études révèlent cependant qu'ils exercent des 

fonctions très variées notamment au cours du développement embryonnaire et dans des processus de 

différenciation cellulaire (Figure 34). 

1. Rôles des lncARNs au cours du développement embryonnaire 

Dans les cellules humaines, Xist est l’un des premiers lncARNs dont la fonction physiologique a 

été découverte 272. Nous avons précédemment vu que Xist réprime les gènes du chromosome X et 

forme le corpuscule de Barr (cf. III.4.B.2) 219. L‘invalidation de Xist a démontré son rôle indispensable 

au développement des embryons femelles 229. Plus précisément, Xist intervient dès les premières 

étapes de différenciation du trophoectoderme. Afin de mieux comprendre les effets de Xist sur la 

différenciation cellulaire durant l’embryogenèse, des chercheurs ont généré un KO conditionnel sous le 

contrôle du promoteur Sox2, induit lors de la gastrulation des embryons. A 8 jours de développement 

lors de la gastrulation, la délétion du gène n’impacte pas le développement puisque les embryons 

femelles arrivent à terme. Toutefois, ces souris femelles Xist-/- ont une létalité post-natale importante et 

un retard de croissance 273. Le faible nombre de souris mutantes ayant survécu à l’âge adulte en 

absence de Xist, présente une compensation de dosage partielle des gènes du chromosome X. Le 

profil d’expression de Xist dans les différents types cellulaires est en mosaïque, c'est à dire qu'une 

partie des cellules expriment encore ce transcrit. Ces études démontrent l’importance de Xist au cours 

du développement. Nous avons également évoqué précedement le rôle du lncARN H19 (cf. III.D) dans 

le développement embryonnaire et qui fut découvert parrallélement aux études sur Xist. Le lncARN 

H19 est exprimé sur l’allèle maternel et son expression réprime le gène Igf2 (Insulin-like growth factor 

2) en amont. Ainsi, l’invalidation de H19 induit la surexpression de la protéine Igf2, impliqué dans le 

métabolisme et la croissance cellulaire, et ainsi augmente la taille des embryons murins 159,274.  

D’autres lncARNs sont impliqués dans les mécanismes du développement embryonnaire. Les 

gènes Hox régulent la disposition spatiale de l’embryon. Ils sont segmentés en quatres clusters de 

gènes : HoxA, HoxB, HoxC et HoxD. Le lncARN HOTAIR, exprimé au niveau du cluster de gènes de 
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différenciation HoxC, favorise le développement des membres postérieurs des mammifères. HOTAIR 

inhibe les promoteurs du cluster de gènes HoxD via le recrutement des complexes polycomb (EZH2) 

221. D'autre part, le lncARN HOTTIP (HOXA Distal Transcript Antisense RNA) guide les remodeleurs 

chromatiniens Wdr5/MLL (Mixed Lineage Leukemia) sur les promoteurs des gènes du cluster HoxA. 

Wdr5/MLL méthylent la lysine 4 de l'histone 3 et activent la transcription afin de favoriser le 

développement distal des membres 275. 

Des études plus récentes ont abordé à plus grande échelle l'étude fonctionnelle de lncARNs au 

cours du développement chez la souris. Les auteurs ont invalidé l'expression de 18 lncARNs candidats 

conservés chez l’homme (lnc-Brn1a/PANTR1, lnc-Brn1b/LINC01159, linc-Cox2, Fabl/ELDR, linc-

Enc1/LINC01157, Manr, Fendrr, Haunt, Hottip, Mdgt/HAGLR, Celr, Crnde, Spasm/KANTR, linc-Pint, 

linc-p21, linc-Ppara, Peril et Tug1) en remplaçant leurs gènes par des cassettes du gène LacZ, 

permettant la visualisation des profils d’expressions de ces transcrits in vivo 276,277. Les résultats ont 

révélé que les délétions des lncARNs Peril, Mdgt et Fendrr altèrent le développement embryonnaire et 

entrainent de fortes mortalités péri- et post-natales. Peril est fortement exprimé dans les cellules 

embryonnaires cérébrales et faiblement dans les cellules différenciées. Sa délétion inhibe le 

développement cérébral et induit une létalité néonatale de près de 50%. Mdgt est majoritairement 

testiculaire mais également exprimé dans l’estomac, le colon, le thymus et le cerveau. Son invalidation 

induit un retard de croissance chez les souris femelles (60%) et mâles (32%) qui persistent à l’âge 

adulte. Enfin, le KO du transcrit pulmonaire Fendrr est létal car il altère l’organisation tissulaire du 

poumon, du cœur et du tractus gastro-intestinal. Deux autres candidats, linc-Pint exprimé dans le 

cerveau et les reins, et  lnc-Brn1b dans le système nerveux, impactent à un niveau moindre la 

croissance embryonnaire 277. L’invalidation constitutive des 13 autres lncARNs n’a aucun impact sur la 

survie ou le développement des embryons. Ces résultats illustrent la difficulté que représente la 

caractérisation fonctionnelle de cette famille de transcrits. 

En accord avec ces observations, le phénotype des souris déficientes pour NEAT1, 

indispensable à la formation des paraspeckles, est peu marqué. Ces animaux sont viables, et seules 

les femelles présentent une baisse de fertilité par altération de l’ovulation, ainsi, que des difficultés à 

allaiter leur progéniture à cause d'anomalies d’organisation des glandes mammaires 190,278,196.  

2. Rôles des lncARNs dans des processus de différenciation cellulaire 

Les lncARNs ont un rôle dans la différenciation des cellules souches en cellules différenciées 

(Figure 34) 279. Les cellules souches pluripotentes du blastocyste se différencient lors de la gastrulation 

en ectoderme, endoderme et mésoderme, qui sont les cellules progénitrices de nombreux types 

cellulaires dans les tissus différenciés. 



 
 

 
105 

 

Les précurseurs des neurones et des kératinocytes de la peau sont d'origine ectodermique. 

Dans le cas de la différenciation neuronale, un crible fonctionnel a été effectué sur 1280 lncARNs 

différentiellement exprimés entre les neurones et les cellules progénitrices chez l’homme et la souris. 

Les auteurs ont réalisé une librairie d’ARNs interférents, constituée de 3 shARNs par lncARN, qu’ils ont 

transduit dans une lignée de cellules souches embryonnaires murines (mESc) 280. Cette lignée exprime 

une protéine de fusion constituée du facteur de transcription Oct4, marqueur des cellules pluripotentes, 

couplé à la GFP. La librairie des différents shARN a été transduite à faible multiplicité d’infection afin de 

permettre l’inhibition d’un seul lncARN par cellule. Les cellules ont ensuite été clonées et le niveau de 

GFP déterminé par cytométrie en flux. Les clones ayant un faible niveau de GFP, traduisant leur 

différenciation, ont été séquencés pour identifier la construction shARN responsable de cet effet. Les 

résultats ont montré que seulement 20 lncARNs testés ont un impact sur la différenciation, ce qui 

traduit encore une fois la difficulté d’entreprendre des études fonctionnelles sur ces transcrits. Parmi 

ces candidats, TUNA/Megamind (Tcl1 Upstream Neuron-Associated lincRNA) est impliqué dans le 

maintien de la pluripotence. Il agit sur le remodelage chromatinien en interagissant avec les protéines 

hnRNPK et PTBP1 et inhibe la transcription des gènes de la différenciation Nanog et Sox2. RMST 

(Rhabdomyosarcoma 2-associated transcript) est un autre exemple qui guide le facteur de transcription 

SOX2 sur les promoteurs de gènes de la différenciation. Plus précisément, l’invalidation de RMST 

bloque la différenciation en neurones dopaminergiques 281.  

Au niveau épidermique, des analyses de données de RNA-seq de cellules progénitrices et de 

kératinocytes ont permis d'identifier 258 lncARNs différentiellement exprimés. Parmis ces transcrits, 

ANCR (anti-differentiation ncRNA) inhibe la différenciation des kératinocytes, tandis que TINCR 

(differentiation-induced ncRNA) la favorise 248,282. En effet, l’invalidation d’ANCR induit une 

différenciation ectopique de l’épiderme visualisée par l'augmentation de l’expression des gènes KRT1, 

KRT10 et GHRL3, marqueurs des couches kératinocytaires suprabasales différenciées de l'épiderme. 

A l’inverse, l’interférence de TINCR bloque la différenciation épidermique car ce lncARN module la 

stabilité des ARNm impliqués dans ce processus via le système SMD (cf. III.4.B.3).  
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Figure 34: Rôle de lncARNs dans le développement et la différenciation cellulaire.  
Les lncARNs sont impliqués dans les différentes étapes du développement embryonnaire que ce soit lors de la 
formation de la blastula (lncRNA Xist 229), de la gastrula (Evx1as 283, HOTAIR 221, Hottip 275) ou des différents 
feuillets embryonnaires (Mgdt/HAGLR 276). Les lncARNs sont également impliqués dans la différenciation 
cellulaire que ce soit au niveau des cellules neuronales (TUNA 280, RMST 281, Peril 276), kératinocytes (ANCR 282, 
TINCR 248), pancréatiques (DEANR1 283), pulmonaires (NANCI 285, Fendrr 276), digestives (Fendrr 276), musculaires 
(HoxBlinc 286, BRAVEHEART 287, Fendrr 288), endothéliales (SENCR 289), osseuses (ORLNC1 289), adipocytaires 
(Lnc-RAP1-10 291), myéloïde (Lnc-DC 256) ou lymphoïdes (Rroid 292).   
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Les cellules progénitrices d'origine endodermique se différencient en cellules pulmonaires, 

pancréatiques ou gastriques. DEANR1 (Definitive Endoderm-Associated lncRNA 1) est un lncARN 

spécifique de l'endoderme dont la répression par shARN inhibe la différenciation des cellules 

progénitrices en cellules pancréatiques 284. DEANR1 favorise la fixation des facteurs de transcription 

SMAD2/3 sur le promoteur du facteur de transcription FOXA2 qui contrôle ce processus de 

différenciation 284. NANCI (Nkx2.1-Associated Noncoding Intergenic RNA) est un autre lncARN qui 

régule la différenciation pulmonaire de l’endoderme par le biais de la voie Wnt 285. 

D'autres transcrits sont impliqués dans la différenciation de cellules d'origine mésodermique 

comme les cellules musculaires, adipocytaires, squelettiques, vasculaires, myéloïdes et lymphoïdes. 

Dans ce contexte, SENCR (Smooth muscle and endothelial cell enriched) favorise la différenciation des 

cellules pluripotentes en cellules endothéliales. En effet, la surexpression de SENCR réprime les 

marqueurs de pluripotence (Oct4 et Nanog), de l’ectoderme (Nestin) et de l’endoderme (FOXA2), et 

augmente ceux du mésoderme (MESP1, MIXL1 et BRACHIURY) et même la VE-Cadhérine (CDH5) et 

PECAM-1 (CD31), marqueurs de cellules endothéliales, 7 jours plus tard 253,289. De même, la diminution 

du lncARN PUNISHER par interférence ARN, altère le réseau vasculaire des embryons de poissons 

zèbres, démontrant son implication dans la différenciation et le fonctionnement des cellules 

endothéliales 293. 

Dans le cas des cellules immunes, le lncARN Rroid favorise la différenciation des cellules 

progénitrices de la lignée lymphoïde en cellules Natural Killer (NK) en guidant le facteur de transcription 

STAT5 sur le promoteur du gène Id2 qui inhibe la différenciation des lymphocytes B et T 292. Par 

ailleurs, au sein de la lignée myéloïde, une étude d’expression différentielle a mis en évidence 24 

lncARNs induit au cours de la différenciation des cellules monocytaires en cellules dendritiques (DC). 

Parmi ces transcrits, l’invalidation de lnc-DC altère ce processus de différenciation par un mécanisme 

que nous avons précédemment décrit (cf. III.4.B.3.) 256.  

Un autre exemple de lncARN impliqué dans la différenciation mésodermique concerne hoxBlinc 

qui contrôle la formation des cellules hématopoïétiques et cardiaques en régulant les voies Notch et 

Wnt, et les gènes de la différenciation Hox. Afin de démontrer sa fonction, les auteurs ont dans un 

premier temps inhibé hoxBlinc par ARN interférence. Toutefois, le faible niveau d’expression des 

lncARNs et les effets partiels et non spécifiques des ARNs interférents rendent difficile l'interprétation 

du phénotype induit par cette approche 294. Ils ont donc inhibé constitutivement l’expression du transcrit 

en excisant 2kb du gène en amont de l'extrémité 5’ du transcrit à l’aide du système CRISPR/Cas9. 

Cette invalidation a mis en évidence le rôle indispensable de hoxBlinc dans la différenciation des 
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cellules mésodermiques par le remodelage de la chromatine et l’activation des gènes des voies Notch 

et Hox 286. 

Nous avons précédemment abordé la létalité embryonnaire de l’invalidation du lncARN Fendrr 

qui impacte la formation du poumon, du cœur et du tractus digestif. Le poumon et le tractus digestif ont 

une origine majoritairement endodermique mais le mode d’action de Fendrr dans la formation de ces 

tissus est encore indéterminé. Par contre, son implication dans le développement cardiaque est mieux 

documentée. Fendrr agit sur la différenciation du mésoderme latéral en guidant PRC2 au niveau des 

promoteurs de gènes de la pluripotence tels que Foxf1 288. Braveheart (Bvht) et Alien sont deux autres 

lncARNs impliqués dans la différenciation des cellules cardiaques 293. La diminution du niveau de Bvht 

par shARN inhibe ce processus 287. Bvht agirait également en guidant le complexe PRC2 sur les 

promoteurs de gènes cibles encore inconnus. 

Des études ont également été réalisées pour déterminer l’impact des lncARNs dans la 

différenciation adipocytaire. L'analyse de leur profil d'expression à différents stades de développement 

des adipocytes (pré-adipocyte, adipocyte primaire et adipocyte en culture) a identifié 175 lncARNs 

modulés au cours de ce processus. Des études fonctionnelles réalisées par perte de fonction sur 26 

candidats ont démontré l’importance de 10 lncARNs dans la différenciation des adipocytes, nommés 

lnc-RAP1-10 pour "Regulated in AdiPogenesis", et dont que les modes d’action ne sont pas encore 

déterminés 291. Enfin, dans le cadre de la différenciation des cellules mésenchymateuses en 

ostéoblastes, l’invalidation du lncARN ORLNC1 bloque ce processus et favorise l’adipogenèse. Il serait 

induit par le facteur de transcription PTEN et agirait en séquestrant le microARN miR-296 290. 
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B. Rôles pathologiques des lncARNs 

Bien que peu exprimés et instables, les lncARNs sont fréquemment altérés et fonctionnellement 

impliqués dans différentes maladies dégénératives, inflammatoires, génétiques ou cancéreuses.  

1. LncARNs impliqués dans des pathologies non tumorales 

Dans le cadre des maladies neurodégénératives, nous prendrons l'exemple de la maladie 

d’Alzheimer caractérisée par des dépôts de protéines β-amyloïdes qui entraînent la formation de 

plaques bloquant la transmission synaptique. Chez une personne saine, la protéine BACE1 (B amyloïd 

clivage enhanced 1) permet de dégrader les plaques amyloïdes. BACE1-AS est un lncARN antisens 

co-régulé avec l'ARNm de BACE1 qui permet de stabiliser le transcrit et empêche la formation des 

plaques amyloïdes 295. Chez les patients, l’absence de ce transcrit participerait à l’installation de la 

pathologie.  

Dans le cadre des maladies inflammatoires, les lncRNAs sont exprimés dans des types cellulaires 

spécifiques (monocytes, macrophages, neutrophiles, cellules NK, lymphocytes ou cellules 

dendritiques). Par exemple, lincRNA-Cox2 est exprimé dans les macrophages et participe à la mise en 

place de la réponse inflammatoire, pouvant promouvoir certaines pathologies telles que 

l’artériosclérose 296. Son invalidation par ARN interférent réprime l’expression de l’IL6 et augmente celle 

de la chemiokine RANTES/CCL5, tandis qu'inversement sa surexpression augmente l’expression de 

l’IL6 et diminue celle de CCL5. L’IL6 est normalement produite par les macrophages et permet 

l’amplification de la réponse inflammatoire en induisant la prolifération des neutrophiles et des 

lymphocytes. LincRNA-Cox2 induit également le gène Ptgs2 impliqué dans la voie de synthèse des 

prostaglandines 231,232. D’autres lncARNs sont également impliqués dans des maladies inflammatoires 

telles que le lncARN THRIL dont nous avons parlé précédemment (cf. III.4.B.2.) et dont l’expression est 

augmentée dans la maladie de Kawasaki, l’arthrite rhumatoïde et la maladie de Crohn 225. 

Parmi les maladies d’origine génétique, on peut citer l’exemple de la Progéria ou maladie de 

Hutchinson-Gilford caractérisée par un vieillissement accéléré. Cette pathologie rare est due à une 

mutation de la lamine A (LMNA) qui génère une protéine tronquée, la Progérine. En modifiant la 

structure chromatinienne, la progérine entraine de nombreux dommages à l’ADN. Elle induit également 

l’expression de lncARNs, les dilncARNs, impliqués dans ces dommages et qui sont les précurseurs de 

petits ARNs régulateurs, les DDRNAs. Les DDRNAs, les dilncRNAs et des protéines de la machinerie 

de réparation telles que 53BP1 forment des plateformes d’échafaudage qui inhibent la maintenance 

des télomères et entrainent les cellules vers la sénescence 297,298. 
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2. Les  lncARNs impliqués dans les processus de tumorigenèse      

Des études transcriptionnelles de différentes cohortes de CBNPC ont mis en évidence la 

dérégulation des lncARNs dans ces cancers. De plus, on a constaté que de nombreux SNPs corrélés 

au cancer sont présents au sein des loci de LncARNs. Les profils de méthylation des loci de lncARNs 

sont également différents entre les tissus sains et les tissus tumoraux, expliquant en partie la 

dérégulation de leur expression dans différents types de cancers 299. Les lncARNs induits dans les 

cancers peuvent jouer le rôle d'oncogène en favorisant la tumorigenèse, et inversement des lncARNs 

réprimés dans les tumeurs peuvent être des suppresseurs de tumeurs. Les lncARNs régulent divers 

processus participant au développement tumoral tels que l’immortalisation, la prolifération, ou l’invasion 

cellulaires. Ils influencent également la résistance aux traitements et les effets du microenvironnement 

tumoral (Figure 35) 300. 

i. Régulation de l’immortalité cellulaire 

L'immortalisation des cellules cancéreuses c'est à dire leur capacité illimitée de multiplication est 

liée à l’inhibition de processus de différenciation et à la conservation des télomères. Des études ont 

démontré le rôle de certains lncARNs dans ces processus d’immortalisation. L’un des exemples le 

mieux caractérisé concerne TERRA, exprimé dans différents cancers, qui permet le maintien des 

télomères par divers modes d’actions en cis, en formant un hybride ADN-ARN permettant le 

recrutement de complexes épigénétiques, ou en trans par la fixation du facteur de transcription CTCF 

sur différents promoteurs. Ainsi la fixation de TERRA permet le maintien des télomères et inhibe le 

processus de vieillissement cellulaire et la sénescence 301,302. D’autres lncARNs oncogéniques 

participent au renouvellement des cellules cancéreuses sans agir sur les télomères. C'est le cas du 

lncARN TCF7 qui active la voie de signalisation Wnt impliquée dans la régénération des cellules 

cancéreuses du foie en guidant des remodeleurs de la chromatine sur les promoteurs de ses gènes 

cibles 302.  

ii. Contrôle de la prolifération cellulaire 

La prolifération anarchique des cellules cancéreuses implique l'altération de nombreuses voies 

de signalisation comme les voies activées par les facteurs de croissance, ou celles régulant les points 

de contrôle (checkpoints) du cycle cellulaire. Dans ce contexte, il existe dans la littérature de nombreux 

exemples de lncARNs régulant la croissance cellulaire.  

Le lncARN THOR est induit dans de nombreux cancers comprenant les CBNPC et les 

mélanomes. Des approches de gain et de perte de fonction in vitro et in vivo (siARN, CRISPR/Cas9) 
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ont démontré son rôle oncogènique sur la prolifération des cellules cancéreuses. En effet, nous avons 

précédemment vu qu’il agit sur la régulation de la protéine IGF2BP1 (Figure 32) 262.   

Un autre exemple concerne le lncARN nucléaire LUNAR1 (Leukemia-Associated Non-Coding 

IGF1R Activator RNA 1) induit par la voie Notch1 dans la leucémie aigüe lymphobastique T. L’inhibition 

de LUNAR1 par des ARNs interférents diminue la prolifération des cellules leucémiques. LUNAR1 est 

un oncogène qui guide des facteurs de transcription sur le promoteur du gène du récepteur de l'IGF1 

(IGFR1) 304. 

La voie du proto-oncogène Myc est également exacerbée dans de nombreux cancers. Le 

lncARN PCGEM1 (Prostate Cancer Gene Expression Marker 1) est, comme son nom l’indique, induit 

dans les cancers de la prostate. Son inhibition par shARN diminue l’expression de nombreuses 

enzymes contrôlant le métabolisme cellulaire tels que la LDHA, GLUT1 et PGK1, ce qui par voie de 

conséquences impacte la prolifération des cellules. Des expériences de co-précipitation ont montré que 

PCGEM1 est un lncARN oncogénique qui favorise la fixation du facteur de transcription c-Myc sur les 

promoteurs des gènes régulant le métabolisme 305. D’autres exemples de lncARNs impliqués dans la 

signalisation de c-Myc concernent MYMLR dans les cancers pulmonaires et PVT1 (Plasmacytoma 

Variant Translocation 1) dans différents cancers. MYMLR est un lncARN divergent, qui agit comme un 

oncogène en permettant un repliement de l'ADN pour activer la transcription de c-Myc et donc la 

prolifération cellulaire 306. PVT1 est induit par la signalisation de Myc. Il guide le complexe répresseur 

PRC2 sur les promoteurs des inhibiteurs de kinases dépendantes des cyclines p15/INK4B/CDKN2B 

(Cyclin-dependant kinase inhibitor 2B) et p16/INK4A/CDKN2A qui sont des checkpoints bloquant la 

progression dans le cycle cellulaire et induisant la sénescence. PVT1 est donc également un lncARN 

oncogénique favorisant la prolifération cellulaire 306,307. 

ANRIL (Antisens noncoding RNA in INK4 Locus), qui promeut la prolifération des cellules 

leucémiques, est un autre exemple de transcrit agissant sur les points de contrôle du cycle cellulaire. 

ANRIL recrute PRC2 sur le promoteur de son antisens, le gène p15/INK4B/CDKN2B 309–312.  

iii. Invasion cellulaire et processus métastatique 

 La transformation métastatique des cellules tumorales des tissus épithéliaux nécessite une 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) pendant laquelle les cellules perdent des caractéristiques 

épithéliales et acquièrent des propriétés de cellules mésenchymateuses. La TEM nécessite l’activation 

de nombreuses voies de signalisation dont la voie du TGFβ. Des études ont identifié des centaines de 

lncARNs induits par le TGFβ 313,314.  

Parmi ces lncARNs, certains sont suppresseurs de tumeurs et répriment la TEM. Par exemple, 

le lncARN TGFβ-AS1 (TGFβ antisens 1) exprimé dans de multiples cancers réprime la voie TGFβ. Il 
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guide les complexes PRC2 sur les promoteurs de gènes répondant au TGFβ et empêche la fixation 

des facteurs SMAD2/3/4 activant la transcription de ces gènes 314. Le lncARN BANCR (BRAF-Activated 

non-coding RNA) est un autre exemple de lncARN anti-métastatique qui inhibe la migration et l’invasion 

cellulaires dans les cancers de l’endomètre et les CBNPC. Il agit sur l’expression transcriptionnelle de 

gènes de la TEM en inhibant les transcrits de la cadhérine N et des métalloprotéases (MMP2) et en 

activant l’expression de la cadhérine E 315,316. 

D’autres lncARNs sont oncogèniques et favorisent la TEM tels que le lncRNA-HIT (HOXA 

transcript induced by TGFβ), le lncRNA-ATB (activated by TGF-β), HOTAIR, MALAT1 et MetaLnc9 317. 

LncRNA-HIT est induit dans les CBNPC. Son rôle dans le contrôle de la migration et l’invasion des 

cellules cancéreuses a été mis en évidence par des approches de gain et de perte de fonctions. 

LncRNA-HIT stabilise le facteur de transcription ZEB1 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1) qui 

favorise l’expression des gènes de la TEM 318. De même, la répression de LncRNA-ATB inhibe la 

migration et l’invasion des cellules tumorales hépatiques. Ce transcrit agit par deux mécanismes, en 

permettant d’une part la séquestration et la dégradation du microARN miR-200 ce qui stabilise les 

protéines ZEB1/ZEB2 et favorise la TEM et d’autre part, en stabilisant l’ARNm de IL-11 qui active la 

voie STAT3 et favorise la colonisation des cellules cancéreuses 319.  

La découverte de MALAT1 est liée à son expression corrélée aux métastases pulmonaires. Son 

invalidation in vivo, à l'aide d'oligonucléotides antisens de type "gapmers" dégradant les ARN 

nucléaires, a démontré son implication dans la formation de métastases des cancers pulmonaires par 

un mécanisme de régulation de l’épissage des transcrits 319,320.  

Enfin, HOTAIR réprime l’expression de la cadhérine E en guidant le complexe PRC2 sur son 

promoteur dans différents cancers tandis que MetaLnc9/Lnc000963 stabilise la protéine PGK1 et 

l’intégration des signaux des voies MAPK/ERK facilitant la transformation des cellules métastatiques 

255,322,323. 

iv. Résistance aux traitements et dommage à l’ADN 

Certaines cellules tumorales développent des résistances aux différents traitements anti-

cancéreux par des mécanismes complexes pouvant impliquer des lncARNs. Les lncARNs peuvent être 

oncogéniques et favoriser la résistance aux drogues telles que le lncARN UCA1 (Urothelial Cancer 

Associated 1) dans les cancers de la vessie qui active la voie de signalisation Wnt/béta caténine et 

favorise la résistance au cisplatine 324. Le lncARN HOTTIP rend les cellules cancéreuses pancréatiques 

résistantes à la gemcitabine en activant le transcrit HOXA13 et la voie Wnt tandis que le lncARN 

SNHG12 active la voie MAPK dans les glioblastomes entrainant une résistance au temozoladime 325,326.  
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A l’inverse, certains lncARNs sont suppresseurs de tumeurs et réprimés dans les cellules 

cancéreuses résistantes. Par exemple, TUG1 dans les CBPC réprime l’expression de la protéine 

LIMK2b impliquée dans les mécanismes pro-apoptotiques lors de stress génotoxiques en guidant le 

complexe PRC2 sur son promoteur 327. 

Certaines drogues chimiothérapeutiques, comme le cisplatine, induisent des dommages à 

l’ADN. En réponse à ces stress génotoxiques, la voie p53 est activée et bloque la prolifération des 

cellules pour permettre la réparation des altérations mineures de l'ADN par divers mécanismes 328. Lors 

d'altérations trop importantes, p53 active les voies de signalisations pro-apoptotiques entrainant la mort 

cellulaire. Cependant, nous avons vu que cette voie est fréquemment altérée dans différents cancers 

(cf.II.A.3). Plusieurs études ont démontré un lien entre cette voie de signalisation et la fonction de 

divers lncARNs. Ainsi, le lncARN  PANDA (p21 Associated NcRNA DNA damage Activated) est activé 

par la voie p53 dans les fibroblastes et dans les CBNPC. PANDA est un lncARN oncogénique qui 

séquestre le facteur de transcription pro-apoptotique NF-YA et inhibe l’apoptose des cellules lors de 

stress génotoxiques 226.  

D’autres exemples impliquent plutôt des lncARNs suppresseurs de tumeurs. Par exemple, 

LincRNA-p21 est exprimé dans les lymphomes, les sarcomes et les fibroblastes soumis à des agents 

génotoxiques 329. LincRNA-p21 est induit par la voie p53 et médie la répression transcriptionnelle p53-

dépendante en guidant la protéine hnRPNK sur les promoteurs des gènes cibles entrainant l’apoptose 

des cellules cancéreuses. Par ailleurs, des expériences de KO conditionnels chez la souris ont montré 

que LincRNA-p21 agit en cis pour activer l'expression de son gène voisin p21Cip1/CDKN1A et 

contrôler le checkpoint G1/S 330. D’autres exemples concernent le lncRNA MEG3 (Maternally 

expressed gene 3), LED (LncRNA activator of Enhancer Domain) et Linc-Pint. MEG3 est réprimé dans 

les CBNPC et stabilise la protéine p53 en dégradant son inhibiteur MDM2, tandis que LED est induit 

par p53 dans de nombreux cancers et favorise sa fixation sur les enhancers de ses gènes cibles 330,331. 

Linc-Pint est induit par p53 dans les cancers colorectaux et participe à la réponse p53 en guidant le 

complexe PRC2 sur les promoteurs des gènes anti-apoptotiques 333. Enfin, le lncARN Gas5 (Growth 

Arrest Specific 5), réprimé dans de nombreux cancers, active la voie de signalisation p53 et est 

également impliqué dans l’apoptose des cellules cancéreuses 333. 
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3. Les lncARNs et le microenvironnement tumoral  

Nous avons vu précédemment que le microenvironnement tumoral participe au développement 

de l’aggréssivité des tumeurs (cf. II.B). L'influence de ce microenvironnement peut mettre en jeu des 

lncARNs qui sont i) exprimés par les cellules cancéreuses et modulés par le stroma, ou ii) exprimés par 

les différents types cellulaires du stroma tumoral. 

i. Les hypoxaLinc, des lncARNs modulés par l'hypoxie 

Comme nous l’avons précédemment exposé (cf. III.2.B.4), l'environnement hypoxique est un 

facteur d’agressivité des cellules tumorales. Parallèlement aux gènes codants, les facteurs de 

transcription activés par l'hypoxie (HIFs, NF-kB, NRF2) induisent l'expression de divers ARNs non 

codants dont les microARNs.  Au sein de notre équipe, nous avons mis en évidence l’implication de 

l'hypoxamiR miR-210 dans les mécanismes du switch métabolique et dans la radiorésistance des 

cellules cancéreuses pulmonaires en hypoxie (Figure 13) 154,155. D’autres familles d'ARNs non codants 

sont également modulés par l’hypoxie, tels que les lncARNs dont NEAT1 qui est induit par le facteur de 

transcription HIF2 dans le cancer du sein 335,336. 

Il existe quelques exemples de lncARNs pro-oncogéniques induits par l’hypoxie qui agissent sur 

divers aspects de la tumorigenèse. Par exemple, le lncARN UCA1, dont nous avons déjà parlé, est 

induit par le facteur de transcription HIF1 et favorise la viabilité des cellules cancéreuses de la vessie 

337. H19 est également induit par HIF1 dans différents cancers dont les glioblastomes. Il stabilise 

l’expression de l’ARNm de la β-caténine et favorise la migration et l’invasion des cellules tumorales 338. 

HINCUT1 active la prolifération des cellules cancéreuses du colon et impacte la maturation post-

traductionelle de protéines dans un contexte de stress cellulaire 339. On peut encore citer, le lncARN 

EFNA3 induit par l’hypoxie dans différents cancers et dans les cellules endothéliales, dont la 

surexpression induit l’angiogenèse et la formation de métastases en stabilisant la protéine EFNA3 

(Ephrin A3) par un mécanisme encore inconnu 340. 

Certains lncARNs agissent directement sur la la stabilité du facteur de transcription HIF1. Par 

exemple, LINK-A est induit dans les cancers du sein triple-négatifs et son expression augmente 

l’expression de HIF1α en normoxie. En réponse à HB-EGF, LINK-A sert de plateforme d'ancrage pour 

deux protéines kinases BRK (Breast Tumor Kinase) et LRRK2 (Leucine Rich Repeat Kinase 2) qui 

stabilisent HIF1α par phosphorylation sur Tyr565 et Ser797, ce qui bloque son hydroxylation et activent 

son programme transcriptionnel 341. Le lncARN-ROR induit par HIF1 en hypoxie dans les cancers du 

foie stabilise l’ARNm de HIF1 en séquestrant miR-145 tandis que LincRNA-p21 stabilise la protéine 
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HIF1α en limitant son interaction avec l’ubiquitine ligase pVHL dans les cancers du poumon, de l’utérus 

et du sein 342,343.  

Enfin, certains lncARNs modulés par l’hypoxie sont des suppresseurs de tumeurs, c’est le cas 

du lncARN-LET (Low Expressed in Tumor) réprimé dans de nombreux cancers dont les cancers 

pulmonaires. L’hypoxie induit l’expression de HDAC3 qui  désacétyle et réprime le promoteur de 

lncARN-LET favorisant la formation de métastases 227. Un autre exemple concerne HITT (HIF1α 

Inhibitor at translation level) réprimé par l’hypoxie via miR-205 dans les cancers du côlon et de l’utérus. 

En normoxie, HITT interfère avec la traduction de HIF1α en séquestrant le régulateur traductionnel YB-

1 344. 

ii. Rôle des lncARNs dans le dialogue avec l'infiltrat immun  

L'infiltration de cellules inflammatoires au sein des tumeurs participe à la réponse anti-tumorale 

mais peut également être bénéfique aux cellules cancéreuses en favorisant leur échappement 

notamment via la sécrétion de médiateurs solubles. Parmi les molécules anti-tumorales, les cytokines 

pro-inflammatoires IL-1β et IL-6 (Interleukine 1 et 6) et la voie de signalisation STAT3 sont réprimées 

par les lncARNs linc-Cox2, DILC et TLSNC8 231,345,346.  

La voie NF-B est également impliquée dans les réponses inflammatoire et hypoxique. Elle est 

contrôlée par différents lncARNs tels que NKILA qui exerce un rétrocontrôle négatif en empêchant la 

phosphorylation et la dégradation de l’inhibiteur IB 257,347. Le lncARN Lethe, également induit via NF-

Bpar le TNF et l’IL1β, régule négativement la voie  NF-B  en empêchant la fixation du facteur de 

transcription sur les séquences promotrices de ses gènes cibles 348. 

La réponse immunitaire anti-tumorale est liée à l’infiltration de cellules immunitaires et plus 

particulièrement à l’infiltration des lymphocytes T cytotoxiques (LCT) CD8+. Les LCT sont régulés par 

différentes cytokines dont l’IL-2 sécrétée par les lymphocytes T régulateurs (Tregs). Dans le cas du 

cancer du côlon, le lnc-sox5 est un oncogène qui promeut l’expression de l’indoleamine 2,3-

dioxygenase 1 (IDO1). IDO1 favorise la prolifération et la différenciation des LT en Tregs, ce qui a une 

action oncogénique en limitant l’infiltration des LCT 348. A l’inverse, lnc-INSR stabilise le récepteur à 

l’insuline (INSR) qui favorise la prolifération des cellules immunitaires et la transformation des Treg en 

LCT dans les leucémies 350. 

L’échappement des cellules cancéreuses au système immunitaire dépend de l’expression de 

récepteurs de surface tels que le récepteur PD-L1/CD274. Dans ce contexte, le lncARN NKX2-1-AS1 

est un lncARN suppresseur de tumeur dans les cancers pulmonaires qui inhibe l’expression de PD-L1 

en empêchant la fixation du facteur de transcription NKX2-1 sur son promoteur 351. 
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iii. Les lncARNs favorisant l’angiogénèse 

Le recrutement des cellules endothéliales et la formation de nouveaux vaisseaux sanguins au 

sein des tumeurs favorisent les apports d'oxygène et de nutriments et participent indirectement au 

développement tumoral. Ce phénomène d'angiogenèse tumorale est lié aux voies de signalisation 

induites par des facteurs de croissance comme le VEGF qui active les facteurs de transcription 

FOXO1, KLF2 et KLF4. Le lncARN HULC (Highly upregulated in liver cancer) est fortement exprimés 

dans les cellules cancéreuses du foie. Il guide le facteur de transcription E2F1 au niveau du promoteur 

de la Sphingosine kinase 1 (SPHK1) pour induire son expression et permettre ainsi la transmission des 

signaux du récepteur au VEGF 352. 

D’autres lncARNs impliqués dans l’angiogenèse sont exprimés dans les cellules endothéliales 

et sont corrélés à un mauvais pronostic chez les patients atteints d’un cancer. C'est le cas de MANTIS 

qui promeut l’angiogenèse dans les cancers pulmonaires en guidant le complexe épigénétique 

activateur de la transcription BRG1 sur le promoteur des gènes SOX18, SMAD6 et COUP-TFII 353. Par 

ailleurs, le lncARN enhancer LEENE (lncRNA that enhances eNOS expression) et le lncARN STEEL 

(spliced-transcript endothelial-enriched lncRNA) induisent l’expression du transcrit eNOS (endothelial 

Nitric Oxide Synthase) dans les cellules endothéliales ce qui stimule leur prolifération et leur migration 

228,354. Les lncARNs PUNISHER et EGFL7OS régulent les mêmes processus. Le mode d’action de 

PUNISHER n’est pas encore déterminé mais il est indispensable à la différenciation des cellules 

endothéliales et au maintien de leur prolifération 293. EGFL7OS guide le facteur de transcription MAX 

sur le promoteur du gène voisin sur le brin opposé, EGFL7 355. Tous ces lncARNs endothéliaux ont une 

action pro-tumorale car ils favorisent les mécanismes d’angiogenèse. 

D’autres lncARNs modulent l’adhésion des cellules endothéliales à leur support ou leur contact 

cellule-cellule. La diminution de ces interactions bloque les mécanismes de néo-vascularisation et 

d’angiogénèse. Par exemple, le lncARN Tie1-AS se fixe sur l’ARNm de Tie1 afin d’induire sa 

dégradation. Tie1 étant indispensable à la formation de contact cellule-cellule, la surexpression de 

Tie1-AS entraîne des défauts de néovascularisation 355. Tie1-AS est donc considéré comme un lncARN 

suppresseur de tumeur. Le contre-exemple concerne le lncARN oncogénique SENCR qui stabilise la 

VE-cadhérine et les intéractions cellule-cellule en réponse à un stress mécanique (Cf : III. 4.B.3) 253. 
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Figure 35: LncARNs impliqués dans les processus cellulaires de la tumorigenèse. 
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4. Les lncARNs impliqués dans les cancers broncho-pulmonaires 

Nous avons abordé l'implication de nombreux lncARNs dans la mise en place de l’agressivité des 

cancers. Certains de ces transcrits ont une fonction particulièrement importante dans les cancers 

broncho-pulmonaires et leur spécificité tissulaire et leur dérégulation dans ces tumeurs permet de 

distinguer les différents sous-types histologiques de cancers broncho-pulmonaires 357. Nous allons plus 

particulièrement nous focaliser sur les transcrits dont la fonction et le mode d’action sont fortement 

documentés (Figure 36). 

i. Les lncARNs pulmonaires oncogéniques 

Les lncARNs qui favorisent la tumorigenèse sont des oncogènes. Leur expression est 

augmentée dans les cancers et est corrélée à un mauvais pronostic des patients. Ils peuvent exercer 

diverses fonctions régulant la prolifération, la viabilité, la résistance aux traitements et/ou la 

transformation métastastatique des cellules cancéreuses.  

a. Les lncARNs favorisant la prolifération des cellules cancéreuses 

Nous avons précédemment abordé les lncARNs ANRIL, THOR, MYMLR et PVT1 qui favorisent 

la prolifération de différents types de cellules cancéreuses incluant des cellules tumorales pulmonaires 

306,311,312,358. D’autres lncARNs promeuvent la prolifération de cellules cancéreuses pulmonaires. C'est 

le cas de divers lncARNs nucléaires comme LUADT1 (Lung Adenocarcinoma Associated Transcript 1), 

HOTAIR et CASC9.5 (Cancer Susceptibility 9) qui guident des complexes répresseurs PRC2 sur les 

promoteurs de gènes bloquant le cycle cellulaire (p15, p16, p27) à l'instar du mode d’action d'ANRIL et 

de PVT1 307,321,358,359. D’autre part, l’invalidation du Lnc-Sox2ot (SOX2 Overlapping Transcript) par 

siARN réprime la prolifération des cellules cancéreuses pulmonaires par l’induction de la transcription 

de la protéine EZH2 du complexe PRC2 361,362.  

Inversement, d’autres lncARNs nucléaires favorisent l’expression de génes pro-prolifératifs en 

guidant des facteurs de transcription sur leurs promoteurs. c'est le cas du lncARN EPEL (E2F-mediated 

cell proliferation enhancing lncRNA) qui recrute E2F1 sur les promoteurs des gènes CCNB1 et FEN1 

(Flap Structure-Specific Endonuclease 1) 363. De même, LINC00473 guide NONO (Non-POU Domain 

Containing Octamer Binding) et CRTC (CREB Regulated Transcription Coactivator) sur les séquences 

de CRE (cAMP response element) de génes de la prolifération dans des cancers pulmonaires ayant 

une mutation du gène suppresseur de tumeur LKB1 (Liver Kinase B1) 363.  

Au niveau cytoplasmique, le lncARN LCAT1 (Lung Cancer Associated Transcript 1) stimule la 

prolifération cellulaire en séquestrant le microARN miR-4715-5p, ce qui stabilise la protéine Rac1 364. 
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b. Les lncARNs favorisant la viabilité et la résistance aux traitements 

Les lncARNs oncogéniques peuvent également altérer des processus apoptotiques et jouer un 

rôle dans la résistance aux traitements. Nous avons déja présenté TUG1 qui promeut la résistance aux 

traitements dans les CBPC en guidant le complexe PRC2 sur le promoteur du gène LIMK2B ou encore 

PANDA qui séquestre le facteur de transcription NF-YA dans les CBNPC 225,326,365.  

D’autres transcrits favorisent la survie des cellules cancéreuses pulmonaires tels que VELUCT 

(Viability Enhancing LUng Cancer Transcript) en s’associant à la chromatine ou PILAR1 (Prognostic in 

Lung Adenocarcinoma LncRNA-1) exprimé dans les cancers présentant une mutation du gène KEAP1 

et qui induit des mécanismes de réparation de l’ADN 366,367.  

Récemment, l’implication du lncARN ALAL-1 (Amplified LncRNA Associated with Lung cancer -

1) dans la prolifération et l’échappement à l’immunosurveillance à été mise en évidence. ALAL-1 est un 

lncARN cytosolique induit par TNFα qui en interagissant avec la protéine SART3 (Squamous cell 

carcinoma antigen recognized by T cells 3) permet la translocation nucléaire de USP4 (Ubiquitine 

specific protéase 4). La translocation de USP4 entraine la répression des voies Wnt/β-catenin, p53, 

TGFβ et NF-κB et ainsi l’échappement à l’immunosurveillance 369. 

c. Les lncARNs favorisant la formation de métastases et l’invasion 

L’un des aspects majeurs de la progression de l’agressivité des tumeurs concerne leur capacité 

à former des métastases et à envahir d’autres niches. Précédemment, nous avons discuté du mode 

d’actions des lncARNs MALAT1, H19, MetaLnc9/LINC00963 et lncRNA-HIT dans la formation de 

métastases dans différents cancers incluant les cancers broncho-pulmonaires 254,320,337,369. D’autres 

lncARNs nucléaires régulent des effecteurs de la TEM. Ainsi, ELIT-1/LINC00842 (EMT associated 

lncRNA induced by TGFb1), induit par le TGFβ, guide SMAD3 sur le promoter de SNAIL 371. De même, 

NSCLCAT1 (Non Small Cell Lung Cancer Associated Transcript-1) active la voie YAP/TAZ, inhibant la 

cadhérine E et modifiant la survie et les capacités invasives et prolifératives des cellules cancéreuses 

par un mécanisme encore indéterminé 372.  

 Certains lncARNs cytoplasmiques favorisent également l'invasion métastatique par différents 

mécanismes. Ainsi, les surexpressions de LIN28B-AS1 (Lin-28 Homolog B Antisens 1) et MUC5B-AS1 

(Mucin 5B, Oligomeric Mucus/Gel-Forming Antisens 1) qui stabilisent respectivement les ARNm LIN28 

et MUC5B stimulent la formation de métastases dans des modèles de xénogreffes chez la souris. Un 

autre exemple concerne RGMB-AS1 (Repulsive Guidance Molecule BMP Co-Receptor B antisens 1) 

qui favorise la TEM en déstabilisant la protéine RGMB répresseur de la voie BMP, et dont l’invalidation 

diminue la formation de métastases chez la souris 372,373,374. Parmis les nombreux lncARNs décrits pour 
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servir d'éponges à microARNs, on peut citer PNUTS qui séquestre miR-205 et dont l’inhibition altère la 

formation de métastases in vivo. Enfin, des approches de gain et de perte de fonction in vivo ont révélé 

le rôle de LINC00673-v4 dans la formation de métastases via la formation du complexe DDX3-CK1ε et 

la transduction des signaux de la voie Wnt/β-caténine 375,376.  

ii. Les lncARNs pulmonaires suppresseur de tumeurs 

 D’autres lncARNs réprimés dans les cancers broncho-pulmonaires jouent le rôle de 

suppresseurs de tumeurs. Leur fort niveau d'expression est associé à un bon pronostic vital. Ils 

exercent diverses fonctions comme la répréssion de la prolifération, de la survie ou encore de la TEM 

et de la formation de métastases. 

a. Les lncARNs inhibiteurs de la prolifération 

Certains lncARNs inhibent des voies de signalisation pro-tumorales comme NKILA qui réprime la 

voie NF-κB via un mécanisme que nous avons précédemment détaillé (Fig. 31.D) 257,378. D’autres voies 

peuvent être impactées, telles que la voie Notch1 inhibée par NBR2 (Neighbor Of BRCA1 LncRNA 2) 

ou la voie JAK/STAT3 bloquée par PICART1 (P53 Inducible Cancer Associated RNA Transcript 1) par 

des mécanismes non encore détaillés 378,379,380. Le variant nucléaire de PVT1, PVT1b, induit par p53, 

bloque l’expression de Myc 382. TARID (TCF21 Antisense RNA Inducing Promoter Demethylation) est 

un autre exemple de lncARN nucléaire réprimant la prolifération des cellules cancéreuses. Il guide le 

remodeleur chromatinien GADD45A (Growth Arrest And DNA Damage Inducible Alpha) sur le 

promoteur du suppresseur de tumeur TCF21 (Transcription Factor 21) afin de le déméthyler et d’induire 

son expression 383.  

De nombreuses études fonctionnelles mettent en évidence des interactions entre les lncARNs et 

les microARNs. Cependant, ces études sont sujettes à controverse à cause des différences 

stoéchiométriques existant entre les forts niveaux de microARNs et les lncARNs, faiblement exprimés 

et présentant peu de sites de fixations de miARNs 384. De plus, certaines études ne tiennent pas 

compte non plus des localisations subcellulaires différentes des différents partenaires 385. Dans ces 

conditions, il est peu probable que ces interactions conduisent à l’inhibition fonctionnelle des miARNs. 

Un exemple de la littérature concerne le lncARN cytoplasmique SPRY4-IT1 (Sprouty RTK Signaling 

Antagonist 4 Intronic Transcript 1) réprimé par le complexe EZH2 dans les CBNPC. Ce lncARN est 

décrit pour séquestrer miR-101-3p et ainsi réprimer la prolifération tumorale 386,387.  

b. Les lncARNs pro-apoptotiques 

Des transcrits comme MEG3, GAS5 et NKX2-1-AS, réprimés dans les cancers broncho-

pulmonaires et dont nous avons déjà détaillé le mode d’action, favorisent la mort cellulaire en induisant 
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la voie p53 ou différentes protéines pro-apoptotiques 331,350,387. Ainsi, P53RRA (P53 Related LncRNA) 

séquestre la protéine G3BP1 répresseur de la voie p53 dans le cytoplasme, tandis que MIR22HG 

stabilise le facteur de transcription YBX1 (Y-Box Binding Protein 1) dans le noyau permettant la 

transcription de p21, effecteur de la voie p53 389,390. Par ailleurs, LINC00961 favorise l’expression de la 

protéine Bax 390.  

c. Les lncARNs anti-métastatiques 

Certains lncARNs répriment la formation de métastases dans les cancers broncho-pulmonaires 

en inhibant les processus de la TEM comme BANCR que nous avons précédemment décrit 316.  

De même, LET, réprimé par l’hypoxie, séquestre dans le noyau la protéine ILF3/NF-90, 

impliquée dans la formation des granules de stress, des p-bodies et dans la translocation nucléo-

cytoplasmique, et participe à l’inhibition des métastases 227.  

D’autres lncARNs répriment la TEM en séquestrant des protéines. C'est le cas de GIAT4RA 

(LncRNA between GINS4 and GPAT4) qui stabilise la protéine LSH (Lymphoid-Specific Helicase) dans 

le noyau et empêche la fixation de l’ubiquitine thiolesterase Uchl3 (Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L3). 

Quant à NORAD, il séquestre la protéine S100P dans le cytoplasme 392,393. 

 

Enfin, la répression de lnc-LINP1 (LncRNA In Non-Homologous End Joining Pathway 1) favorise la 

formation de métastases via un mécanisme qui impliquerait sa capacité à former un échafaudage de 

protéines de la machinerie de réparation de l’ADN (DNA PKs et Ku80) 394. 
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 Figure 36: Les lncARNs dans les cancers broncho-pulmonaires. 
Les cases oranges du tableau représentent les lncARNs oncogéniques et en bleu, les lncARNs suppresseurs de 
tumeurs. (Abbréviations: Nucl. : Nucléaire ; Cyt. : Cytoplasmique) 
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Avant-propos 

 

Les cancers broncho-pulmonaires constituent la première cause de mortalité par cancer en 

France et dans le monde. Ces tumeurs agressives se caractérisent par un mauvais pronostic associé à 

un important taux de récidive. En effet, malgré des prises en charges précoces par exérèse curative, 

près de 50% des cancers pulmonaires récidivent dans les 5 ans. La découverte de nouveaux 

marqueurs pronostiques et de nouvelles cibles thérapeutiques constituent des enjeux majeurs de santé 

publique et ont été au cœur de mon projet de thèse.  

Dans cette optique, nous nous sommes intéressés à l'environnement hypoxique et à la famille 

émergente des longs ARNs non codants. L’agressivité des cancers broncho-pulmonaires est en partie 

liée au microenvironnement tumoral et notamment à son appauvrissement en oxygène conséquent à la 

rapidité de la croissance tumorale. Ce contexte hypoxique induit une reprogrammation métabolique des 

cellules tumorales et favorise l’angiogenèse, l'expansion métastatique et la résistance aux traitements 

via une importante régulation de l'expression génique par les voies HIF, NF-kB et NRF2. Ces 

modifications sont liées à l’expression de gènes codants et de gènes non codants. Notre équipe avait 

précédemment mis en évidence le rôle de l'hypoxamiR, miR-210,  dans le switcth métabolique et dans 

la radiorésistance des CBNPC (Figure 13) 154,155. Nous nous sommes également intéressés à la famille 

émergente des longs ARNs non codants qui régulent l’expression génique au travers de complexes 

ribonucléoprotéiques et qui apparaissent comme des marqueurs pronostiques d’intêrets et de 

potentielles cibles thérapeutiques.  

Des cribles transcriptomiques et des analyses bioinformatiques antérieurs à mon arrivée au 

laboratoire ont permis d’identifier une signature génique de lncARNs régulés par l'hypoxie dans les 

adénocarcinomes pulmonaires (ADC) et/ou associés à un mauvais pronostic des patients.  

Parmis ces transcrits, LUCAT1 était le plus fortement induit par l’hypoxie et a été le premier 

candidat dont nous avons entrepris la caractérisation structurale et fonctionnelle. A mon arrivée au 

laboratoire, le Dr Laura Moreno Leon avait précisé les différentes isoformes du transcrit, sa régulation 

transcriptionnelle et caractérisé les effets de son invalidation par CRISPR/Cas9 sur le transcriptome, la 

prolifération cellulaire et la sensibilité au cisplatine. Mon premier travail a consisté à finaliser ces 

travaux en levant notamment des verrous technologiques afin d'appréhender i) la localisation 

subcellulaire et tissulaire de ces transcrits par imagerie à l'échelle de la molécule unique, et ii) leur 

mode d’action, par l'identification de leurs interactants moléculaires par des approches biochimiques de 

précipitations couplées à des analyses à haut débit (séquençage ADN, analyse protéomique). J'ai ainsi 
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précisé la fonction de l'isoforme majoritaire nucléaire NLUCAT1 et d'une isoforme cytosolique plus 

courte, dans la régulation i) de l'expression génique, ii) du stress oxydatif et iii) de l’invasion et la 

migration des cellules cancéreuses. Ce travail a été publié en Août 2019 dans la revue "Oncogene" et 

constitue la première partie des résultats de mon manuscrit.   

Concomitamment, j'ai entrepris l'étude d'un autre lncARN candidat, LINC01116, induit par l’hypoxie 

dans les ADC et lié à une diminution de la survie globale des patients. J’ai réalisé la caractérisation 

structurale de ce transcrit et j'ai abordé son étude fonctionnelle par des approches de gain 

(transduction lentivirale) et de perte (siRNA, Gapmers, CRISPRi) de fonction dans des lignées de 

CBNPC (adénocarcinomes et carcinomes épidermoïdes) et dans des cellules endothéliales dans 

lesquelles ce lncARN est fortement exprimé. J'ai également identifié des partenaires moléculaires de 

ce transcrit afin de préciser son mode d’action. Les données obtenues sur ce lncARN sont présentées 

dans une seconde partie et font l’objet d’une seconde publication soumise.  

L’ensemble des résultats obtenus et les différentes perspectives du projet seront ensuite 

discutés dans une conclusion générale.  

 

 

  



 
 

 
126 

 

 

 

 

 

 

Partie 1 : NLUCAT1, un hypoxa-lnc nucléaire impliqué dans la 

régulation du stress oxydatif des adénocarcinomes pulmonaires. 
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  Abstract 

Lung cancer is the leading cause of cancer death worldwide, with poor prognosis and a high rate of recurrence despite early 

surgical removal. Hypoxic regions within tumors represent sources of aggressiveness and resistance to therapy. Although 

long non-coding RNAs (lncRNAs) are increasingly recognized as major gene expression regulators, their regulation and 

function following hypoxic stress are still largely unexplored. Combining profiling studies on early-stage lung 

adenocarcinoma (LUAD) biopsies and on A549 LUAD cell lines cultured in normoxic or hypoxic conditions,  we 

identified a subset of lncRNAs that are both correlated with the hypoxic status of tumors and regulated by hypoxia in vitro. 

We focused on a new transcript, NLUCAT1, which is strongly upregulated by hypoxia in vitro and correlated with hypoxic 

markers and poor prognosis in LUADs. Full molecular characterization showed that NLUCAT1 is a large nuclear transcript 

composed of six exons and mainly regulated by NF-κB and NRF2 transcription factors. CRISPR-Cas9-mediated 

invalidation of NLUCAT1 revealed a decrease in proliferative and invasive properties, an increase in oxidative stress and a 

higher sensitivity to cisplatin-induced apoptosis. Transcriptome analysis of NLUCAT1-deficient cells showed repressed 

genes within the antioxidant and/or cisplatin-response networks. We demonstrated that the concomitant knockdown of four 

of these genes products, GPX2, GLRX, ALDH3A1, and PDK4, significantly increased ROS-dependent caspase activation, 

thus partially mimicking the consequences of NLUCAT1 inactivation in LUAD cells. Overall, we demonstrate that 

NLUCAT1 contributes to an aggressive phenotype in early-stage hypoxic tumors, suggesting it may represent a new 

potential therapeutic target in LUADs.
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Introduction 

Non-small cell lung cancer (NSCLC) accounts for at least 

80%  of  lung  cancer  cases,  with  lung  adenocarcinoma 

(LUAD) being the most common form (~50%). Although 

detection and further tumor surgical resection of early-stage 

NSCLC has significantly improved the survival of patients, 

~50% of patients with stage I NSCLC die within 5–10 years 

[1, 2]. Hypoxia, a condition frequently encountered in solid 

tumors, activates the hypoxia-inducible factor (HIF) tran- 

scription complex that orchestrates the expression of a myriad 

of genes, whose functions are to ensure neovascu- larization, 

glucose metabolism, cell survival, tumor spread, and 

resistance to most anticancer drugs [3, 4]. 

https://doi.org/10.1038/s41388-019-0935-y
https://doi.org/10.1038/s41388-019-0935-y
mailto:mari@unice.fr
mailto:rezzonico@ipmc.cnrs.fr


 

128  

surprisingly, the HIF1A transcript is part of a prognostic 

classifier signature of five genes in stage I LUAD [5] and 

high expression of its downstream targets such as CA9 

(carbonic anhydrase 9) is a predictor of worse survival [6]. 

Extensive evidence demonstrates that microRNAs 

(miRNAs) are key components of the adaptive response to 

low oxygen in tumors [7, 8]. We have notably underlined 

the central role of the prototypical “hypoxamiR” miR-210  

on tumor metabolic changes and on radio-resistance in lung 

cancer [9, 10]. 

Considerable attention has recently been focused on the 

emerging class of long non-coding RNAs (lncRNAs), with 

more than 10,000 transcripts validated to date. LncRNAs, 

defined as transcripts longer than 200 nucleotides that do 

not encode proteins, are usually transcribed at lower abun- 

dance than mRNAs in a tissue-specific manner and they 

usually exhibit a poor primary sequence conservation [11– 

13]. LncRNAs encompass pseudogenes, natural antisense 

transcripts (NATs), and the long intervening non-coding 

RNAs (lincRNAs). Many lncRNAs function as part of 

ribonucleoprotein complexes that regulate gene expression 

through diverse molecular mechanisms including recruit- 

ment of transcriptional activators or repressors, chromatin 

epigenetic modifications, or control of mRNA processing, 

translation, or stability [13]. 

Integrative genomic analyses have identified lncRNAs 

with a prognostic potential that may play a role in tumor 

progression in four types of cancers, including lung 

squamous cell carcinomas (LUSCs) [14]. Moreover, 

several lncRNAs map to regions associated with disease by 

genome-wide association studies and accumulating 

evidence has demonstrated that they control gene net- 

works that are relevant to cancer development and 

metastasis [15]. Some lncRNAs regulated by hypoxia are 

notably involved in metabolic adaptation and tumor 

spreading [16–20]. 

However, only a few predicted human lncRNAs among 

thousands have been well characterized for their expression 

pattern, structure, precise function, and clinical significance, 

especially in the context of NSCLC and of their hypoxia- 

mediated aggressiveness [21–23]. 

In this context, we performed a comprehensive genome- 

wide profiling to define hypoxia-regulated lncRNAs in a 

early-stage LUAD cohort and in a LUAD cell line in vitro. 

Among several “hypoxia-lncRNA” candidates, we identi- 

fied NLUCAT1, a large nuclear lncRNA, which was 

upregulated in hypoxic conditions in LUAD cell lines and 

overexpressed in early-stage LUADs according to their 

hypoxic and overall survival (OS) status. Through CRISPR- 

Cas9-mediated invalidation, we demonstrated the pro- 

tumoral properties of NLUCAT1 and we showed that this 

transcript is associated with the regulation of cell pro- 

liferation, cell invasion, and cell survival in response to 

oxidative stress, and could, consequently, represent a new 

target for future therapies. 

 

 Results 

 Genome-wide profiling of hypoxia-regulated lncRNAs 

in  LUAD 

The identification of lncRNAs controlled by hypoxia in 

LUAD was performed through a combination of profiling 

approaches using microarrays enriched for lncRNA probes, 

on both clinical samples and cultured cell lines. First, we 

performed a transcriptomic profiling on lung samples from 

57 early-stage LUAD patients (Supplementary Table S1 and 

Dataset 1) that were a posteriori classified in highly, mod- 

erately, and non-hypoxic groups using a metagene signature 

[24]. We overall found that 775 transcripts were differen- 

tially expressed between tumor and normal lung tissue, and 

positively correlated with the hypoxic status of tumors, 

whereas 1225 transcripts were negatively correlated with 

this hypoxic status. Among these genes, 81 potential 

lncRNAs were associated with the hypoxic status of the 

tumors (Fig. 1a and Supplementary Table S2). In parallel, 

we identified 78 predicted lncRNAs that are modulated in 

hypoxic condition in the A549 LUAD cell line (Fig. 1a, 

Supplementary Table S2, and Dataset 2). The comparative 

analysis of these data identified three lincRNAs 

(LINC00152, LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1, Lnc-FAM113B- 

5), three pseudogenes (FER1L4, GAPDHP14, TLI1P2), and 

one NAT (MIF-AS1), which were upregulated by hypoxia 

both in vivo and in vitro, and conversely one pseudogene, 

PLAC9P1, which was repressed under oxygen deprivation 

(Fig. 1a, b). 

   

LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 is a new “hypoxia-lncRNA” 

We focused our attention on the LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1, 

the short isoform SCAL1 of which has previously been 

shown to be induced by cigarette smoke extracts in NSCLC 

cell lines [25]. We showed that LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 

expression is directly correlated with the hypoxic status of 

tumors (Fig. 1c). In addition, microarray data showed that 

eight out of ten probes located within this locus detected a 

significant increase in LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 expres- 

sion in A549 cells cultured under hypoxic conditions (Fig. 

1d). RNA sequencing (RNA-seq) analysis of A549 cells 

cultured under normoxic or hypoxic conditions also showed 

reads aligned all along the genomic region of the LUCAT1/ 

Lnc-ARRDC3-1   locus   (chr5:   90597137-90610208)  and 

validated induction by hypoxia (Fig. 2a). In agreement, 

using distinct quantitative PCR (qPCR) assays distributed 

throughout   the   locus,   we   confirmed   the   induction of 
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LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 by hypoxia in two other LUAD 

cell lines (Supplementary Fig. S1). 

We further investigated the expression of this transcript in 

RNA-seq datasets from The Cancer Genome Atlas 

(TCGA) database (Supplementary Table S3). The analysis 

of 535 LUAD and 502 LUSC RNA-seq profiles confirmed 

that LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 is upregulated in relation to 

the hypoxic status of tumors in LUAD and, to a lesser 
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Fig. 1 Identification of the LUAD hypoxia-regulated LncRNA sig- 

nature. a Venn diagram summarizing lncRNA candidates that are 

modulated by hypoxia in LUAD biopsies and in the A549 LUAD cell 

line. LncRNA expression was first analyzed by microarray hybridi- 

zation in 57 early-stage LUAD and 11 peritumoral healthy lung 

biopsies. Tumor samples were classified by function of their hypoxic 

status score and selection of hypoxia-associated lncRNAs was per- 

formed using log2(intensity) > 7, absolute log2(LUAD/Healthy) > 0.7, 

FDR < 0.05 and adj. P-value hypoxic status pca < 0.05. LncRNA 

signature of A549 LUAD cells cultured in normoxic or hypoxic 

conditions for 24 h was done using log2(intensity) > 7, absolute log2 

(Hx/Nx) > 0.7 and adj. P-value < 0.05. The eight overlapping 

“hypoxia-lncRNA” candidates that are both deregulated by hypoxia 

in vivo and in vitro are shown. b Heatplot showing the profile of 

expression of the 8 “hypoxia-lncRNA” candidates in the 57 LUAD 

samples depending on their hypoxic status (High in red, No in blue). 

Expression corresponds to log2 intensity followed by median center- 

ing; clustering was performed using a Manhattan distance metric and 

average linkage. Differential expression between normoxic and 

hypoxic A549 cells is displayed as log2 fold change on the left. c 

Boxplot representation of LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 expression in 

peritumoral healthy lungs (n = 11) and in LUAD sample subsets 

according to their hypoxic status (No n = 12, intermediate n = 25, 

High n = 20). The results are displayed on a log2 scale. Statistical 

relevance of the comparisons was determined with the Wilcoxon’s 

test. d Level of expression of LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 transcripts 

detected by the ten microarray probes spanning the LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 locus in A549 cells in normoxia or hypoxia. Data are 

means ± SD from two replicates. Statistically significant differences 

are indicated (*p < 0.05, **p < 0.01) 

 

extent, in LUSC samples (Fig. 2b). This increase in 

expression takes place in early-stage LUAD and LUSC with 

no supplemental exacerbation in more advanced stages (Fig. 

2c). We then evaluated the impact of LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 expression on patient prognosis. LUAD patients 

assigned to the LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 upper- quartile 

group exhibited a statistically shorter OS time than those in 

the lower-quartile group (log-rank test p = 0.0012) (Fig. 2d). 

 

Characterization of NLUCAT1, a large nuclear variant of 

LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 

Currently, only two short LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 tran- 

scripts of 890 nt (LUCAT1:4) and 582 nt (LUCAT1:5), 

respectively, are listed in the Refseq database (Fig. 2a). 

However, as indicated, more than 20 distinct LUCAT1 

predictive transcripts ranging from 212 nt to 9585 nt are 

annotated in the LNCipedia database, which regroups RNA- 

seq information from various sources (Broad Institute, 

Gencode, NONCODE, Refseq, Ensembl…) [26]. Based on 

this complex situation and on the poor definition of the 

transcript boundaries frequently associated with lncRNA 

sequences, we performed additional characterization of the 

main LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 species transcribed from 

this locus. Northern blot hybridizations with probes 

designed in putative exons 1, 5, and 6 of LNCipedia 

LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 annotated transcripts detected a 

major ~ 10 kb band markedly stimulated by hypoxia and an 

upper 12–13 kb isoform that likely corresponds to the 

unspliced LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 pre-LncRNA (Fig. 

3a). Other, less abundant transcript variants were visualized 

including a faint transcript at around 900 nt that matched 

with the LUCAT1:4 isoform. To precisely define the exon 

composition of the main 10 kb isoform, we combined RNA- 

seq and reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) approaches 

(Fig. 3b, c). We concluded that this main LUCAT1 variant 

is a 9807 nt transcript constituted of six exons (Supple- 

mentary Information). Moreover, we demonstrated that this 

transcript is almost exclusively localized in the nuclei of 

LUAD cells, with a nucleocytoplasmic ratio similar to that 

of NEAT1 or MALAT1 (Fig. 4). Based on this specific 

attribute, we named it NLUCAT1, for nuclear-LUCAT1. 

Recent reports have shown that a large proportion of 

lncRNAs are unstable [27, 28]. Hypoxia/reoxygenation 

experiments and transcription inhibition with actinomycin 

D demonstrated that NLUCAT1 is indeed a short-lived non- 

coding transcript (half-life < 1 h), suggesting that it could 

exert regulatory rather than housekeeping functions (Sup- 

plementary Fig. S2). 

Hypoxia mainly controls gene expression through HIF, 

but also through activation of nuclear factor-κB (NF-κB) 

and/or NRF2, which are involved in hypoxia-induced 

inflammatory and antioxidant responses, respectively [29– 

31]. To better decipher NLUCAT1 regulation after hypoxic 

stress, we assessed the role of these transcription factors, as 

HRE (hypoxia response elements) and also NF-κB and 

NRF2 (ARE, antioxidant responsive element) consensus 

binding sites were found in the promoter region of the 

transcript. As expected, HIF1A inactivation by RNA 

interference (RNAi) blocked induction of the hypoxic 

marker CA9 but had no significant effect on NLUCAT1 

expression, whereas HIF2A knockdown reduced NLU- 

CAT1 induction by 30% (Supplementary Fig. S3A). Phar- 

macological inhibition of NF-κB-dependent transcription 

with BMS-345541 [32] totally abolished hypoxia- 

dependent NLUCAT1 upregulation (Fig. S3B). Accord- 

ingly, NLUCAT1 was also induced by the NF-κB-activat- 

ing proinflammatory cytokine interleukin (IL)-1β in three 

LUAD cell lines (Supplementary Fig. S3C). As expected, 

this induction, along with that of the PTGS2 inflammatory 

gene, was inhibited by BMS-345541 treatment. Finally, 

small interfering RNA (siRNA)-mediated depletion of 

NRF2 decreased both the basal and hypoxia-induced 

expression level of NLUCAT1 by 50% (Supplementary 

Fig. S3D). Chromatin immunoprecipitation (ChIP) coupled 

to qPCR was then performed to assess the direct interaction 

of these transcription factors with the promoter region of 

NLUCAT1. For this purpose, we used data from the 

ENCODE Consortium for several available human cell lines 
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Fig. 2 LUCAT1/Lnc-ARRDC3- 

1 is upregulated by hypoxia 

in vivo and in vitro. a 

Screenshot from UCSC browser 

displaying LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 genomic locus on 

chromosome 5, including the 

Refseq and LNCipedia database 

transcript annotations as well as 

raw RNA-seq reads plotted for 

A549 cells cultured for 24 h in 

normoxic or hypoxic conditions. 

b Distribution of LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 expression in 

LUAD and LUSC cohorts from 

TCGA according to their 

hypoxic status (LUAD: Healthy 

n = 59, No n = 121, 

Intermediate n = 311, High n = 

103) (LUSC: Healthy n = 49, 

No n = 52, Intermediate n = 

346, High n = 104). RNA-seq 

data were normalized as 

described in the Materials and 

Methods. The results are 

displayed on a log2 scale. 

Statistical differences between 

samples were analyzed with the 

Wilcoxon’s signed-rank test. c 

Boxplots showing the 

distribution of LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 expression in 

LUAD and LUSC cohorts from 

TCGA according to tumor stage 

(LUAD: Healthy n = 59, Early n 

= 403, Late n = 111) (LUSC: 

Healthy n = 49, Early n = 408, 

Late n = 92). Statistical 

relevance was determined with 

the Wilcoxon’s test. d Kaplan–

Meier analyses of correlations 

between the LUCAT1/Lnc-

ARRDC3-1 expression level 

and overall survival of TCGA 

LUAD patients by quartiles. P-

values were calculated using the 

log- rank test 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

and identified several putative binding sites for these factors 

in the close vicinity of histone 3 lysine 27 acetylation 

(H3K27Ac) and H3K4 mono- and tri-methylation 

 
(H3K4Me1 and H3K4Me3) marks often found near active 

promoters or regulatory elements (Supplementary Fig. 

S4A). In A549 cells cultured under hypoxia, we found a 



 

132  

 

 
 

Fig. 3 Structural characterization of LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 tran- 

scripts in normoxic and hypoxic LUAD cell lines. a Northern blot 

analysis of LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 transcripts expression in A549 

cells cultured for 24 h in normoxic or hypoxic conditions. Various 

[32P]-labeled cDNA probes corresponding to putative exon 1, exon 5, 

and exon 6 of LNCipedia annotated LUCAT1 transcript variants were 

successively hybridized on blotted RNA. RPLP0 (1229 nt) and CA9 

(1561 nt) hybridizations were used as loading and hypoxic response 

controls, respectively. b Screenshot from UCSC browser displaying 

raw RNA-seq reads for hypoxic A549 cells (NextSeq500 Illumina   

75 bp paired-end reads) plotted on LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 genomic 

region and representation of de novo assembled ~ 10 kb LUCAT1/ 

Lnc-ARRDC3-1 transcript. c RT-PCR analyses of LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 amplicons performed on two DNase-treated RNA pre- 

parations from A549 cells cultured for 24 h under hypoxia 
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Fig. 4 NLUCAT1, a large nuclear variant of LUCAT1/Lnc-ARRDC3- 

1. Subcellular localization of the 10 kb LUCAT1 variant was deter- 

mined on A549 cells cultured in normoxic or hypoxic conditions for 

24 h using: a Northern blotting: total RNAs were extracted from the 

cytoplasmic (C) and nuclear (N) fractions, then separated, blotted, and 

hybridized with [32P]-labeled cDNA probes for NLUCAT1 (exon 6), 

LINC00152, NEAT1 (short 3756 nt variant), and MALAT1. b qPCR: 

Horizontal bars represent the ratio of the expression of the indicated 

lncRNAs between the nucleus and the cytosol. NEAT1 and MALAT1 

are specific markers of the nuclear fraction, whereas LINC00152 is 

exclusively cytoplasmic. Data are means ± SD from five independent 

experiments. c Single-molecule RNA-FISH (fluorescent in situ 

hybridization): cells were fixed and hybridized with NLUCAT1 and 

NEAT1 ACD® probes. Nuclei were counterstained with DAPI and 

cells were visualized by confocal microscopy. Scale bar corresponds to 

5µm.

significant enrichment of the more distal HRE sequence 

(HRE3) in anti-HIF2A ChIP, as compared with control IgG 

(Fig. S4B). A strong binding of NRF2 was also detected in 

the ARE located 171 bp upstream from the transcription 

start site (TSS) (Supplementary Fig. S4C). Finally, we 

validated the interaction of three NF-κB family members, 

RelA, c-Rel, and p50, to the more distal NF-κB-binding site 

(NF-κB2) (Fig. S4D). This site was also validated for 

binding RelA in cells treated with IL-1β (Fig. S4E). Thus, 

we confirmed a direct interaction of the transcription factors 

HIF2A, NRF2, and NF-κB with the NLUCAT1 promoter in 

LUAD cells under hypoxic environment. 

Taken together, these data demonstrate that NLUCAT1 

is a large, unstable, hypoxia- and inflammation-sensitive 

nuclear lncRNA regulated by HIF2A, NF-κB, and NRF2 

transcription factors. 

 

Targeted CRISPR-Cas9-mediated invalidation of NLUCAT1 in 

LUAD cells attenuates their oncogenic potential 

To decipher the functional role of NLUCAT1, we devel- 

oped a loss-of-function approach using CRISPR-Cas9- 
mediated deletion of the first three exons in the A549 cell 

line (Fig. 5a). After selection, individual clones were 

screened for the complete deletion of the three alleles (Fig. 

5b), which totally abolished NLUCAT1 transcription, as 

shown by RNA-seq, northern blotting, and RNA- fluorescent 

in situ hybridization (FISH) (Fig. 5a, c, d). The consequences 

of NLUCAT1 knockout were then analyzed on distinct cellular 

processes using several inde- pendent clones. Cell growth was 

slightly but significantly (20%) decreased in NLUCAT1-deleted 

clones (Fig. 6a, b). We also found an increase in the basal 

production of reactive oxygen species (ROS) in NLUCAT1-

deleted cells (Fig. 6c). Cisplatin is part of the standard first-line 

therapy for lung cancer and mediates DNA damage associated 

with mito- chondrial oxidative stress [33, 34]. In this context, 

drug treatment produced 1.5-fold more ROS in NLUCAT1- 

invalidated cells than in their wild-type (WT) counterparts (Fig. 

6c). Accordingly, mitochondrial superoxide production was 

potentiated in deleted clones in the presence of cisplatin 

(Supplementary Fig. S5A). Consequently, loss of NLUCAT1 

expression strongly sensitized A549 cells to cisplatin-induced 

apoptosis visualized by caspase-3 enzymatic assay (Fig. 6d). 

This was reverted by an antioxidant treatment with N-acetyl 
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Fig. 5 CRISPR-Cas9 invalidation of the LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 

locus. a RNA-seq profile of reads mapped on the LUCAT1/Lnc- 

ARRDC3-1 locus in wild-type (WT) and deleted (DEL) clones of 

A549 cells under hypoxia. An illustration of the strategy used for 

CRISPR-Cas9-mediated genomic deletion of the exon 1–3 region of 

the LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 locus is shown (gRNA: Cas9 RNA 

guide). b PCR analysis of the 1.7 kb genomic deletion in two WT and 

two DEL clones of A549 cells. c Northern blotting analysis of 

NLUCAT1 10 kb transcript expression in two WT and two DEL 

clones of A549 cells under normoxic or hypoxic conditions using a 

[32P]-labeled exon 6 cDNA probe. d Single-molecule RNA-FISH of 

NLUCAT1 and NEAT1 in WT and DEL clones of A549 cells under 

hypoxic conditions. Scale bar corresponds to 5 µm 

 

cysteine (NAC) (Fig. 6d). Accordingly, NLUCAT1-deleted 

cells were more sensitive to ROS-dependent apoptosis 

induced by hydrogen peroxide or menadione (Supplementary 

Fig. S5C). In addition, NLUCAT1 invalidation slowed down 

the migratory and invasive properties of A549 cells (Sup- 

plementary Fig. S5B and Fig. 6e). 
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In a recent report, Thai et al. [25] suggested that the 

siRNA-mediated knockdown of the short LUCAT1 isoform 

SCAL1/LUCAT1:4 alters cell viability in the presence of 

cigarette smoke extract. We showed here that this minor 

isoform is cytosolic (Supplementary Fig. S6A) and con- 

firmed that it is sensitive to two distinct siRNAs, whereas 

the major large nuclear NLUCAT1 transcript is not affected 

by this treatment (Supplementary Fig. S6B). Moreover, in 

our hands, siRNA-mediated inhibition of SCAL1/ 

LUCAT1:4 had no impact on cell proliferation as well as on 

cisplatin-induced oxidative stress and apoptosis (Supple- 

mentary Fig. S6C, D, E). Furthermore, the stable re- 

expression of LUCAT1:4 in CRISPR-Cas9-deleted A549 

clones showed no significant effect on cell proliferation, 
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Fig. 6 NLUCAT1 knockout affects proliferation, ROS production, 

cisplatin sensitivity, and invasion of LUAD cells. Effect of NLUCAT1 

invalidation on: a cell proliferation: cells were plated (250,000/well) in 

triplicate and counted at the indicated times. Data are means ± SD from 

two individual WT and two individual CRISPR-Cas9 DEL clones of 

A549 cells, and are representative of three independent experiments. b 

Percentage of cells in S phase: cells were plated (250,000/well), 

incubated for 48 h to reach exponential growth and pulsed for 4 h with 

BrdU. Cells were labeled with anti-BrdU and nuclei were counter- 

stained with DAPI. Data are expressed as percentage of BrdU-positive 

cells determined in four independent microscope fields. Data are 

means ± SD from five WT and five DEL clones of A549 cells, and are 

representative of three independent experiments. c ROS production: 

48 h after plating, cells (200,000) were treated or not with 20 μM 

cisplatin for 24 h, then labeled with fluorescent CM-H2DCF-DA probe 

and analyzed by cytometry for intracellular ROS production as indi- 

cated in the Materials and Methods. Data are means ± SE from four 

independent experiments performed on three WT and three DEL A549 

clones. d Caspase activity: 48 h after plating, cells (200,000) were 

treated or not with 20 μM cisplatin for 48 h in the presence or absence 

of NAC (1 mM), then lysed and analyzed for caspase-3/7 activity as 

indicated in the Materials and Methods. Data are means ± SE from 

three independent experiments performed on three WT and three DEL 

A549 clones. e Cell Invasion: cells (50,000) from WT or DEL clones 

were seeded in serum-free medium in the upper chambers of Matrigel- 

coated inserts and attracted in the lower chambers with medium con- 

taining 10% FCS and 5 ng/ml EGF. After 24 h, invading cells were 

scored. Data are means ± SD from two independent experiments per- 

formed on three WT and three DEL A549 clones. Statistically sig- 

nificant differences are indicated (*p < 0.05, **p < 0.01) 

  ROS production, and caspase-3 activity (Supplementary   

Fig. S7). 

Taken together, these data clearly indicate that the major 

large nuclear NLUCAT1 isoform promoted an aggressive 

phenotype in LUAD, affecting the proliferative, cell survi- 

val, and invasive properties of tumor cells. 

 

  Impact of NLUCAT1 invalidation on the 

transcriptome of A549 cells 

To gain further insight in the molecular mechanisms con- 

trolled by NLUCAT1, we performed transcriptomic profil- 

ing and we identified 354 genes for which the expression 

was significantly altered in NLUCAT1-deleted cells com- 

pared with WT clones (Fig. 7a and Supplementary Table 

S4). These genes were mainly (63%) repressed in 

NLUCAT1-deleted cells. According to our functional stu- 

dies, gene annotation indicated that the modulated genes 

were significantly associated with Gene Ontology terms 

such as proliferation, invasion, apoptosis, inflammatory 

response, and oxidative stress (Fig. 7a, right panel). 

We further validated a subset of 28 genes in independent 

experiments by qPCR (Supplementary Fig. S8A). Impor- 

tantly, these genes were neither modulated by LUCAT1:4 

RNAi in A549 cells nor by its stable re-expression in 

CRISPR-Cas9 LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 locus-deleted 

clones (Supplementary Fig. S8B, C), demonstrating that 

the loss of short LUCAT1:4 variant expression was not 

involved in the gene signature alteration observed in the 

NLUCAT1 locus-deleted clones. 

Among the 354 genes altered by NLUCAT1 deletion, 

187 were dysregulated both in normoxic and hypoxic 

conditions (Fig. 7b). Although the global hypoxic response 

appeared largely unaffected by NLUCAT1 invalidation 

(Fig. 7b), the transcriptome of NLUCAT1-deficient cells 

revealed repressed gene networks predicted to be controlled 

by the HIFIA, NRF2, and NF-κB transcription factors (Fig. 

7c), suggesting that NLUCAT1 could exert a positive 

feedback on these pathways. Accordingly, concerning 

HIF1A, we identified 52 hypoxia-regulated genes that were 

altered by NLUCAT1 invalidation (Supplementary Fig. 

S9A). Most of these genes were upregulated under hypoxic 

conditions in WT cells and markedly repressed in deleted 

cells (Supplementary Fig. S9B, C). Among these, we 

notably found the well-known hypoxia-regulated gene CA9 

and the glucose transporter GLUT3 (SLC2A3) (Supple- 

mentary Fig. S9C). 

As NLUCAT1 knockout favored ROS production and 

cisplatin-induced ROS-dependent apoptosis (Fig. 6c, d and 

Supplementary Fig. S5A, C), we focused more specifically on 

NRF2, which is crucial for the maintenance of oxidative 

homeostasis through both  hypoxia  and  redox  signaling 

[31, 35]. Among the NRF2- and/or cisplatin-regulated gene 

networks, we identified four genes that were downregulated in 

NLUCAT1-knockout cells: ALDH3A1 (aldehyde dehy- 

drogenase 3A1), GPX2 (glutathione peroxidase 2), GLRX 

(glutaredoxin), and PDK4 (pyruvate dehydrogenase kinase 4) 

(Fig. 7d, Fig. S8A, Fig. 8a). Three of these genes products, 

GPX2, GLRX, and PDK4, were upregulated by hypoxia in 

WT cells (Fig. 8a). These enzymes either counterbalance at 

different levels ROS-induced damage to proteins, lipids, and 

DNA, or play a role in chemoresistance [36–40]. 

We demonstrated that the concomitant siRNA-mediated 

knockdown   of   ALDH3A1,   GPX2,   GLRX,    and 

PDK4 significantly increased the production of ROS in 

LUAD cells (Fig. 8b), and consequently the ROS- 

dependent caspase-3 activation induced by cisplatin, 

hydrogen peroxide, or menadione, thus partially mimicking 

the consequences of NLUCAT1 inactivation (Fig. 8c, d). 

These data indicate that the NLUCAT1-dependent reg- 

ulation of these genes in LUAD cells would most likely  

participate in redox signaling and maintenance of oxidative 

homeostasis. 

 

  Discussion 

Many lncRNAs are aberrantly expressed in cancer and are 

involved as regulators at various stages of tumorigenesis 

[41]. Growing evidence supports their involvement in 



 

137  

 

 
 

hypoxia-regulated tumor aggressiveness. Indeed, various 

lncRNAs, including NEAT1, H19, HOTAIR, and Linc-p21, 

are dysregulated in response to different cellular stresses, 

including hypoxia, and contribute to tumor hallmarks [20]. 

In the present study, we identified new “hypoxia- 

lncRNAs”, eight of which were correlated with the hypoxic 

status of LUADs and also modulated by hypoxia in vitro in 

LUAD cell lines. We focused our attention on transcripts 
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Fig. 7 NLUCAT1 invalidation alters A549 cells transcriptome in 

normoxic and hypoxic conditions. a Unsupervised hierarchical clus- 

tering of differentially expressed genes between three WT and three 

DEL clones of A549 cells. The gene expression profiles were deter- 

mined on cells cultured for 24 h in normoxic or hypoxic conditions 

using pan genomic microarrays. The heat map shows the 354 genes for 

which expression is statistically modulated by NLUCAT1 invalidation 

based on a log2(intensity) > 6, an absolute log2(fold change) > 1, and 

an adj. P-value < 0.01. Expression corresponds to log2 intensity fol- 

lowed by median centering. Clustering was performed using a Man- 

hattan distance metric and average linkage. Gene annotation was done 

using the IPA software. b Venn diagrams comparing the distribution of 

genes that are (i) altered by NLUCAT1 deletion under normoxia or 

hypoxia (n = 354), or (ii) regulated by hypoxia in WT and/or DEL 

cells (n = 400, log2(intensity) > 6, an absolute log2(fold change) > 1, 

and an adj. P-value < 0.05). c Heatmaps of predicted upstream 

regulators for the comparison DEL vs. WT in normoxic or hypoxic 

conditions. The red arrow indicates an inhibition of NRF2-regulated 

transcripts. d Two examples of the most significant IPA NRF2- and 

cisplatin-regulated gene networks altered by NLUCAT1 invalidation. 

Genes repressed or upregulated in the signature are indicated in green 

and red, respectively. Orange and blue indicate activation or inhibition 

of the pathway, respectively 

 
 

from the LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 locus, because (i) the 

signals detected by the multiple microarray probes indicated 

that this was the best candidate upregulated  by hypoxia   

in vivo and in vitro, (ii) it was validated as a “hypoxia- 

lncRNA” in LUAD and LUSC TCGA cohorts, and (iii) its 

expression was associated with lower OS. 

Short-read RNA-seq profiling combined with de novo 

transcript-reconstruction software has provided a first draft 

of the lncRNA world, but this characterization remains 

largely incomplete [42–45]. Despite curation of cDNAs 

and Expressed Sequence Tags (ESTs) mainly through 

GEN- CODE annotations [46, 47], information regarding 

tran- script structure, in particular splice junctions and 

boundaries, lacks precision. The LUCAT1 locus-associated 

transcripts represent a good example of the complexity of 

the lncRNA annotation situation. The LNCipedia database 

proposes 25 possible transcripts, annotated LUCAT1:1–

1:25 [48]. Only one transcript has been func- tionally 

annotated so far and corresponds to the 890 nt lncRNA 

named LUCAT1:4/SCAL1 [25]. We first fully 

characterized the sequence, structure, and subcellular loca- 

lization of the different transcript(s) produced from the 

LUCAT1/Lnc-ARRDC3-1 locus. 

Our data confirmed the existence of the LUCAT1:4/ 

SCAL1 transcript in LUAD cells, but they clearly show that 

this represents a minor transcript product in terms of 

abundance, in both basal and hypoxic conditions. The major 

transcript corresponds to a large nuclear  transcript  of 

9807 nt with a distinct exon structure and boundaries when 

compared with the 25 transcripts previously annotated so 

far. We thus propose the name NLUCAT1 (which may be 

also temporally annotated LUCAT1:26), but it appears to be 

critical in the future to curate most of the transcripts 

annotated in the different databases. 

Cancer development is a complex multistep process in 

which hypoxic, inflammatory, and oxidative stress respon- 

ses are interconnected, notably because of significant cross- 

talk between the HIF, NF-κB, and NRF2 transcription 

factors [49, 50]. Inflamed tissues frequently present highly 

hypoxic regions, and vice versa, which results in ROS 

production [51]. HIF signaling is intricately linked to that of 

NF-κB during hypoxic inflammation and oxidative stress 

activates NRF2 and NF-κB, as well as HIFs, in non-hypoxic 

conditions [30, 49, 52–56]. In this context, NLUCAT1 

appears to be at the crossroad of these pathways, both by its 

transcriptional regulation and by its functional role. Indeed, 

we showed that in addition to being a “hypoxia-linc,” 

NLUCAT1 is also induced by NF-κB-dependent IL-1β 

proinflammatory signal. Furthermore, we demonstrated that 

the hypoxia-dependent upregulation of NLUCAT1 is at 

least in part dependent on NRF2 transcription factor. These 

data are supported by a previous study showing that NRF2 

mediates the cigarette smoke-induced expression of 

LUCAT1:4/SCAL1 short variant in airway epithelial cells 

[25]. In addition, LUCAT1:4/SCAL1 is repressed by RNAi- 

mediated silencing of NRF2 in A549 cells and the LUCAT1 

transcripts were found to be associated with the mutation 

status of KEAP1 and NRF2 in LUADs and LUSCs, 

respectively [57, 58]. 

Functional annotations of gene signature alterations 

associated with NLUCAT1 loss-of-function revealed 

repressed gene networks controlled by the HIF, NRF2, and 

NF-κB transcription factors, suggesting that the NLUCAT1 

transcript may exert a positive feedback on these pathways 

by a mechanism that remains to be elucidated. 

Platinum-based therapy is the first-line treatment for the 

majority of NSCLC patients. The cytotoxic effects of cis- 

platin are mainly mediated by DNA-damage response but 

also by mitochondrial oxidative stress [33, 34]. However, 

resistance to these chemotherapies is frequent and increas- 

ing evidence indicates that local tumor conditions, including 

a hypoxic microenvironment, may be involved [59]. We 

showed that NLUCAT1 expression is increased in hypoxic 

conditions. This observation is consistent with the increased 

expression of LUCAT1 observed in a cisplatin-resistant 

human ovarian carcinoma cell line [60]. In addition, we 

showed that targeted deletion of NLUCAT1 decreased cell 

proliferation and invasion, while increasing oxidative stress- 

dependent sensitivity to cisplatin-induced apoptosis. By 

contrast, and contrary to a previously published report using 

an siRNA-based approach [61], we found that the short 

variant LUCAT1:4/SCAL1 was unable to affect these 

parameters. Altogether, our dataset strongly suggests that 

NLUCAT1 is a member of the expanding family of 
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lncRNAs such as HOTAIR, UCA1, and H19 that are 

involved in platinum-based cancer drug resistance [62, 63]. 

We then focused on four genes of the NRF2- and/or 

cisplatin-regulated networks, all of which were 

downregulated in NLUCAT1-deleted cells, and which 

participate in drug-resistance mechanisms or redox signal- 

ing and maintenance of oxidative homeostasis to protect 

cells from ROS-mediated damage. In this context, GPX2 



 

140  

 

Fig. 8 Concomitant knockdown of ALDH3A1, GPX2, GLRX, and 

PDK4 partially mimics NLUCAT1 invalidation. a Western blotting 

analysis of ALDH3A1, GPX2, GLRX, and PDK4 expression in A549, 

WT, and DEL clones in normoxia or hypoxia. HSP60 was used as a 

loading control. b, c Effect of the concomitant RNA interference of 

ALDH3A1, GPX2, GLRX, and PDK4 on cisplatin-induced ROS 

production and caspase activity. A549 cells were plated and trans- 

fected 24 h later with 5 nM each of ALDH3A1, PDK4, GPX2, and 

GLRX siRNA or 20 nM non-relevant si-NC. Forty-eight hours after 

transfection, cells were treated or not with 20 μM cisplatin in the 

presence or absence of NAC (1 mM) for 24 h, after which ROS pro- 

duction and caspase-3/7 activity were assessed. Data are means ± SD 

of duplicates from two (ROS) or six (caspase) independent experi- 

ments, respectively. d Effect of the concomitant RNA interference of 

ALDH3A1, GPX2, GLRX, and PDK4 on caspase activity induced by 

oxidative stress: 48 h after transfection, cells were treated or not with 

1 mM H2O2 or 100 μM menadione for 24 h, then lysed and analyzed 

for caspase-3/7 activity. Data are means ± SD of duplicates from three 

independent experiments. e, f Efficiency of concomitant RNA inter- 

ference for ALDH3A1, PDK4, GPX2, and GLRX (5 nM of each) was 

analyzed for transcript and protein expression 48 h after transfection. 

Statistically significant differences are indicated (*p < 0.05, **p < 

0.01) 

 

catalyzes the reduction of hydrogen peroxide in the cyto- 

plasm, while glutathione is oxidized to glutathione disulfide 

[36], thus protecting against ROS-dependent  apoptosis 

[64, 65]. GLRX exerts its protective role against oxidative 

stress through the reduction of protein oxidation called 

deglutathionylation [37, 66]. GLRX is, notably, known to 

protect epithelial cells from oxidative damage via the pre- 

vention of AKT glutathionylation [37, 66]. Accordingly, 

GLRX downregulation could participate in the repression of 

an AKT-regulated pro-survival network in NLUCAT1- 

deleted cells (Fig. 7c). Our third candidate, ALDH3A1, 

neutralizes highly reactive lipid peroxidation-derived alde- 

hydes and attenuates ROS-mediated protein modification 

and  genotoxin-induced  DNA  damage  and  apoptosis  

[38, 67, 68]. Interestingly, high expression of ALDH3A1 in 

cancer has been associated with regulation of cell pro- 

liferation and drug resistance to ROS-dependent cyclopho- 

sphamide- and 5-fluorouracil-mediated cell death [68, 69]. 

Finally, PDK4, one of the four PDK family members, may 

favor the metabolic switch to aerobic glycolysis and che- 

moresistance in cancers via inhibition of the pyruvate 

dehydrogenase complex [39, 40]. Knockdown or inhibition 

of PDK4 reduced cell migration and invasion, while 

increasing sensitivity to 5-Fluorouracil or cisplatin in colon 

and/or bladder cancer cells, confirming this pro-tumorigenic 

function [39, 40, 70]. 

In agreement with these important cancer-associated 

functions, we demonstrated that the concomitant knock- 

down of these four genes in LUAD cells increased ROS- 

dependent apoptosis, thus partially mimicking the con- 

sequences of NLUCAT1 inactivation. 

Taken together, these data suggest that dysregulation of 

redox signaling in NLUCAT1-deleted LUAD cells may be 

likely to result from an adaptation to overcome the lack of 

expression of NLUCAT1, which could slow proliferative 

and invasive properties, and sensitize cancer cells to ROS- 

dependent apoptosis. 

Further experiments are required to fully characterize 

the underlying molecular mode of action of NLUCAT1 in 

LUAD. LUCAT1:4 short isoform has been proposed to 

favor cell cycle progression through epigenetic silencing 

of p21 and p57 cyclin-dependent kinase inhibitors due to 

its association with the histone methyltransferase PRC2 

(polycomb repressive complex 2) [61]. This putative 

function is not consistent with our data, since in our 

hands NLUCAT1 appeared rather as a negative regulator 

of PRC2 signaling, as indicated in our transcriptomic 

analyses with a significant positive z-score association for 

EZH2 (functional enzymatic component of PRC2) in 

NLUCAT1-deleted cells (Fig. 7c). Moreover, although a 

large set of LincRNAs has been proposed to guide 

chromatin-modifying complexes, notably PRC2, to spe- 

cific genomic loci to regulate gene expression [71], recent 

evidence has questioned this link, notably through the 

demonstration of  PRC2  promiscuous   RNA   binding 

in vitro [72, 73]. Of note, the transcriptional repression 

induced by HOTAIR is not dependent on PRC2 as pre- 

viously postulated [74]. LncRNA loci can, however, also 

influence the expression of neighboring genes in cis and 

some can function as enhancers, termed eRNAs, stimu- 

lating gene transcription by serving as the cis-regulator 

[75, 76]. Histone marks obtained from ChIP-sequencing 

assays on A549 cells of the ENCODE project indicate 

that NLUCAT1 is transcribed from regulatory regions 

enriched for H3K4me1 (mono-methylation of lysine 4 of 

the H3 histone protein) and H3K27ac (acetylation of 

lysine 27 of the H3 histone protein) marks (not shown) 

that are predominant histone modifications found at 

nucleosomes around enhancer elements. We found that 

CRISPR-Cas9-mediated deletion of the NLUCAT1 TSS 

region slightly repressed the expression of its neighbor- 

ing gene ARRDC3 in normoxic condition but not under 

hypoxia. This does not support an eRNA-mediated mode 

of action but rather suggests that the deletion of a specific 

DNA regulatory element located in the vicinity of 

NLUCAT1 TSS influences the basal expression of 

ARRDC3. 

In summary, we provide evidence that NLUCAT1 is a 

new hypoxia- and inflammation-driven large nuclear 

lncRNA in LUAD. Targeted deletion of NLUCAT1 using a 

CRISPR-CAS9 strategy in the A549 cell line revealed a 

decrease in proliferative and invasive properties, an increase 

in oxidative stress, and a higher sensitivity to cisplatin- 

induced apoptosis, demonstrating that NLUCAT1 repre- 

sents a novel coordinator of the hypoxic, inflammatory, and 

antioxidant responses in LUADs. 
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Material and methods 

Cell culture and siRNA transfection 

The A549, H1975, and H2228 human LUAD cell lines were 

obtained from ATCC (Rockville, MD). Cells were grown in 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 

10% fetal bovine serum (Dominique Dutscher, Brumath, 

France). A triple gas incubator set at 1.2% oxy- gen, 94% 

nitrogen, and 5% carbon dioxide was used for hypoxic 

conditions. Cell lines were authenticated by PCR- single-

locus technology (Eurofins, Ebersberg, Germany) and are 

routinely tested for mycoplasma contamination. 

ON-Targetplus siRNAs (for NRF2, PDK4, GPX2, 

GLRX, ALDH3A1, HIF1A, HIF2A, LUCAT1:4, and 

negative control) were purchased from Dharmacon 

(Lafayette, CO). Two distinct siRNAs were used for each 

gene (Supplementary Table S5). Cells were plated and 

transfected 24 h later at 30–50% confluency, with siRNAs 

(5–10 nM), using LipofectaminTM RNAiMAX reagent 

according to the manufacturer’s procedure (Thermo Fisher 

Scientific, Courtaboeuf, France). 

 

Local  LUAD patient cohort used for transcriptomic profiling 

Fifty-seven LUAD patients hospitalized between 2004 and 

2010 at the Pasteur Hospital (Departments of Pulmonary 

Medicine and Thoracic Surgery, CHU de Nice, France) 

were enrolled in this study. The diagnosis of LUAD was 

based on examination of all tumor specimens using the 

seventh pTNM classification and on the last histological 

classification of NSCLC. Written informed consent was 

obtained from participants after explaining the nature of the 

study, which was approved by the research ethics board of 

the Nice University hospital and was performed according 

to the guidelines of the Declaration of Helsinki. The main 

clinical and pathological data are summarized in Supple- 

mentary Table S1. Eleven normal lung tissue specimens 

were taken from areas at standard distance (3 cm) from the 

same cohort of patients. 

 

Microarray hybridization and statistical analyses 

Transcriptomic analyses of LUAD samples and A549 cells 

were performed on SurePrint G3 Human Gene Expression 

v2 8 × 60 K microarrays from Agilent Technology (Love- 

land, CO, USA) as previously described [77]. 

Data analyses were performed using R. We used the 

Bioconductor package array QualityMetrics and custom R 

scripts for quality control. Additional analyses were done 

using Bioconductor package Limma. Data were normalized 

using the quantile method. A linear modeling approach was 

used to calculate log ratios, moderated t-statistics, and P- 

values for each comparison of interest. P-values were 

adjusted for multiple testing using the Benjamini–Hochberg 

method that controls the false discovery rate. 

First, we isolated lncRNAs that are differentially 

expressed between 57 LUAD samples and 11 peritumoral 

healthy lung tissues (Dataset 1). LUAD hypoxic status was 

determined a posteriori based on a selection of 27 genes 

extracted from a hypoxia-derived metagene signature [24] 

using a score corresponding to the number of genes with a 

fold change > 2 compared with the mean average expression 

in healthy tissues (from 0 to 27: 0–9: “no”; 10–18: “inter- 

mediate”; 19–27: “high” hypoxic). A principal component 

analysis strategy using this hypoxic score was then per-  

formed to calculate the correlation between hypoxia and the 

log-transformed gene expression values of each probe, as 

previously described [78]. Spearman’s rank correlation was 

applied and probes were ranked according to p-values. 

Two biological replicates were performed for compar- 

ison of A549 cells cultured in normoxic and hypoxic con- 

ditions (Dataset 2). 

For NLUCAT1 WT and -deleted A549 clones, three 

distinct clones of each phenotype cultured in normoxic or 

hypoxic conditions were compared (Dataset 5). Enrichment 

in biological themes (Molecular function, Upstream reg- 

ulators, and canonical pathways) and biological networks 

analysis were performed using Ingenuity Pathway Analysis 

software (http://www.ingenuity.com/). Hierarchical cluster- 

ings were performed with the MultiExperiment Viewer 

(MeV) program version 4.9, using a Manhattan distance 

metric and average linkage. 

 

TCGA dataset analyses 

We used LUAD and LUSC datasets from TCGA. RNA-seq 

and survival data were available for 522 and 504 patients, 

respectively (Supplementary Table S3). RNA-seq data were 

normalized using the Bioconductor package DESeq2. The 

hypoxic status for each sample was determined using the 

same method as for the local cohort. Patients were separated 

into high-, intermediate-, and no hypoxic status groups. 

Survival curves were generated using the Kaplan–Meier 

method and significance was assessed  using  the  log-  rank 

test. 

 

RNA extraction and gene expression analyses by qPCR, RT-

PCR, and northern blotting 

Total RNAs were isolated with TRIzol® reagent (Thermo 

Fisher Scientific) or RNAeasy kit (Qiagen, Hilden, Ger- 

many) according to the manufacturer’s instructions. Gene 

expression was measured by qPCR as previously described 

[79] (Supplementary Table S6). For standard

http://www.r-project.org/
http://www.bioconductor.org/
http://www.ingenuity.com/
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RT-PCR, genes were amplified by GoTaq DNA poly- 

merase (Promega, Madison, WI, USA) using 100 ng cDNA 

and analyzed on agarose gels. All primer sequences 

corresponding to the different genes analyzed are in 

Supplementary Table S7. Northern blotting were done with 

20 µg of total RNAs and quantified on a Fujifilm FLA-5100 

phosphorimager. 

 

Subcellular fractionation 

Cytosolic and nuclear fractions were prepared as previously 

described [80], and cytosolic and nuclear RNAs were 

extracted with TRIzol® and TRIzol®LS reagents (Thermo 

Fisher Scientific), respectively. 

 

Single-molecule RNA fluorescence in situ hybridization 

LncRNA-FISH was performed using RNAscope Multiplex 

Fluorescent assays (Advanced Cell Diagnostics, Hayward, 

CA) according to the manufacturer’s protocol. Two distinct 

sets of short oligonucleotide probes were designed for 

NLUCAT1: (i) a specific NLUCAT1 probe-set targeting the 

3575–5860 sequence in the exon 5, and (ii) a probe-set 

targeting the full-length NLUCAT1 sequence (9807 bp) that 

detects NLUCAT1 and also the short LUCAT1:4 variant. 

Commercially available human NEAT1 and bacterial dapB 

probe sets were used as positive and negative controls, 

respectively. 

 

Chromatin immunoprecipitation 

ChIP was performed using the iDeal ChIP-qPCR kit from 

Diagenode (Belgium) according to the manufacturer’s 

protocol. Briefly, cells were exposed to hypoxia (1% O2) or 

IL-1β (20 ng/ml) and then cross-linked with ChIP cross-link 

Gold reagent (Diagenode) for 30 min and 1% formaldehyde 

for 15 min. Cross-linking was stopped with 0.125 M gly- 

cine. Cells were collected by scrapping, lysed at 4 °C, and 

resuspended in shearing buffer iS1b containing protease 

inhibitor cocktail. After sonication using the Bioruptor 

(Diagenode) to yield DNA fragments of 200–1000 bp, 

lysates were cleared by centrifugation  at  16,000 × g for 10 

min. For each immunoprecipitation assay, lysates cor- 

responding to 4 × 106 cells were incubated with 5 μg of 

rabbit antibodies pre-adsorbed on Diamag protein A-coated 

magnetic beads and incubated overnight at 4 °C with 

rotation. 

After washing and proteinase digestion, the immuno- 

precipitates were de-cross-linked 15 min at 100 °C and 

genomic DNA was purified. The primers used for the 

amplification of the NLUCAT1 promoter are listed in Sup- 

plementary Table S8. 

  

 

CRISPR-Cas9-mediated invalidation of NLUCAT1 

The sequence targeted for CRISPR-Cas9 genome mod- 

ification was identified using the online design tool (http:// 

crispr.mit.edu/). Two single-guide RNAs (sgRNAs) were 

selected: gRNA1, located 172 bp upstream of the TSS of 

NLUCAT1, and gRNA2, located in intron 3, 1518 bp 

downstream of the TSS. Sense and antisense oligonucleo- 

tides were synthesized containing the gRNA sequence, an 

additional  5′-end  guanine  nucleotide  and  the  BbsI over- 

hangs (Supplementary Table S9). The annealed sgRNAs were 

ligated into the BbsI-digested pSpCas9(BB)-2A-Puro 

(pX459) V2.0 plasmid (Adgene, Cambridge, MA). Inserts 

were sequenced for final validation. A549  cells  (1.8 × 106)  

were  reverse  transfected  with 7.5 µg each of pX459-

gRNA1 and pX459-gRNA2 con- structs using Lipofectamine 

LTX® reagent (Thermo Fisher Scientific), according to the 

manufacturers’ procedures. Selection with puromycin (2 

µg/ml) was performed 24 h after transfection for at least 48 h. 

Cells were then cloned by serial dilution and amplified 

individual clones were screened for complete tri-allelic 

deletion on 50 ng genomic DNA using three qPCR assays 

(Supplementary Table S10). 

 

RNA sequencing 

Solid protocol (Dataset 3) 

Two micrograms of total RNAs from normoxic or hypoxic 

A549 cells were depleted from ribosomal RNA with the 

Ribo-Zero™ rRNA removal kit (Epicentre, Madison, WI) 

and libraries were processed following the NEBNext® 

mRNA Library Prep Set for SOLiD™ (New England Bio- 

labs, Ipswich, MA), then amplified, quantified with the 

Bioanalyzer High Sensitivity DNA Kit (Agilent), and 

sequenced on SOLiD 5500XL (Thermo Fisher Scientific) 

with single-end 50 bp reads. Reads were aligned to the 

human genome release hg19 with the LifeScope software 

v2.5.1 (Thermo Fisher Scientific) using whole tran- 

scriptome pipeline for RNA‐seq libraries with default 

parameters. 

Illumina protocol (Dataset 4) 

Libraries were generated from 500 ng of total RNA from WT 

and CRISPR-Cas9-deleted A549 clones in hypoxic 

conditions using the TruSeq Stranded Total RNA Library 

Prep kit (Illumina, San Diego, CA) according to the man- 

ufacturer’s instructions. Libraries were then quantified with a 

KAPA library quantification kit (Roche, Basel, Switzer- 

land) and pooled. Four nanomoles of this pool were loaded 

onto a high-output flowcell and sequenced on a NextSeq500 

sequencer (Illumina) with 2 × 75 bp paired-end chemistry. 

Reads were aligned to the human genome release hg19 using 

STAR v2.4.0a with default parameters.

http://crispr.mit.edu/
http://crispr.mit.edu/
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Cloning procedures and stable lentiviral transduction 

The short 890 nt LUCAT1:4 variant (NR_103548) was 

synthesized as a gBlock® double-stranded DNA fragment 

(Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium) and 

ligated into the pLJM1 vector (Addgene) between AgeI and 

EcoRI sites. 

Lentiviral particles were produced in 293TN cells using 

the pPACKH1 HIV Lentivector Packaging Kit (System 

Biosciences, Palo Alto, CA) with Lipofectamine LTX Plus 

reagent according to manufacturers’ procedures. The lenti- 

viral particles were then collected, mixed with PEG-it virus 

precipitation kit (System Biosciences), and concentrated 

100-fold. Titration of lentiviral particles was performed on 

HELA cells using the Global UltraRapid™ Lentiviral Titer 

Kit (System Biosciences). 

A549 cells (8 × 105) were transduced with pLJM1- 

LUCAT1:4 lentiviral particles (multiplicity of infection 5) 

in DMEM containing 8 µg/ml polybrene. Cells were kept 

under puromycin selection (2 µg/ml) 48 h after transduction 

until only transduced cells remained. 

 

ROS and superoxide production 

ROS and superoxide were measured by flow cytometry with 

the cell permeant 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(CM-H2DCF-DA) and mitoSOX™ red fluorescent probes, 

respectively (Thermo Fisher Scientific). Cells were incu- 

bated in the dark with 5 µM CM-H2DCF-DA or mito- 

SOX™ red in Hank’s buffered salt solution for 45 min at 37 

°C, trypsinized, washed twice, and detection of oxidized 

highly fluorescent 2’,7’-dichlorofluorescein or mitoSOX™ 

red was performed on a flow cytometer (LSR II Fortessa, 

BD Biosciences) using excitation wavelengths of 488 nm 

and 510 nm, respectively (emission 525 nm and 580 nm, 

respectively). 

 

Caspase assays 

The activation of executioner caspase-3 in A549 cells was 

determined with the Caspase-Glo 3/7 Assay kit (Promega) 

according to the manufacturer’s instructions. Cells were 

lysed in passive lysis buffer and the protein concentration 

determined using the Pierce™ BCA Protein Assay kit 

(Thermo Fisher Scientific). Cell lysates (5 μg of proteins) 

were incubated with the caspase substrates and lumines- 

cence was quantified after 30 min and normalized to the 

amount of proteins. 

Migration and invasion assays 

Boyden’s chamber assays were performed as described 

previously [81]. Invasion was assessed using a commer- 

cially available 24-well BioCoat Matrigel Invasion Cham- 

ber (BD Biosciences). 

Statistical analyses 

All experimental samples were included in the final ana- 

lyses. Unless indicated otherwise, all data were repre- 

sentative of at least two independent experiments and 

expressed as means ± SD. Before statistical analysis, data 

were checked for normal distribution (Shapiro–Wilk’s test) 

and comparable variance (F-test for equality of variances for 

data with normal distribution). Comparisons between two 

groups of normally distributed data with equal variances 

were performed using the unpaired two-sided Student’s t- 

test. Differences were considered statistically significant at p 

< 0.05. Sample size (n), statistical tests, and p-values are 

indicated in the figure legends. 

 

Antibodies 

For ChIP experiments, rabbit anti-HIF-2α (ab199) was from 

Abcam (Cambridge, UK), normal rabbit IgG and rabbit anti-

NRF2 (D179C-XP) were from Cell Signaling Tech- nology 

(Danvers, MA, USA), and rabbit polyclonal anti- dodies to 

RelA (sc-372), NF-κB p50 (sc7178x), and c-Rel (sc-71 ×) 

were from Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 

Germany). For western blotting analyses, goat polyclonal 

antibody to Hsp60 (sc-1052) and mouse monoclonal anti- 

bodies to GLRX (sc-293250) and ALDH3A1 (sc-376089) 

were purchased from Santa Cruz Biotechnology. Anti- 

PDK4 (AP7041B) was from Abgent (San Diego, CA, USA) 

and anti-GPX2 (GTX100292) from GeneTex (Irvine, CA, 

USA). Secondary horseradish peroxidase-conjugated anti- 

bodies were from Dako (Copenhagen, Denmark). 

 

Data availability 

The experimental data from microarray and RNA sequen- 

cing have been deposited in the NCBI Gene Expression 

Omnibus (GEO) database under SuperSerie GSE117049 

containing 5 distinct datasets. 
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Discussion et perspectives 

 

Identification de NLUCAT1, un hypoxa-lnc biomarqueur de l’agressivité des 

adénocarcinomes pulmonaires (ADC). 

De nombreux exemples démontrent d’ores et déjà le lien entre la dérégulation des 

lncARNs et différents processus de tumorigenèse. Les différentes analyses 

transcriptomiques de biopsies provenant de la cohorte locale du CHU de Nice et de cellules 

d’ADC cultivées au laboratoire ont mis en évidence une signature de lncARNs dérégulés 

dans les cancers. Parmi ces lncARNs, certains sont particulièrement corrélés à l’hypoxie, un 

marqueur de l’agressivité des CBNPC in vivo et in vitro et font de ces molécules des 

marqueurs pronostics ou de nouvelles cibles thérapeutiques d’intêret.  

Parmi ces lncARNs candidats, nous nous sommes focalisés sur les transcrits du locus 

LUCAT1 qui est fortement corrélé à l’hypoxie et à un mauvais prognostic dans les 

adénocarcinomes suggérant son rôle de biomarqueur des ADC agressifs.   

L’induction des lncARNs du gène LUCAT1 par l’hypoxie est liée à différents facteurs de 

transcription activés par l’hypoxie, HIF2, NRF2 et NF-κB. Ces facteurs de transcription sont 

impliqués dans la progression tumorale et font l’objet de nombreuses recherches cliniques 

dans le traitement du cancer 395–397. Les lncARNs LUCAT1, en aval de ces facteurs de 

transcription, semblent ainsi être des cibles thérapeutiques intéressantes et leurs 

caractérisations fonctionnelles et mécanistiques suscitent un grand intêret.  

Les progrès des outils de prédiction de séquences et les techniques de séquençage à 

haut débit a permis de déterminer l’existence de 25 isoformes du transcrit LUCAT1 

répertoriés dans la base de données LNCipédia (https://lncipedia.org/). La caractérisation 

des différentes isoformes du locus par séquençage d’ARNs a été confrontée à différentes 

limitations technologiques. Les lncARNs sont des transcrits riches en séquences répétées et 

les techniques de séquençage d’ARN de type « short read » séquencent uniquement des 

fragments de 75pb qui s’alignent difficilement sur le génome de référence dans le cas des 

lncARNs. Actuellement des techniques de « long reads » permettraient de lever une partie 

des biais technologiques en séquençant des fragments plus longs voir le transcrit en entier 

398. Nous avons toutefois réalisé la caractérisation structurale des isoformes du locus 

LUCAT1 par des approches de RT-PCR et Northern Blot. Nous avons discriminé deux 

isoformes, NLUCAT1 « Nuclear LUCAT1 » une isoforme majoritaire de 10kb et 

SCAL1/LUCAT1 une isoforme cytosolique minoritaire de 0,9kb. SCAL1 (Smoke and Cancer 

Associated LncRNA 1) fait déjà l’objet de différentes publications et est induit par des extraits 

https://lncipedia.org/
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de cigarettes dans différents modèles de lignées cellulaires de CBNPC 398. Une étude 

récente publiée après nos travaux associe l’isoforme SCAL1 avec la réduction du stress lié à 

l’oxyde nitrique (NO) dans les cellules pulmonaires 399. L’implication de la petite isoforme du 

gène LUCAT1 et l’induction des transcrits par l’hypoxie laisse supposer un rôle fonctionnel 

dans la régulation du stress oxydatif.  

Implication du transcrit NLUCAT1 dans la régulation du stress oxydatif des cancers 

broncho-pulmonaires  

La caractérisation de la localisation subcellulaire des isoformes nous a permis de 

différencier une isoforme majoritaire nucléaire, NLUCAT1 et une isoforme minoritaire 

cytosolique SCAL1. Afin d’appréhender la fonction de ce gène, nous avons invalidé son 

expression à l’aide du système de « genome editing » CRISPR/Cas9. Le système CRISPR 

(Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats) /Cas9 (CRISPR Associated protein 

9) est un moyen de défense bactérien contre l’attaque de phage et l’intégration d’ADN viral 

401. Ce système d’édition du génome utilisable dans les cellules eucaryotes est devenu en 

quelques années un outil fondamental de génie génétique et utilisé dans le traitement de 

nombreuses pathologies dont les cancers 402. Dans le contexte de l’étude des lncARNs, 

l’utilisation de cet outil reste limité dû notamment à la place des gènes de lncARNs au sein 

des séquences de gènes codants (cf : III. 3. D). Toutefois, dans le cas de l’étude du locus 

LUCAT1, il s’agit d’un lncARN intergénique isolé des gènes à proximité. Afin d’invalider 

l’ensemble des isoformes du transcrit, nous avons excisé les séquences promotrices du 

transcrit ainsi que les 3 premiers exons correspondant à une région d’environ 2 kb et 

permettant une efficacité maximale de coupure par l’enzyme 403.   

Les cellules d’ADC A549 invalidées pour le locus LUCAT1 ont un défaut de prolifération, 

de migration, d’invasion, une production accrue de radicaux libres oxygénés et une 

sensibilité plus importante au cisplatine utilisé comme traitements des ADC agressifs. Ces 

résultats confirment le rôle pro-tumoral des transcrits du locus LUCAT1 dans les ADC.  

Afin de mieux comprendre la fonction des différentes isoformes, nous avons soit 

réexprimé l’isoforme SCAL1 par transduction virale dans les cellules invalidées par 

CRISPR/Cas9, soit réprimé uniquement la petite isoforme cytosolique par transfection de 

siRNA ne pouvant cibler que les transcrits cytosoliques. La réexpression de SCAL1 ou son 

invalidation par siARNs ne diminue pas la prolifération des ADC, ni n’augmente la sensibilité 

au cisplatine ou la production de radicaux libres oxygénés. Actuellement, deux études ont 

été publiées et font état du rôle de LUCAT1 dans la prolifération cellulaire des CBNPC après 

invalidation par siARNs 403,404. Bien que ces résultats confirment les nôtres, l’implication de 
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l’isoforme responsable de ces phénotypes n’a pas été clairement identifiée dans ces 

modèles d’études. La littérature a démontré une efficacité moindre des siRNAs sur les 

lncARNs nucléaires. En effet, le variant RISC-AGO2 impliqué dans les mécanismes 

d’interférence des siARNs sont majoritairement localisés et actifs au sein du cytoplasme 406–

409. Bien que la protéine AGO2 ait été détectée dans le noyau 410–412 et que la dégradation de 

l’ARN nucléaire 7SK par des approches de siARNs ait été rapportée 413, l’efficacité des 

siARNs sur des régions introniques des pré-ARNs ou des ARNm dont la localisation est 

strictement nucléaire reste limitée 408,409. Un consensus concernant la localisation 

subcellulaire du complexe RISC-AGO2 estime que la fraction nucléaire est variable en 

fonction des tissus de même que son activité et son accessibilité. Toutefois, de nombreuses 

études utilisent des siARNs pour réprimer des lncARNs strictement nucléaires tel que les 

lncARNs NEAT1 et MALAT1 par des processus moléculaires inconnus 413,414. Dans nos 

mains, l'utilisation de siARNs réprime quasi-totalement l'expression de SCAL1 mais n’altère 

en aucune façon l’expression de l’isoforme majoritaire nucléaire NLUCAT1.  

En revanche, compte tenu de la taille du variant NLUCAT1 (10kb) et de la présence de 

nombreuses séquences répétées nous n'avons pas réussi à générer un amplicon complet 

afin d'aborder sa caractérisation fonctionnelle par une approche de gain de fonction par 

expression ectopique. De nouvelles approches telles que le CRISPRa (activation) pourraient 

résoudre ces difficultés techniques en utilisant un ARN guide pour recruter des activateurs 

transcriptionnels au niveau des régions promotrices du gène et induire son expression 416. 

Cette approche permettrait d’induire son expression dans un épithélium respiratoire sain, ou 

il n’est pas exprimé, et de déterminer son impact sur l'homéostasie tissulaire et 

éventuellement sur des mécanismes précoces de la tumorigenèse 417. Malheureusement, 

étant donné la faible conservation inter-espèces des lncARNS, nous n'avons pas pu identifier 

d'orthologue murin de NLUCAT1 163 qui nous aurait permis de mieux apréhender sa fonction 

in vivo dans des modèles murins d'ADC induits par l’expression de la forme mutée du gène 

KRAS. 

Par ailleurs, nous avons développé une approche de culture tridimensionnelle de 

sphéroïdes afin de se rapprocher des conditions de croissance tumorale in vivo 418. Nous 

avons confirmé nos résultats obtenus en culture 2D, puisque la croissance des sphéroïdes 

formés à partir de cellules invalidées pour NLUCAT1 est plus faible que celle des sphéroïdes 

issus de cellules non invalidées (Figure 37).  
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Figure 37: NLUCAT1 favorise la croissance de sphéroïdes tumoraux. 

L’invalidation du transcrit NLUCAT1 limite la croissance cellulaire dans un modèle de culture 
tridimensionnelle de sphéroïdes. A. prises de vues en contraste de phase au Cytation 5 (Bioteck). B. 
Mesure du volume des sphéroïdes à 0 et 5 jours pour 10 sphéroïdes par conditions.  
 

Identification de cibles moléculaires potentielles de NLUCAT1 

Afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires mis en jeu lors de 

l’invalidation de NLUCAT1, nous avons analysé le transcriptome de cellules invalidées ou 

non pour le transcrit puis cultivées en normoxie ou en hypoxie. Des analyses d'expression 

différentielle ont mis en évidence 354 gènes impactés par l’invalidation du transcrit. Ces 

gènes participent à différents réseaux d'expression gènique notamment les réseaux de la 

réponse au cisplatine et de la réponse anti-oxydante controlée par NRF2. Parmi ces gènes, 

nous nous sommes focalisés sur 4 gènes : GLRX, GPX2, ALDH3A1 et PDK4 dont 

l’invalidation concomitante par siARNs mime en partie les effets de l’invalidation du transcrit 

NLUCAT1 sur la régulation du stress oxydatif. Ces résultats confirment le rôle de ces gènes 

en tant qu’intermédiaires de la réponse médiée par NLUCAT1.  

Cependant, l'étude du phénotype de cellules invalidées pour NLUCAT1 générées par 

délétion en utilisant le système CRISPR/Cas9 peut présenter des failles. En effet, cette 

approche nécessite de sélectionner des clones de cellules dans lesquelles les 3 allèles du 

gène ont été excisés (la lignée A549 est tri-allélique). Cette sélection prend du temps et peut 

introduire des biais comme la sélection de cellules s'adaptant à l'absence du transcrit 

NLUCAT1. Ces cellules pourraient être résistantes à l’altération de certaines voies de 

signalisation et ne permettraient pas d’appréhender les cibles directes du transcrit 

NLUCAT1. Une nouvelle approche appelée CRISPR interférence (CRISPRi) est développée 
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au laboratoire pour préciser les conséquences à court terme de l'invalidation de NLUCAT1. 

Ce système CRISPRi consiste à recruter, à l’aide de séquences d’ARN guides, un complexe 

répresseur de la transcription sur le promoteur du gène cible. Ce complexe est constitué de 

la fusion d'une forme inactive de l’enzyme Cas9 (dCas9) et des répresseurs transcriptionnels 

KRAB (Krüppel Associated Box) qui méthyle les histones du promoteur cible, et MeCP2 

(Methyl-CpG-Binding Protein 2) qui se lie aux dinucléotides CpG méthylés et recrute des 

histones déacétylases. Après avoir établi des lignées exprimant de façon stable le complexe 

répresseur dCas9-KRAB-MeCP2, les cellules sont transduites pour exprimer des ARN 

guides et les conséquences de la répression du gène cible sont analysées à court terme par 

des analyses transcriptomiques 419.  

Par ailleurs, la détermination des cibles potentielles et intermédiaires moléculaires du 

transcrit NLUCAT1 ne renseigne pas sur le mécanisme d’action du transcrit dans le noyau. 

La caractérisation du mode d’action est donc liée à la recherche des partenaires 

moléculaires par des expériences de précipitations et de co-marquage des différents 

partenaires.  

Recherche des partenaires moléculaires de NLUCAT1  

Considérant la localisation nucléaire de NLUCAT1, nous nous sommes focalisés sur 

la recherche de ses partenaires moléculaires dans le noyau. J'ai mis en place au laboratoire 

la technique de CHART-DNAseq afin d'identifier des sites d’interactions génomiques 

potentiels du transcrit NLUCAT1 à partir d’extraits nucléaires de cellules invalidées ou non 

pour le transcrit NLUCAT1. Nous avons utilisé 16 sondes antisens biotinylées 

complémentaires du transcrit NLUCAT1 et sélectionnées par cartographie à la RNAse H 

(Figure 38AB). Les séquences génomiques co-précipitées avec le transcrit ont été identifiées 

par séquençage ADN puis alignement sur le génome de référence. Les résultats ont mis en 

évidence un enrichissement en séquences génomiques situées en aval du locus LUCAT1 

(Figure 38C). D'autres exemples de la littérature utilisant cette technique rapportent des 

enrichissements de séquences correspondant au gène du transcrit ciblé 420. Cette interaction 

du transcrit avec son locus pourrait être lié au processus de maturation co-transcriptionnel 

moins efficace dans le cas des lncARNs, soit lié au mode d’action de NLUCAT1 qui reste 

fixé à cette séquence génomique et séquestre sur d’autres zones de sa séquence des 

protéines partenaires encore inconnues.  

Afin de déterminer les protéines partenaires du transcrit NLUCAT1, nous avons 

réalisé des expériences de CHART-MS consistant à analyser les protéines co-précipitées 

par spectrométrie de masse. Cependant, le faible niveau d’expression du transcrit ne nous a 
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pas permis de précipiter suffisamment de complexes macromoléculaires pour identifier les 

protéines co-précipitées.  

Nous avons alors réalisé des expériences de RNA pulldown en utilisant une 

séquence  transcrite in vitro et biotinylée correspondant à un domaine de NLUCAT1 situé 

dans l'exon 5 et dont la structure secondaire semble conservée dans différentes analyses in 

silico de modélisation structurale 421,422 . De plus, ce domaine riche en structures tiges-

boucles pourrait présenter des sites de liaison pour diverses ribonucléoprotéines. Des 

protéines co-précipitées avec ce domaine ont été identifiées par spectrométrie de masse 

puis validées par immunoprécipitation d'ARN (RIP). Des études fonctionnelles sur ces 

protéines partenaires restent à réaliser afin d’appréhender le mode d’action du transcrit 

NLUCAT1 ou le rôle de certaines de ces associations sur le métabolisme du transcrit. 
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Figure 38: Recherche des partenaires moléculaires du transcrit NLUCAT1 par CHART-DNAseq.  

A. Répresentation schématique du protocole de cartographie à la RNAse H de l’accessibilité de 
sondes antisens biotinylées sur un transcrit. B. Graphe représentant la sensibilité à la RNAse H des 
sites d’interactions des oligonucléotides. C. Séquençage des séquences génomiques co-précipités 
avec le transcrit NLUCAT1 par CHART-seq dans des cellules invalidées (DEL) ou non (WT) pour le 
transcrit NLUCAT1. 
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Partie 2 : LINC01116, un hypoxa-lnc cytosolique corrélé 

à l’agressivité des adénocarcinomes pulmonaires et 

impliqué dans la régulation du stroma tumoral 
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Introduction 

 

 

Précèdement, nous avons abordé l’importance des études portant sur les lncARNs 

dans les cancers et à leur importance en tant que marqueurs pronostics et/ou cibles 

thérapeutiques (cf. III. 5. B.). De même, l’étude que nous avons réalisée sur NLUCAT1 nous 

a permis de mettre en évidence l’implication d’un lncARN dans des processus pro-tumoraux 

et d’identifier une nouvelle molécule d’intêret dans le traitement des CBNPC. 

Au cours de ma thèse, j’ai également abordé l'étude d'un second lncARN candidat, le 

transcrit LINC01116. Lors de l’initiation de ce second projet, aucuns travaux n'étaient publiés 

sur ce transcrit. Seules quelques informations structurelles étaient répertoriées au sein de la 

base de données LNCipedia et rapportait l’existence d’une quinzaine d’isoformes potentielles 

allant de 300 nt à 13 000 nt.  

Ainsi, afin de définir si LINC01116 est un lncARN candidat d’intêret, nous avons 

recherché ses potentielles corrélations d’expression avec différents facteurs d’agressivité 

des CBNPC puis nous avons poursuivi notre étude par la caractérisation de sa structure, de 

sa fonction et de son mode d’action. 
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Matériels et Méthodes 

 
Culture cellulaire et transfection d'ARNs interférents et d'oligonucléotides antisens 
(ASOs)/Gapmers 
Les lignées cellulaires d’adénocarcinomes pulmonaires A549, H1975, et de carcinome épidermoïde 
pulmonaire CALU-1, proviennent de l’ATCC (Rockville, MD) et sont cultivées dans du milieu DMEM 
contenant 10% de sérum de veau fœtal (Dominique Dutscher, Brumath, France). Les cellules 
endothéliales HUVEC et HMEC1 sont cultivées en milieu "Endothelial Serum-Free Medium" (Fisher) 
supplémenté avec 20% de sérum de veau fœtal, 20ng/mL de FGFb et 10ng/mL d'EGF.  Pour 
l’hypoxie, les cellules sont cultivées pendant 24 h dans une station InvivO2 (Ruskinn Technology Ltd, 
UK) réglée à 1% d’oxygène, 94% d'azote et 5% de dioxyde de carbone.  

Les siARNs ON-Targetplus (pour LINC01116, HIF1A, HIF2A, ILF3, PABPC1) ont été achetés chez 
Dharmacon (Lafayette, CO). Deux siARNs distincts ont été utilisés par gène cible (Tableau S3). Les 
cellules sont ensemencées 24h avant la transfection à 50% de confluence puis transfectées avec 
10nM de siARNs à l’aide de l’agent de transfection lipofectamineTM RNAiMax selon le protocole du 
fournisseur (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France). Pour les expérimentations de migration 
transendothéliale des cellules cancéreuses, les cellules endothéliales ont été transfectés le jour de 
l’ensemencement. Les Gapmers ont été achetés chez Exiqon et sont répertoriés dans le tableau S4.  

Description de la cohorte locale utilisée pour l’analyse transcriptomique.  
Cinquante-sept tumeurs d’ADC de patients hospitalisés entre 2004 et 2010 à l’Hôpital Pasteur 
(Département de pneumologie et de chirurgie thoracique, CHU de Nice, France) ont été utilisées dans 
ce projet. Cette cohorte et les informations clinico-pathologiques correspondantes ont été détaillé 
dans une précédente étude 423. 

Hybridation de puces à ADN et analyses statistiques 
Les ARNs totaux des biopsies d’ADC, des biopsies péri-tumorales, des cellules A549 cultivées en 
normoxie ou en hypoxie ont été extrait, rétrotranscrit puis marqué en 3’ à l’aide du marqueur 
fluorescent Cy3. Les ADC complémentaires marqués ont ensuite été hybridé sur puce à ADN 
« Agilent » puis la fluorescence a été quantifié. L’analyse statistique des données est ensuite 
effectuée et permet d’obtenir une liste de gènes différentiellement exprimés à l’aide d’un score 

statistique dérivé d’un modèle linéaire utilisant une approche empirique bayésienne. Une P‐Value 
ajustée (correction de Benjamini et Hochberg) < 0.05 a été utilisée comme seuil de significativité. 
Dans un premier temps, nous avons isolé les lncARNs différentiellement exprimés entre les 57 
biopsies d’ADC et les 11 biopsies péri-tumorales (Dataset 1). Le score hypoxique des tumeurs fut 
déterminé à posteriori à partir d’une sélection de 27 gènes faisant parti d’une signature métagène 424 
correspondant au nombre de gènes dont le niveau d’induction par l’hypoxie est supérieur à 2. Les 
tumeurs et les tissus sains sont considérés comme non hypoxique si le score se situe entre 0-9 
gènes, comme intermédiaire si le score se situe entre 10-18 gènes et comme fortement hypoxique si 
le score se situe entre 19-27 gènes. Cette étude a pris en compte uniquement les lncARNs dont 
l’expression est significative et correspond à une intensité supérieure à 6. Les lncARNs dont 
l’expression est corrélée à la signature métagène de l’hypoxie dans la cohorte locale ont un seuil de 
significativité <0,001. D’autre part, nous avons identifié les lncARNs dont l’expression est corrélée à la 
survie des patients à l’aide d’une régression de Cox à partir des données cliniques des patients. Le 
seuil de significativité a été fixée à <0,05. Enfin, la corrélation d’expression des lncARNs avec la 
signature métagène in vitro a été établie à l’aide de deux réplicas biologiques de cellules A549 
cultivés en normoxie ou en hypoxie (Dataset 2). Le seuil de significativité a été fixé a <0,001. Nous 
avons également réalisé l'analyse comparative du transcriptome de cellules HMEC1 traitées par des 
siARNs ciblant LINC01116 (siLINC01116#1 et siLINC01116#2) ou par un siRNA contrôle (siNC#1) 
(Dataset 3). La classification hiérarchique des gènes différenciellement exprimés (HeatMap) a été 
réalisée à l’aide du logiciel MultiExperiment Viewer (MeV) version 4.9 en utilisant la distance métrique 
de Manhattan et concerne les gènes dont le fold change est >0,5, la p-value est <0,05 et l’intensité est 
>6. L’anotation fonctionnelle des processus biologiques, des réseaux géniques et des voies de 
signalisation impactés par la diminuiton d'expression de LINC01116 a été réalisée avec le logiciel 
Ingenuity Pathway Analysis (http://www.ingenuity.com/) qui permet de croiser des données 
transcriptomiques et les informations bibliographiques.  

http://www.ingenuity.com/
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Séquençage d’ARN 

Les banques ont été générées à partir de 500ng d’ARN totaux de cellules HUVEC en utilisant le kit 
TruSeq Stranded Total RNA Library (Illumina, San Diego, CA) et en suivant le protocole du 
fournisseur, puis quantifiées à l’aide du kit KAPA Librairy quantification kit (Roche, Basel, Switzerland) 
et mélangées de manière équimolaire (4 nmoles). Les librairies sont ensuite séquencées sur 
NextSeq500 (Illumina, San Diego, CA) afin de générer des reads pairés de 75pb. Les séquences 
obtenues ont ensuite été alignées sur le génome humain Hg19 avec le logiciel STAR v2.4.0.  

Analyses de données publiques de la cohorte adénocarcinomes pulmonaires du TCGA 
Nous avons utilisé les données cliniques (tableau S2) et de séquençage ARN de biopsies d’ADC 
provenant de 522 patients. Les données de séquençage ARN ont été normalisées à l’aide du package 
« R » Bioconductor DESeq2. Le score hypoxique des tumeurs a été déterminé de la même façon que 
pour la cohorte locale. Les courbes de survie ont été générées en utilisant la méthode de Kaplan-
Meier et la significativité déterminée à l’aide du test de log-rank.  

Extraction d’ARN totaux et analyses d’expression des gènes par RT-qPCR et RT-PCR 

Les ARNs totaux ont été isolés avec du réactif TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, 
France) ou le kit RNAeasy (Qiagen, Hilden, Germany) en suivant le protocole du fournisseur. 
L’analyse d’expression des gènes par qPCR a été réalisée comme précédemment décrit (ref Moreno 
et al.). L'analyse RT-PCR a été réalisée à l’aide de GoTaq DNA polymerase (Promega, Madison, WI, 
USA) à partir de 100ng d’ADN complémentaire puis analysée sur gel d’agarose. Les séquences des 
amorces utilisées sont présentées dans les tableaux S5 et S6.  

Fractionnement subcellulaire 

Les fractions cytosoliques, chromatinienne et organites ont été préparé comme décris précèdement 
205 et les ARN ont été extraits par TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, France) en 
respectant les instructions du fournisseur.  

Analyse par Hybridation in situ d'ARN en fluorescence à l’échelle de la molécule unique 
(smRNA FISH) 

Le marquage fluorescent des lncARNs à l’échelle de la molécule unique a été réalisé en utilisant la 
technologie RNAscope (Fluorescent Multiplex Assay, Advanced Cell Diagnostics, Hayward, CA) en 
suivant le protocole du fournisseur sur des cellules en culture (lignées, cellules endothéliales) et sur 
des coupes de tumeurs fixées et cryogénisées. Un lot de sondes oligonucléotidiques antisens 
fluorescentes spécifiques du transcrit LINC01116 a été conçu afin de recouvrir l’ensemble de sa 
séquence (1-1121pb). Des sondes commerciales ciblant le gène bactérien dapB ont servi de contrôle 
négatif. 

Clonage du transcrit LINC01116 

Le transcrit LINC01116 a été amplifié entièrement par RT-qPCR à partir d’ARN totaux provenant de 
cellules endothéliales. L’amplicon de 1121pb a été inséré dans le vecteur d’expression lentiviral 
pLJM1 (Addgene, Cambridge, MA) entre les sites de digestion Age1 et EcoR1, mais également dans 
le vecteur pGemt Easy (Promega, Charbonnières les bains, France) afin de réaliser des expériences 
de transcription in vitro. Les particules lentivirales ont été produites par la Plateforme de Virologie de 
Montpellier (PVM).  

Analyse de l’adhésion cellulaire 
Des puits de plaque 96 puits ont été coatés pendant 2h à 37°C avec différentes protéines matricielles: 

fibronectine (20g/mL), collagène I (20g/mL), collagène IV (20g/mL), gélatine 0,1% ou sérum de 
veau fœtal 10%. Les cellules ont été trypsinées, lavées, comptées puis ensemencées à 20 000 
cellules/puits. Après un temps d’adhésion allant de 30min à 2h, les puits sont lavés avec du PBS puis 
incubés 15 min dans une solution de crystal violet (0,5% crystal violet, 20% Methanol). Après lavage 
avec de l'eau, les puits sont photographiés au Cytation 5 (BioTek, Colmar, France), puis incubés 
durant 10min dans du Triton X-100 (Sigma, Saint Quentin, France) 0,1% avant quantification par 
lecture de l'absorbance à 650nm.  

Anticorps 
Les anticorps primaires utilisés pour les expériences de Western Blot sont anti-pFAK-Tyr397 (Cell 
Signaling, #3283S), anti-FAK (Cell Signaling, D1A8), anti-HEY2 (Abcam, ab32231), anti-HSP60 
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(Santa Cruz, sc-1052), anti-PABPC1 (ProteinTech, 66809-1-Ig) et anti-ILF3 (Sigma, HPA001897). Les 
anticorps secondaires conjugués à la peroxidase proviennent de Dako (Copenhagen, Denmark). Les 
anticorps précipitants utilisées sont anti-IgG rabbit (Cell Signaling, #2729S), anti-IgG1 mouse (Cell 
signaling, #5415), anti-ILF3 (Abcam, ab225626), anti-PABPC1 (ProteinTech, 10970-1-AP), anti-PKR 
(Santa Cruz, sc-377103) et anti-Tia1 (Santa Cruz, sc-166247). Pour les expériences 
d’immunofluorescences, les anticorps utilisés sont anti-paxilin (BD Bioscience, #610052), anti-VWF 
(Abcam, ab6994) et anti-cadherin E (Cell Signaling, #24E10). 

Marquages en Immunofluorescence  
Les cellules endothéliales sont trypsinées puis ensemencées sur lamelles de verre préalablement 

coatées avec 20g/mL de fibronectine. Après différents temps d’adhésion, les cellules sont lavées en 
PBS puis fixées dans une solution de paraformaldéhyde 4% durant 15min à température ambiante. 
Les lamelles sont ensuite incubées 1h à température ambiante dans du PBS contenant 1% de sérum 
de chèvre et 0,1% de Triton X-100. Les cellules sont ensuite incubées avec un anticorps primaire sur 
la nuit à 4°C dilué dans du PBS contenant 1% d'albumine sérique bovine, et 0,1% de Triton X-100 
(anti-paxiline 1/200, anti-VWF 1/400). Les lamelles sont ensuite lavées puis incubées 1h à avec un 
anticorps secondaire anti-souris (1/500) couplé à un fluorochrome-647nm et de la phalloïdine-488nm 
(1/300). Les lamelles sont ensuite lavées puis montées sur lame à l’aide de Prolong Gold (Thermo 
Fisher, Courtaboeuf, France).  

Analyse de la perméabilité de l’endothélium 

Les cellules endothéliales sont ensemencées à confluence (105 cellules/cm2) dans des inserts de 
polycarbonate contenant des pores de 8μm. Un jour plus tard, la chambre inférieure est remplie avec 

1mL de milieu de culture et la chambre supérieure avec 300l de milieu contenant 12,5μg/mL de 
FITC-dextran. La diffusion du dextran est analysée toutes les 5min pendant 30min, en prélevant 50μl 
de milieu dans la chambre inférieure et en les disposant dans une plaque 96 puits à fond noir pour 
mesure de la fluorescence à 488nm.  
 
Analyse de la migration transendothéliale de cellules cancéreuses 

Les cellules endothéliales sont transfectées avec des siRNAs. 48h après transfection, elles sont 
ensemencées à 40 000 cellules par insert perméable (8μM de diamètre) pendant 24h. Les cellules 
cancéreuses A549 sont marquées pendant 1h à 37°C à l’aide d’un marqueur vital Bodipy© émettant à 
505nm (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) puis ensemencées à 50 000 cellules par insert. Après 
24h, les inserts sont lavés, les cellules fixées au paraformaldéhyde, perméabilisées au triton X-100 
pour marquer les noyaux au Dapi. Les cellules présentent dans la chambre supérieure sont éliminées 
par lavage à l'aide d'un coton tige, et les inserts sont découpés et montés entre lame et lamelle. Les 
cellules ayant migré au travers de l’endothélium sont comptabilisées sur champs capturés au 
microscope à épifluorescence.  

 
Analyse de la  migration et de l’invasion cellulaires 
Les expériences de migration ont été réalisées dans des chambres de Boyden comme 
précédemment décrit 425. Les expériences d’invasion ont été effectuées à l’aide du kit commercial 
24-well BioCoat Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences, San Jose, CA).  
La migration a également été analysée en "scratch-assay". Les cellules sont ensemencées à 
confluence dans une plaque 6 puits. Une blessure est réalisée 24 h plustard au centre du puits à 
l'aide d'une pointe de pipette. Des prises de vues en contraste de phase sont effectuées toutes les 
30 min sur différents sites le long de la blessure durant 24h à l’aide du Cytation 5 (BioTek, Colmar, 
France). Les images sont ensuite analysées avec le logiciel ImageJ afin de quantifier la colonisation 
de la surface blessée au cours du temps. 
 
Analyse de la tubulogenèse in vitro 

Les puits d'une plaque 96 puits sont coatés avec 50 l de matrigel (Corning, Amsterdan, Pays Bas) 
et incubé 1h à 37°C pour solidification. Les cellules endothéliales HUVEC ou HMEC1 (4000/puit) 
sont ensemencées et des prises de vues sont réalisées en contraste de phase à 24h à l’aide du 
Cytation 5 (BioTek, Colmar, France). Les images sont analysées à l'aide du plugin "Angiogenesis 
Analyzer" pour le logiciel ImageJ afin de quantifier le nombre de noeuds, de mailles et de segments 
du réseau tubulaire.  
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Analyses de la prolifération cellulaire 
Les cellules sont ensemencées en plaques de 96 puits (5000 cellules/puit) et le nombre de cellules 
déterminé au cours du temps par ajout de réactif MTT (0,5 mg/ml, Sigma) incubé durant 1h à 37°C. 

Les puits sont ensuite lavés puis incubés avec 100 l de DMSO, et la DO mesurée à 550 nm.  
La capacité proliférative des cellules est également évaluée en déterminant le pourcentage de 
cellules en phase S par incorporation de BrdU en suivant les recommandations du kit commercial 5-
Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit (Roche, Meylan, France).  
 
Culture tridimensionnelle de sphéroïdes 
Les cellules d'ADC sont ensemencées dans des plaques de culture 96 puits à très faible adhérence 
et à fond rond (10 000 cellules) (Fisher) pendant 24h à 37°C. Les sphéroïdes formés sont 
photographiés puis récupérés pour inclusion dans un gel composé de matrigel et de collagène I. Un 
gel acellulaire constitué de 10% FBS, 10% DMEM 5X, 20% de Matrigel, 2 mg/ml de collagène I et 
20% de milieu de culture est déposé au fond de plaque MatTek (6 puits). Après solidification du gel 
acellulaire durant 10 min à 37°C, les sphéroïdes sont repris dans un mix de gel similaire et déposés 
sur le gel acellulaire. Les puits sont ensuite remplis de milieu de culture.  
 
Immunoprécipitation d'ARN (RIP) 
Des extraits cellulaires ont été préparés en tampon RIPA (Fisher) puis dilués dans une solution RIP 
contenant du Tris-HCl 25mM pH 7.0, du NaCl 150mM, du NP40 0,5%, du DTT 0,5mM, de la RNAsin 
100U/mL (Promega) et des inhibiteurs de protéases (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) afin 

d’obtenir une concentration protéique à 500 g/mL. Un aliquot de lysat cellulaire (250 g de protéine)  
est incubé toute la nuit à 4°C avec 1 μg d’anticorps primaire précipitant.  
Le lendemain, les complexes immuns sont précipités durant 1h à 4°C par ajout de 30 μl de billes 
magnétiques, couplées avec de la protéine A pour les anticorps primaires de lapins ou couplées 
avec de la protéine G pour les anticorps primaires murins, préalablement lavées avec la solution 
RIP. Les billes sont ensuite lavées 5 fois avec de la solution RIP supplémentée avec 1% de Tween-
20 sur un portoir magnétique. Une fraction des billes (10%) est récupérée puis reprise en tampon 
Laemmli 3% SDS + β mercapto-éthanol afin d’analyser l’efficacité de précipitation des anticorps 
primaires. Les ARNs fixés sur les billes restantes sont extraits par TRIzol© et précipités à l'aide d'un 
carrier (GlycoBlue, Thermo Fisher). La révélation des ARNs co-précipités est réalisée par qPCR.  
 
Identification de protéines partenaires par "pulldown" d'ARN 
Transcription in vitro et biotinylation des ARNs néosynthétisés 
LINC01116 est transcrit in vitro à partir du vecteur pGemt Easy à l’aide du kit T7 RiboMaxTM Express 
Large Scale RNA (Promega, Charbonnières les bains, France). Les ARNs sont extraits à l'aide du 
réactif TRIzol© (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) en suivant le protocole du fournisseur puis ils 
sont biotinylés en 3’ en utilisant le kit commercial RNA 3’ End Biotinylation Kit (PierceTM, Thermo 
Fisher, Courtaboeuf, France) et en respectant les conditions du fournisseur pour la ligation et la 
purification des ARNs. Les ARNs sont ensuite dénaturés et quantifiés.  
 
Précipitation des complexes macromoléculaires 
Les ARNs biotinylés (10 μg) sont incubés 30 min à température ambiante avec 20μl de billes 
magnétiques DynabeadsTM MyOneTM Streptavidin C1 (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) dans 
une solution de capture des ARNs contenant 20mM Tris-HCl pH 7.0, 1M NaCl, 1mM EDTA et 
100U/mL de RNAsin (Promega). Les complexes billes-ARNs sont ensuite lavés plusieurs fois dans 
une solution de Tris-HCl 20mM pH 7.0, puis les billes sont resuspendues dans 300 μl de lysats 
cellulaires contenant 1mg de protéines et incubées 4h à 4°C sous agitation. Les billes magnétiques 
ayant fixé les complexes macromoléculaires sont ensuite capturées à l’aide d’un portoir magnétique, 
lavées plusieurs fois dans du tampon 20mM Tris-HCl pH 7.0, 0,5M NaCl, 0,2% Tween-20 puis 
resuspendues dans du tampon Laemmli 3% SDS contenant du β mercapto-éthanol et chauffées 10 
min à 95°C.  
 
Analyse des échantillons par spectrométrie de masse 
Les protéines précipitées sont séparées par électrophorèse sur un gel d’acrylamide en gradient 4-
12% puis révélées par coloration à l'argent à l’aide du kit Silver Stain Coloration (PierceTM, Thermo 
Fisher, Courtaboeuf, France) en suivant les recommandations du fournisseur.  
Les bandes différentiellement exprimées entre les conditions de précipitation en présence ou en 
absence du transcrit LINC01116 sont découpées puis digérées à la trypsine. Brièvement, les bandes 
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de gel sont déshydratées à l’acétonitrile puis incubées 1h à 56°C dans une solution de DTT 10mM. 
Les échantillons sont ensuite réduits dans une solution de iodoacétamide 100mM et de bicarbonate 
d'ammonium 25mM durant 30min à l’obscurité. Les morceaux de gel sont lavés à l’eau puis 
déshydrater à l’acétonitrile durant 10min. Les bandes de gels sont ensuite réhydratées dans  du 
bicarbonate d'ammonium 50mM durant 45min à 4°C et les protéines digérées à 37°C sur la nuit avec 
0,8μg de trypsine. Les peptides sont ensuite extraits à l’aide de différents lavages contenant 5% 
d’acide formique et 50% d’acétonitrile puis lyophilisés au SpeedVac avant d’être transmis pour 
analyse à la plateforme de spectrométrie de masse de l’IRCAN à Nice.  
 
Expériences de purification d'ARN par antisens couplées à de la qPCR (RAP-qPCR) 
Fixation et lyse des cellules 
Les cellules HUVEC sont cultivées dans le milieu précedement défini et trypsinées à confluence. 10 
millions de cellules par condition sont utilisées et après lavages, sont fixées dans une solution 3% 
Formaldéhyde. La fixation est arrêtée par ajout de 0,125M Glycine et les cellules sont lysées à l’aide 
d’un tampon 1% NP-40 (150mM NaCl, 0,8mM MgCl2, 5mM EDTA, 50mM Hepes, protease inhibitor, 
1% NP-40, 100U/mL RNAsin), soniquées et centrifugées.  
 
Hybridation des sondes biotinylées et précipitations des complexes macromoléculaires 
Les sondes biotinylées de 20pb sont désignées le long de la séquence de LINC01116 (n=8) et 
biotinylées en 3’. 50nm de sondes biotinylées sont hybridées avec 1mL de lysat cellulaire et 2mL de 
tampon d’hybridation (500mM NaCl, 1% Tween-20, 50mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 15% Formamide, 
protéase inhibitor, 100U/mL RNasin) durant 4h à 37°C. Les complexes macromoléculaires sont 
précipitées à l’aide de 50ul de billes magnétiques Dynabeads C1 (Thermo Fisher, Courtaboeuf, 
France) prélavées 3x dans du Tris-HCl 20mM et incubées 30min à 37°C. Les complexes 
macromoléculaires fixés au billes magnétiques sont lavées 5X à l’aide de Wash Buffer (2XSSC, 
0,5% SDS).  
 
Traitements et extractions des ARNs 
Les billes magnétiques lavées sont ensuite incubées 1h à 55°C, 30min à 65°C puis 10min à 90°C 
dans du tampon Protéinase K (100mM NaCl, 10mM Tris-HCl pH :7, 1mM EDTA, 0,5% SDS, 1mg/mL 
Proteinase K) puis les ARNs sont extraits à l’aide de Trizol© (Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) à 
l’aide d’un carrier (Glycoblue, ThermoFisher, Courtaboeuf, France) et selon la procédure du 
fournisseur. Les ARNs extraits et purifiés sont ensuite rétrotranscrit à l’aide du kit High Capacity 
(Thermo Fisher, Courtaboeuf, France) et l’expression des transcrits est analysés par qPCR.  
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Résultats 

 

Identification des lncARNs régulés par l’hypoxie dans les adénocarcinomes 

pulmonaires (ADC). 

Afin d’identifier une signature génique de lncARNs associés à l'agressivité des 

adénocarcinomes pulmonaires nous avons réalisé des analyses bioinformatiques de 

données de transcriptomiques et de données cliniques de patients en considérant 4 

paramètres: i) la dérégulation d'expression entre tissu sain et tissu tumoral, ii) la corrélation 

au statut hypoxique des tumeurs, iii) la régulation par l'hypoxie dans nos modèles d'étude in 

vitro et, iv) la corrélation avec la survie globale des patients. Dans ce but, les données de 

transcriptomique précédemment générées, par hybridation de puces à ADN, à partir, i) de 

tumeurs d’adénocarcinomes pulmonaires issues de la biobanque du CHU de Nice, et ii) de la 

lignée d'adénocarcinome A549 cultivée en hypoxie, ont été ré-analysées en prenant en 

considération les données cliniques sur la survie des patients.  

Nous avons déterminé une signature de 716 lncARNs dérégulées entre les tumeurs 

et les tissus sains. Les tumeurs ont été classées à postériori en fonction d’un score 

hypoxique basé sur une signature métagènique 423. Nous avons observé une corrélation 

entre l’expression de 321 lncARNs et le statut hypoxique des tumeurs. Par ailleurs, les 

données cliniques sur le suivi des patients nous ont permis de mettre en évidence une 

corrélation entre l’expression de 314 lncARNs et une altération de la survie globlale de ces 

patients. L’analyse croisée de ces données a révélé une signature restreinte de 14 lncARNs 

corrélés au statut hypoxique in vivo et à une altération de la survie des patients. Parmis ces 

candidats, seuls 3 lncARNs sont régulés par l’hypoxie dans la lignée A549 : les lncARNs 

intergéniques LINC01116, LINC00963 et le lncARN ZRANB1-2 (Figure 1A).  

LINC01116, un nouvel « Hypoxa-lnc » 

Nous nous sommes alors focalisés sur LINC01116 dont l'expression est  augmentée 

dans les tumeurs de la cohorte de patients du CHU de Nice ayant un statut hypoxique élevé 

(log rank test pvalue : 0,015) (Figure 1B). Comme précédemment mentionné, la forte 

expression de ce transcrit est associée à une diminution très significative de la survie de ces 

patients (Figure 1C). Ces observations ont été validées, en analysant des données 

transcriptomiques publiques générées par séquençage ARN et provenant d'une cohorte de 

patients américains de plus grande ampleur (TCGA, The Cancer Genome Atlas) comportant 

522 tumeurs ADC (log rank test pvalue : 8,9E-09) (Figure 1D-E).  
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L’analyse de l'expression de LINC01116 par qPCR montre une induction d'un facteur 

2 en réponse à l’hypoxie dans les lignées d’adénocarcinomes pulmonaires A549 et H1975 

présentant des statuts mutationnels distincts (Figure S1A). De plus, la répression des 

facteurs de transcription HIF1A et HIF2A par interférence ARN montre que cette régulation 

par l’hypoxie implique exclusivement le facteur HIF2A/EPAS (Figure S1C). L'analyse de 

l'expression du transcrit de l'anhydrase carbonique CA9 sert de contrôle positif à la réponse 

hypoxique régulée par le facteur HIF1A (Figure S1B-D).  

Ainsi, le transcrit LINC01116 semble être un intéressant marqueur de mauvais 

pronostic pour les patients atteints par un adénocarcinome broncho-pulmonaire.   

Caractérisation structurale du transcrit LINC01116 

Afin d'aborder l'étude fonctionnelle ultérieure de ce lncARN, nous avons préalablement 

entrepris sa caractérisation structurale. Les informations disponibles dans la base de 

données LNCipédia suggèrent l'existence de 19 isoformes potentielles du transcrit 

LINC01116 allant de 383 à 13732 nt. 

Nous avons mis en évidence, par des approches de séquençage ARN et de RT-PCR 

classique couplée à du séquençage Sanger, l'existence dans nos lignées d'ADC d'un 

transcrit de 1121 nt constitué de 3 exons et se rapprochant de la composition exon-intron de 

l’isoforme LINC01116:17 (Figure 2).  

Afin de préciser la localisation subcellulaire de LINC01116 nous avons réalisé des 

expériences d'hybridations in situ d'ARN en fluorescence (single-molecule RNA Fluorescent 

In Situ Hybridization, smRNA-FISH) et de fractionnements subcellulaires couplées à de la 

PCR quantitative. Les résultats montrent que LINC01116 est majoritairement cytosolique et 

qu'une partie est également associée à une fraction membranaire (Figure S2).  

Etude de l'origine cellulaire de LINC01116 dans les tumeurs pulmonaires 

Afin d'analyser plus précisément l'expression de LINC01116 dans de l'épithélium 

respiratoire sain, nous avons réalisé une expérience de séquençage d'ARN sur cellules 

uniques à partir de pièces opératoires de turbinectomies (Figure 3AB). Les résultats 

montrent une expression non détectable de LINC01116 dans les cellules épithéliales nasales 

mais une forte expression dans un groupe de cellules exprimant également les transcrits du 

facteur de Von Willebrand (VWF) et de PECAM-1 (CD31, Platelet endothelial cell adhesion 

molecule), marqueurs spécifiques des cellules endothéliales. Ces résultats sont corroborés 

par des analyses d'expression par qPCR sur des cultures primaires (HbMEC, HUVEC) ou 

sur une lignée immortalisée de cellules endothéliales (HdMEC1), qui révèlent des niveaux 
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d'expression bien plus conséquents que ceux mesurés dans nos lignées d'ADC A549 et 

H1975 (Figure 3C). De façon intéressante, l'expression de LINC01116 est très faible dans la 

lignée non tumorale de cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B, alors qu'elle est très 

importante dans la lignée de cancer épidermoïde pulmonaire CALU-1. LINC01116 est 

également induit par l’hypoxie dans les cellules HUVEC (Figure 3D). De plus, nous avons 

confirmé que le transcrit exprimé dans les cellules endothéliales est cytosolique et identique 

à celui exprimé dans les cellules tumorales (Fig S3).  

En se basant sur ces résultats, nous avons visualisé par smRNA-FISH l'expression de 

LINC01116 dans des coupes d'adénocarcinomes. Nous avons observé l’expression du 

transcrit dans les cellules tumorales exprimant la cadhérine E mais également dans les 

cellules endothéliales, positives pour VWF, des vaisseaux drainant la tumeur (Fig 3EF). Il est 

important de noter que le co-marquage de protéines par immunofluorescence et des ARN 

par FISH nécessite des traitements de déprotéinisation partielle des tissus qui altèrent la 

qualité des marquages protéiques.  

Par conséquent, dans les tumeurs pulmonaires, l'hypoxie augmente l'expression de 

LINC01116 dans les cellules cancéreuses mais également dans la composante vasculaire 

du stroma tumoral.  

Caractérisation fonctionnelle de LINC01116 dans les cellules tumorales et dans les 

cellules endothéliales  

Nous avons abordé l'étude fonctionnelle de LINC01116 dans les ADC pulmonaires par 

des approches de perte et de gain de fonction dans la lignée d’adénocarcinome A549.   

La transfection d’ARN interférents (siARNs) ciblant LINC01116 diminue d'environ 75% 

l'expression de ce transcrit dans les cellules A549 (Figure S4AD). Cette inhibition est quasi-

totale si l'on analyse plus spécifiquement l'expression cytosolique de LINC01116 (Figure 

S4BC). Dans ces conditions, l'analyse des conséquences de l'inhibition d'expression de 

LINC01116 sur  la prolifération et la migration cellulaires n'a pas permis de mettre en 

évidence d'effets notoires sur le contrôle de ces fonctions (Figure S4E-H).  

Inversement, nous avons surexprimé LINC01116 par transduction lentivirale dans la 

lignée A549 (Figure S5AB). L'augmentation d'un facteur 5 du niveau de ce transcrit n'a 

aucune conséquence sur la prollifération ou sur la migration des cellules analysée dans un 

système de chambres de Boyden ou par un essai de refermeture de blessure sur un tapis 

cellulaire (Figure S5C-E). Ces résultats montrent que l'altération de l'expression de ce 

lncARN n'a aucun impact sur la croissance ou la mobilité des cellules tumorales. 
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En revanche, la répression transitoire de l'expression de LINC01116 à l'aide de deux 

siARNs distincts affecte significativement l'adhésion des cellules A549 sur des puits de 

culture coatés avec du collagène de type I ou de la fibronectine (Figure 4 AB).  

Nous avons souhaité étudier les conséquences de la répression d’expression de 

LINC01116 dans un modèle de culture en 3D in vitro plus proche de la croissance d’une 

tumeur in vivo. Les sphéroïdes sont des modèles de culture 3D multicellulaires caractérisés 

par la mise en place au cours de leur croissance de gradients de nutriments, d’hypoxie et de 

prolifération mimant l’organisation cellulaire de micro-régions tumorales. Ainsi, le modèle 

sphéroïde permet de considérer les interactions et l’hétérogénéité cellulaire ainsi que le 

microenvironnement. Des cellules d'ADC A549 transfectées avec un siARN contrôle ou deux 

siARNs ciblant LINC01116 ont été ensemencées dans des puits à fond rond à faible 

adhérence afin d'induire l'aggrégation des cellules. De façon intéressante, nous avons 

constaté que les sphéroïdes formés à partir des cellules dans lesquelles LINC01116 est 

réprimé présentent un défaut de compaction se traduisant par un plus grand volume 

apparent (Figure S6AB). Ces observations suggèrent qu'en plus de présenter une diminution 

d'adhésion sur des protéines matricielles, les cellules ayant un niveau réduit de LINC01116 

se caractérisent également par un défaut de connections intercellulaires.   

Afin de déterminer les effets de la répression durable de l'expression de lncARNs 

candidats, nous avons développé au laboratoire une approche de CRISPR interférence 

(CRISPRi) (cf : Annexe). Ce système consiste à recruter, à l’aide de séquences d’ARN 

guides, un complexe répresseur de la transcription sur le promoter du gène cible. Ce 

complexe est constitué de la fusion d'une forme inactive de l’enzyme Cas9 (dCas9) au 

domaine répresseur de la transcription de KRAB (Krüppel Associated Box) (Figure 4C). 

Après avoir établi une lignée A549 exprimant de façon stable le complexe répresseur dCas9-

KRAB, les cellules ont été transduites pour exprimer des ARN guides contrôle (NEG#1) ou 

ciblant la région proche du site d'initiation de la transcription de LINC01116 (sg-1 et sg-2). 

Après sélection, les cellules présentent une réduction de 60 à 70% de l'expression du 

transcrit (Figure 4D). Les conséquences de cette répression ont été analysées et confirment 

une nette diminution de l'adhésion des cellules tumorales sur du collagène de type I ou de la 

fibronectine (Figure 4EF).  

De façon similaire à ce que nous avons observé dans les cellules d'ADC, 

l'interférence ARN ciblant LINC01116 n’impacte pas la prolifération et la migration des 

cellules endothéliales HUVEC (Figure S7), mais elle a un effet drastique sur leur adhésion 

sur différentes protéines matricielles incluant le collagène I, la fibronectine ou encore le 

collagène IV constituant majeur de la lame basale des vaisseaux (Figure 5AB). De plus, la 
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diminution du niveau d'expression de LINC01116 induite par des oligonucléotides antisens 

de type Gapmers, via un mécanisme impliquant la RNase H, produit les mêmes effets 

(Figure S8). Cette altération des capacités d’adhésion des cellules endothéliales sur 

différents supports a été confirmée dans la lignée immortalisée de cellules endothéliales 

microvasculaires dermiques HMEC1426(p1) (Figure S9A-C). Afin de préciser les conséquences 

de l'inhibition de LINC01116 nous avons réalisé des essais de tubulogenèse in vitro qui 

consistent à analyser l'organisation de cellules endothéliales sous forme de tubes sur du 

matrigel, une matrice de membrane basale extraite d'un sarcome murin et riche en laminine 

et collagène IV. Les cellules traitées avec les siARNs contre LINC01116 produisent des 

réseaux de tubes moins abondants et moins réticulés se traduisant par un nombre restreint 

de noeuds, de mailles et de segments de ces réseaux (Figure S9DE).  

Afin d'évaluer l'impact de LINC01116 sur les interactions intercellulaires de cellules 

HUVEC nous avons analysé la fonctionalité d'un endothélium in vitro. L’inhibition du transcrit 

LINC01116 augmente la perméabilité de l’endothélium quantifiée par la diffusion accrue de 

dextran-FITC (Figure 6A) traduisant un défaut dans la fonction de barrière de l’endothélium.  

Nous avons également observé que la migration transendothèliale de cellules tumorales 

A549 est réduite à travers un endothélium dans lequel l'expression du transcrit LINC01116 a 

été inhibée (Figure 6BC). Ce défaut de migration pourrait être lié à un défaut de formation du 

gradient de facteurs de croissance (SVF+EGF) diffusant de la chambre inférieure vers la 

chambre supérieure afin d'attirer les cellules tumorales, qui serait conséquent à une 

perméabilité intercellulaire accrue de l’endothélium.  En effet, lorsqu'on casse ce gradient par 

ajout de facteurs de croissance dans la chambre supérieure, les cellules tumorales ne 

migrent plus vers la chambre inférieure (Figure 6DE).  

Mécanismes moléculaires affectés par l’inhibition du transcrit LINC01116 dans les 

cellules endothéliales et les cellules tumorales 

Afin de préciser les mécanismes moléculaires altérés par la répression de l'expression de 

LINC01116 et impliqués dans l'adhésion cellulaire nous avons dans un premier temps 

analysé des évênements moléculaires induits plus ou moins précocément suite à 

l'engagement des intégrines lors de l'adhésion de cellules HUVEC sur une protéine 

matricielle. L'activation de l'intégrine 51 par son ligand, la fibronectine, entraine l'activation 

de la tyrosine kinase p125FAK par phosphorylation de son résidu tyrosine 397 puis la 

formation de structure d'adhérences faisant le lien avec le cytosquelette appelées adhésions 

focales, riches en paxilline, un substrat de FAK 427. Dans les cellules traitées avec un siARN 

contrôle, l'analyse de l'état de phosphorylation de la tyrosine 397 de FAK par Western blot 
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montre une activation qui débute après 45 min d'adhésion,  puis qui se renforce à 90 min et 

se maintient au delà 4h. Dans les cellules réprimées pour l'expression de LINC01116, la 

posphorylation de FAK, donc son activation est fortement réduite (Figure S10A). Ceci se 

traduit par une forte diminution de l'étalement des cellules et par un nombre restreint 

d'adhésions focales visualisées par le marquage en immunofluorescence de la paxilline 

(Figure S10B).  

Par ailleurs, des travaux ont mis en évidence une faible induction de HEY2, un gène cible 

de la voie NOTCH1 en réponse à l'adhésion de cellules HUVEC sur de la fibronectine 427. 

Nous avons confirmé cette induction, et montré qu'elle est absente dans les cellules 

exprimant de faibles niveaux de LINC01116 (Figure S10A). De plus, l'induction par 

l'adhésion, de l'expression des ARNm de HEY2 et de HEY1 et DII4, d'autres gènes cibles de 

la voie NOTCH1, est également réduite dans les cellules traitées avec des siARNs ciblant 

LINC01116 (Figure S10C) 83,428–430. Ce défaut de signalisation de la voie NOTCH1 pourrait 

traduire un défaut d’adhésion ou un défaut d’interactions entre les cellules 429.  

D’autre part, pour évaluer l'implication de LINC01116 dans le contrôle de l'expression 

génique nous avons analysé les conséquences de son inhibition par ARN interférence sur le 

transcriptome de cellules endothéliales HMEC1 puis de cellules tumorales A549 par 

hybridation de puces à ADN. Dans les cellules HMEC1, le profilage transcriptomique a 

révélé l'altération significative de 765 et 322 gènes, respectivement dans les cellules traitées 

avec le si-LINC01116#1 ou le si-LINC01116#2. L'analyse comparative montre que 

seulement 101 gènes sont communément impactés par ces deux ARNs interférents (Figure 

7AB). Leur annotation fonctionnelle à l'aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA), 

montre que ces gènes sont impliqués dans les processus d’interactions et de signalisation 

intercellulaires, de motilité, de survie et de croissance des cellules endothéliales (Figure 7C). 

Parmi les réseaux géniques altérés dans les cellules où LINC01116 est réprimé, nous avons 

noté la répression de réseaux régulés par les facteurs de transcription NKX2-3 et PDX1 

(Figure 7DE). Dans les cellules A549, nous avons observé une altération significative de 186 

gènes dans les cellules transfectées par le si-LINC01116#1 et cultivées en normoxie ou en 

hypoxie (Figure S11A). Leur annotation fonctionnelle montre qu'ils sont impliqués dans les 

mêmes processus que ceux identifiés dans les cellules endothéliales (Figure S11B). 

Cependant, bien que l'on retrouve l'altération des réseaux géniques contrôlés le facteur de 

transcription NKX2-3 et PDX1 (Figure S11DE), seulement 10 gènes dérégulés dans les 

cellules tumorales A549 sont communs à la signature génique altérée dans les cellules 

endothéliales HMEC1 (Figure S11C).  
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Figure 1 – LINC01116, un lncARN induit par l’hypoxie dans les ADC pulmonaires et associé à une

diminution de la survie des patients. A. Diagramme de Venn présentant les lncARNs candidats dont

l’expression est i) modulée en fonction du statut hypoxique des tumeurs d’ADC des patients de la cohorte du

CHU de Nice (n=57), et/ou ii) en réponse à la culture de cellules A549 en condition hypoxique in vitro (1,2%

O2), et/ou iii) associée au pronostic des patients. B.D. Box-plots montrant l’expression de LINC01116 en

fonction du statut hypoxique des tumeurs d’ADC des cohortes de patients du CHU de Nice (n=57, B) et du

TCGA (n=522, D). La relevance statistique des comparaisons est déterminée par le test de Wilcoxon. C.E.

Représentation Kaplan-Meyer en quartile de la corrélation entre l’expression de LINC01116 et la survie globale

des patients des cohortes locale (C) et du TCGA (E). Les p-values sont calculées en utilisant le log-rank test.
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Figure 2 – Caractérisation structurale de LINC01116 dans la lignée d’ADC A549. : A. La

séquence de LINC01116 a été déterminée par séquençage d’ARN de la lignée A549 cultivée en

normoxie (Nx) ou en hypoxie (Hx) pendant 24h. Les reads courts (NextSeq500 Illumina, 150 bp

paired-end reads représentés en format big wig) et longs (PromethION, Oxford Nanopore

Technology, full length représentés en format bam) générés ont été alignés sur le génome de

référence hg19 puis visualisés sur le navigateur UCSC. La region génomique de LINC01116 montre

un transcript de 1121pb constitué de 3 exons. B. Validation par RT-PCR de la structure intron-exon

de LINC01116 à partir de deux préparations d’ADNc de cellules A549 cultivées en hypoxie.
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Figure 3 – LINC01116 est exprimé dans les cellules endothéliales.

AB. Analyse transcriptomique par séquençage ARN sur cellule unique à partir de biopsies de turbinectomies

représentée sous forme de t-SNE et montrant la co-expression de LINC01116 et de l’ARNm de VWF dans les

cellules endothéliales. C. Analyse par RT-qPCR de l’expression relative de LINC01116 dans différentes lignées

de CBNPC (ADC ou SCC), d’une lignée épithéliale bronchique (BEAS2B) et de modèles de cultures primaires

(HUVEC) ou de lignées (HdMEC1 et HbMEC) de cellules endothéliales. Les résultats représentent la moyenne

de 3 expériences indépendantes +/- SD. D. Induction de l’expression de LINC01116 par l’hypoxie dans les

cellules endothéliales HUVEC (n=3, moyenne +/- SD). E. Analyse de l’expression de LINC01116 par smRNA

FISH sur des coupes de biopsies d’ADC. Des co-marquages en immunofluorescence ont été réalisés avec des

anticorps anti-cadhérine E et anti-VWF afin de marquer respectivement les cellules épithéliales ou les cellules

endothéliales. Les noyaux sont marqués au DAPI.
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Figure 4 – Effets de la répression de LINC01116 par ARN interférence ou par CRISPRi sur l’adhésion
des cellules d’ADC A549.

AB. Après 48 h de transfection avec les siARNs indiqués, les cellules (30 000/puit) sont ensemencées dans

des puits d’une plaque 96 puits préalablement coatés avec du SVF (1%), du collagène 1 (Col1, 20 g/ml) ou

de la fibronectine (FN, 20 g/ml). Après 1h à 37°C , les puits sont lavés plusieurs fois et les cellules

adhérentes sont marquées au crystal violet (0,1% + 25% méthanol), visualisées au Cytation 5 (Biotek) (A),

lysées au triton 0,2% puis quantifiées par mesure de l’absorbance à 650 nm (B). Les résultats représentent la

moyenne de 2 expériences indépendantes réalisées en triplicats +/- SD. (*:pvalue < 0,05). C. Schéma

représentant les guides ARN utilisés pour réprimer LINC01116 dans l’approche CRISPRi. D. Analyse par RT-

qPCR de l’efficacité de la répression de LINC01116 par CRISPRi. EF. Les effets de l’invalidation de

LINC01116 par le système CRISPRi ont été analysés et quantifiés comme en AB.
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Figure 5 – Effets de l’inhibition de LINC01116 par ARN interférence sur l’adhésion des cellules

endothéliales.

AB. Après 48 h de transfection avec les siARNs indiqués (10 nM), les cellules HUVEC (30 000/puit)

sont ensemencées dans des puits (plaque 96 puits) préalablement coatés avec du SVF (1%), du

collagène 1 (Col1, 20 g/ml), de la fibronectine (FN, 20 g/ml) ou du collagène IV (Col IV, 20 g/ml).

Après 2h à 37°C, les puits sont lavés et les cellules adhérentes marquées au crystal violet, visualisées

au Cytation (A), lysées puis quantifiées par mesure de l’absorbance à 650 nm (B). Les histogrammes

représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicats +/- SD. (*:pvalue <

0,05).
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Figure 6 – Effets de l’inhibition du transcrit LINC01116 sur la perméabilité de l’endothélium in vitro.

A-C. Les cellules HUVEC transfectées pendant 48 h avec les siARNs indiqués ont été ensemencées à

confluence (30000 cellules/insert) dans des inserts de chambre de Boyden pré-coatés avec du collagène I.

A. Après 24 h, du Dextran-FITC est ajouté dans la chambre supérieure. Des aliquots de milieu sont prélevés

au cours du temps dans la chambre inférieur afin d’évaluer la diffusion du dextran par mesure de la

fluorescence. Les résultats montrent la moyenne de triplicats +/- SD et sont représentatifs de 3 expériences

indépendantes. B-C. Après 24 h, des cellules d’ADC A549 (30000) marquées à l’aide d’un marqueur vital

(Bodipy-505nm) sont déposées dans la chambre supérieure dans du milieu dépourvu de sérum puis attirées

à travers l’endothelium sur la face inférieure des inserts par ajout de milieu contenant 10% SVF + EGF

(10ng/mL) dans la chambre inférieure. Les cellules sont visualisées en microscopie à fluorescence puis

quantifiées. D-E. Des cellules A549 ont été déposées sur un endothélium de cellules HUVEC non

transfectées en présence ou en l’absence de SVF+EGF, et attirées dans la chambre inférieure par du milieu

+SVF+EGF. Les résultats représentent la moyenne de deux expériences indépendantes en triplicats +/- SD.

(*:pvalue < 0,05; **:pvalue < 0,001).
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Figure 7 – Effets de l’inhibition de LINC01116 sur le transcriptome des cellules endothéliales HMEC1.

A. Diagramme de Venn représentant les gènes différentiellement exprimés entre les cellules HMEC1

transfectées pendant 48h avec des si-LINC01116#1, si-LINC01116#2 comparé à la transfection de si-NC#1 (Iog

Fold ChangeI > 0,5, adj pvalue<0,05, Intensité >6). . B. Représentation en échelle de couleur de la classification

hiérarchique de 101 gènes différentiellement exprimés entre des cellules HMEC1 transfectées pendant 48h avec

des si-LINC01116#1, si-LINC01116#2 ou si-NC#1. C. Annotation fonctionnelle réalisée à l’aide du logiciel

Ingenuity Pathway (IPA) montrant les principaux processus biologiques dérégulés par la transfection des si-

LINC01116#1 et si-LINC01116#2 comparés au si-NC#1 (Ilog Fold ChangeI > 0,6, adj pvalue<0,05, Intensité >6).

D.E. Exemples de réseaux géniques altérés par l’inhibition de LINC01116 issus de l’analyse IPA. Les flèches

oranges et bleues représentent respectivement les prévisions d’activation ou d’inhibition. Les gènes réprimés
sont en vert, les gènes induits en rouge.
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Figure S1 - Régulation de l’expression de LINC01116 par l’hypoxie dans les cellules d’ADC.

AB. Les cellules des lignées d’ADC A549 et H1975 ont été cultivées en normoxie (Nx) ou en hypoxie

(Hx) pendant 24 h et l’expression de LINC01116 et CA9 analysée par RT-qPCR. L’expression de CA9

sert de contrôle positif à la réponse hypoxique. CD. Les cellules A549 ont été transfectées avec des

siARNs (25 nM) contrôle (siNC) ou ciblant HIF1 ou HIF2, puis cultivées 24 h en normoxie ou en

hypoxie. L’expression de LINC01116 et CA9 a été analysée par RT-qPCR et normalisée par rapport à

RPLP0.
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Figure S2 – Localisation subcellulaire de LINC01116 dans les cellules A549. Analyse

de l’expression de LINC01116 par : A. smRNA FISH. Les noyaux sont marqués au DAPI.

B. Fractionnement subcellulaire couplé à de la RT-qPCR. Les ARNs ont été extraits à partir

des fractions cytosolique, membranaire incluant le reticulum endoplasmique et nucléaire, et

analysés pour l’expression des lncARNs LINC01116 et NEAT1 (nucléaire), et des ARNm de

RPLP0 et CA9. Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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Figure S3 – Caractérisation structurale de LINC01116 dans les cellules endothéliales. : A.

Analyse de LINC01116 par séquençage d’ARN de cellules HUVEC. Les reads générés sont

visualisés sur le navigateur UCSC. Les marques d’histone H3K4Me1, H3K4Me3 et H3K27Ac de

cellules HUVEC issues de données publiques du projet ENCODE sont représentées. B.

Marquage par smRNA FISH à l’aide de sondes ciblant LINC01116 sur des modèles de cellules

endothéliales (HbMEC, HUVEC, HdMEC1). Les noyaux ont été marqué au DAPI et les cellules

ont été visualisé par microscopie confocale.
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Figure S4 – Effets de l’inhibition de LINC01116 par ARN interférence sur la croissance et la mobilité des

cellules d’ADC A549.

A-C. Analyse par RT-qPCR de l’expression de LINC01116 dans des cellules A549 traitées avec des siARNs

contrôle (siNC1) ou ciblant le transcrit 48h après transfection (n=3, moyenne +/- SD). L’expression a été mesurée

dans des extraits cellulaires totaux (A), ou dans des fractions nucléaire (B) ou cytosolique (C). D. Analyse des

effets de l’interférence ARN par smRNA FISH. EF. Effets des siARNs ciblant LINC01116 sur la prolifération

mesurée par comptage cellulaire 72h post-transfection (E), ou par marquage au BrdU des cellules en phase S (F),

(moyenne de 3 expériences +/- SD). GH. Effets des siARNs ciblant LINC01116 sur la migration cellulaire mesurée

dans des chambres de Boyden (G) ou par « scratch-assay » (H) comme précisé dans la section matériels et

méthodes (moyenne de 3 expériences +/- SD). (*: pvalue<0,05).
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Figure S5 – Effets de la surexpression de LINC01116 sur la croissance et la mobilité des cellules d’ADC

A549.

Les cellules A549 ont été transduites par infection lentivirale avec un vecteur vide ou exprimant le transcrit

LINC01116. La surexpression du transcrit à été analysée par RT-qPCR (A) et par smRNA FISH (B). Analyse

des effets de la surexpression de LINC01116 sur la prolifération mesurée par un essai MTT à différents temps

après transfection (C). Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. DE. Effets de la

surexpression de LINC01116 sur la migration cellulaire mesurée dans des chambres de Boyden (D) ou par

« scratch-assay » (E) comme précisé dans la section matériels et méthodes. Les résultats sont représentatifs

de 2 expériences indépendantes. (*: pvalue<0,05).

0

20

40

60

80

100

120

M
ig

ra
ti
n
g
 c

e
ll
s
 (

%
) n.s.

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

24 48 72

M
T

T
 (

D
O

 5
5
0
n
m

)

Time (h)

p-Empty

p-LINC01116

n.s.
n.s.

n.s.C 

D 

0,0E+00

2,0E+04

4,0E+04

6,0E+04

8,0E+04

1,0E+05

1,2E+05

1,4E+05

p-Empty p-LINC01116

W
o
u
n
d
 b

e
d
 c

lo
s
u
re

n.s.E 

A * B 

10 μm 10 μm0

10

20

30

40

50

60

p-Empty p-LINC01116

L
IN

C
0
1
1
1
6

R
e
la

ti
v
e
 e

x
p
re

s
s
io

n



 

188 
 
 

 

Figure S6 – Effets de l’ARN interférence ciblant LINC01116 sur la formation de sphéroïdes de

cellules d’ADC A549.

Les cellules A549 sont transfectées avec des siARN (10nM) contrôle (NC1) ou spécifiques de LINC01116.

Après 48h les cellules (10 000) sont ensemencées dans des puits à fond rond à faible adhérence afin

d’induire la formation de sphéroïdes. Après 24 h les sphéroïdes sont photographiés au cytation et leur

volume calculé. Les résultats correspondent à la moyenne du volume de 12 sphéroïdes +/- SD et sont

représentatifs de 3 expériences indépendantes. (*: pvalue<0,05).
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Figure S7 - Effets de l’inhibition de LINC01116 par ARN interférence sur la croissance et la mobilité des

cellules endotheliales HUVEC.

A. Analyse par RT-qPCR de l’expression de LINC01116, 48 h après la transfection de cellules HUVEC par des

siARNs contrôle (siNC1, siNC2) ou ciblant le transcrit (n=3, moyenne +/- SD). BC. Analyse des effets de

l’interférence ARN LINC01116 sur la prolifération mesurée par un essai MTT à différents temps après transfection

(B) (moyenne de 2 expériences +/- SD), ou par marquage au BrdU des cellules en phase S (C). DE. Effets des

siARNs ciblant LINC01116 sur la migration cellulaire mesurée dans des chambres de Boyden. (moyenne de 3

expériences +/- SD). (*: pvalue<0,05).
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Figure S8 – Effets d’oligonucléotides antisens de type gapmers ciblant LINC01116 sur l’adhésion

des cellules endothéliales HUVEC.

A. L’expression de LINC01116 a été mesurée par RT-qPCR dans des cellules HUVEC non transfectées

(NT), ou 48h après la transfection avec un gapmer contrôle (Gap-NCA) ou deux gapmers spécifiques du

transcrit LINC01116 (Gap-LINC01116#1 et Gap-LINC01116#2) à la concentration de 20 nM. BC. Les

cellules (30000/puit) ont été ensemencées dans des puits coatés avec du sérum de veau fœtal (FBS), de la

fibronectine (FN) ou du collagène I (Col I). Après 1h à 37°C , les puits ont été lavés et les cellules

adhérentes marquées au crystal violet, visualisées au Cytation (B), lysées puis quantifiées par mesure de

l’absorbance à 650 nm (C). Les histogrammes représentent la moyenne de 2 expériences indépendantes

réalisées en triplicats +/- SD. (*:pvalue < 0,05).
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Figure S9 – Effets de l’inhibition de LINC01116 sur l’adhésion des cellules HMEC1.

A. L’inhibition de LINC01116 a été mesurée par RT-qPCR 48h après la transfection des cellules HMEC1

avec des ARN interférents (10 nM). B-C. Adhésion des cellules transfectées, dans des puits coatés avec

du SVF (1%), du collagène I (20 g/ml) ou de la fibronectine (FN, 20 g/ml). Après 1h à 37°C, les puits

sont lavés et les cellules adhérentes marquées au crystal violet, visualisées au Cytation (B), lysées puis

quantifiées par mesure de l’absorbance à 650 nm (C). (Moyenne de triplicats +/- SD d’une expérience

représentative de deux expériences). D-E. Expérience de formation de tubules : Les cellules

transfectées (10000 cellules) sont ensemencées dans des puits pré-coatés avec du Matrigel puis incubées

18h et visualisées au Cytation 5 en contraste de phase (D). Les images ont été analysées pour quantifier

le nombre de branchements, de mailles et de segments (E). Moyenne de deux expériences +/- SD.

(*:pvalue < 0,05).
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Figure S10 – Effets de l’inhibition de LINC01116 par ARN interférence sur la formation

d’adhésions focales et sur l’activation de la voie NOTCH. Les cellules HUVEC ont été transfectées

avec des siARNs (10 nM) contrôle ou ciblant LINC01116 puis incubées 48h. A. Les cellules sont

ensemencées sur des boites de pétri coatées avec de la fibronectine puis lysées à différents temps

d’adhésion et la phosphorylation de FAK sur la tyrosine 397 et l’induction de HEY2 ont été analysées par

Western Blot. La membrane hybridée avec phospho-FAK été strippée puis réhybridée avec un anticorps

anti-FAK. L’hybridation de HSP60 sert de contrôle de charge. B. Les cellules sont ensemencées pendant

45 min sur des lamelles de verre coatées avec de la fibronectine puis marquées en immunofluorescence

avec un anticorps anti-paxiline et de la phalloïdine-Alexa Fluor 488. Les noyaux ont été marqué au DAPI.

Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes. C. Les cellules HUVEC ont été

ensemencées pendant 4 h sur des boites de pétri coatées avec de la fibronectine (20 g/ml) puis

lyséees en Trizol pour extraire les ARN. L’expression des gènes HEY1, HEY2 et DII4, induits par la voie

NOTCH a été analysée par RT-qPCR et normalisée par rapport à RPLP0. Les résultats représentent

l’induction de l’expression par rapport à des cellules maintenues en suspension et correspondent à la
moyenne de 3 expériences indépendantes réalisées en triplicats +/- SD. (*:pvalue < 0,001).

si
-N

C
#1

si
-L

IN
C
01

11
6#

1

si
-L

IN
C
01

11
6#

2

0

10

20

30

HEY1

In
d

u
c
ti

o
n

 o
f 

R
N

A
 a

ft
e
r 

a
d

h
e
s
io

n

(n
o

rm
a
li
z
e
d

 b
y
 R

P
L

P
0
)

* *

si
-N

C
#1

si
-L

IN
C
01

11
6#

1

si
-L

IN
C
01

11
6#

2

0

20

40

60

80

HEY2

In
d

u
c
ti

o
n

 o
f 

R
N

A
 a

ft
e
r 

a
d

h
e
s
io

n

(n
o

rm
a
li
z
e
d

 b
y
 R

P
L

P
0
)

* *

si
-N

C
#1

si
-L

IN
C
01

11
6#

1

si
-L

IN
C
01

11
6#

2

0

10

20

30

DII4

In
d

u
c
ti

o
n

 o
f 

R
N

A
 a

ft
e
r 

a
d

h
e
s
io

n

(n
o

rm
a
li
z
e
d

 b
y
 R

P
L

P
0
)

* *

C

A

B



 

193 
 
 

  

A

B

Figure S11 – Effets de l’inhibition de LINC01116 sur le transcriptome des cellules d’ADC A549.

A. Représentation en échelle de couleur de la classification hiérarchique de 186 gènes différentiellement exprimés

entre des cellules A549 cultivées en normoxie ou en hypoxie et transfectées pendant 48h avec des si-

LINC01116#1 ou si-NC#1 (Iog Fold Change >1, adj pvalue<0,05, Intensité >6). B. Annotation fonctionnelle réalisée

à l’aide du logiciel Ingenuity Pathway (IPA) montrant les principaux processus biologiques dérégulés par la

transfection du si-LINC01116#1 comparé au si-NC#1 (log Fold Change > 0,8, adj pvalue<0,05, Intensité >6). C.

Diagramme de Venn représentant les gènes différentiellement exprimés dans les cellules transfectées avec les si-

LINC01116#1, si-LINC01116#2 ou si-NC#1 dans les HMEC1 (log Fold Change > 0,5, adj pvalue<0,05, Intensité

>6) et les A549 cultivées en normoxie (Nx) ou en hypoxie (Hx) (log Fold Change > 0,8, adj pvalue<0,05, Intensité

>6) . D.E. Exemples de réseaux géniques altérés par l’inhibition de LINC01116 issus de l’analyse IPA dans les

cellules A549. Les flèches oranges et bleues représentent respectivement les prévisions d’activation ou d’inhibition.
Les gènes réprimés sont en vert, les gènes induits en rouge.
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Discussion et perspectives 

 

LINC01116, un hypoxa-lnc marqueur de l’agressivité des adénocarcinomes broncho-

pulmonaires. 

Comme nous l’avons vu précédemment, de nombreux exemples relient les lncARNs à 

l’agressivité des cancers. Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur LINC01116 qui 

est induit par l’hypoxie in vitro et corrélé au statut hypoxique de tumeurs d'ADC ainsi qu'à un 

mauvais pronostic des patients issus de deux cohortes (CHU de Nice et TCGA). Nous avons 

démontré que LINC01116 est induit par le facteur de transcription HIF2/EPAS1 dans une 

lignée d’adénocarcinomes pulmonaires (ADC). Ce facteur de transcription responsable en 

partie de la réponse hypoxique des cellules joue un rôle important dans la progression 

tumorale 431, suggérant que les gènes qu'il régule ont également une fonction dans le 

développement tumoral.  

La base de données LNCipédia (https://lncipedia.org/) décrit l’existence de 19 isoformes 

potentielles de transcrits LINC01116. Nous avons établi, par des approches de séquençage 

ARN générant des reads courts et longs puis par des validations par RT-PCR, que l’isoforme 

majoritaire dans nos modèles d’étude correspond à une isoforme cytosolique de 1121nt 

ayant la même structure exon-intron que l’isoforme LINC01116:17. De récents travaux ont 

déterminé par Northern Blot que dans les gliomes LINC01116 est un transcrit de 980nt 432. 

Toutefois, ces auteurs n'ont pas précisé la structure exon-intron de ce transcrit. Ces 

différences pourraient s'expliquer par l'expression de variants spécifiques d'un tissu donné et 

pouvant exercer des fonctions différentes.  

D’autre part, l’analyse du locus de LINC01116 nous a permis de déterminer qu’il s’agit 

d’un lncARN divergent (cf. III.3.D) dont le promoteur contient un large îlot CpG et promeut 

également l’expression de LINC01117. Des analyses in silico de culpabilité par association 

réalisées sur les données de séquençage ARN des ADC de la cohorte du TCGA ont montré 

que LINC01117 est le gène dont l'expression présente la meilleure corrélation avec celle de 

LINC01116 avec un coefficient de corrélation de Pearson de 0,85 (pvalue 8,37e-167). 

Cependant, LINC01117 ayant une expression très faible, nous n’avons pas poursuivi l’étude 

de ce transcrit et nous nous sommes focalisés sur la fonction de LINC01116. L’exemple de 

lncARNs divergents composés d’un lncARN fortement exprimé et fonctionnel s’opposant a 

un lncARN faiblement exprimé correspondant à de la transcription pervasive a déjà été 

reporté dans la littérature 172. 

 

https://lncipedia.org/


 

195 
 
 

Caractérisation fonctionnelle de LINC01116 dans les cellules tumorales et dans les 

cellules endothéliales  

Concomitament à l’initiation de ce projet, des études concernant la fonction de 

LINC01116 ont été publiées dans diverses revues scientifiques. En 2017, une équipe a 

renommé LINC01116, TALNEC2 pour « Tumor Associated LncRNA Expressed in 

Chromosome 2 ». Dans cette étude, les auteurs ont montré que l’expression de ce transcrit 

est forte chez les patients souffrant de glioblastomes et est associée à un mauvais pronostic. 

Ils ont également montré l’implication de TALNEC2 dans la régulation de la prolifération, la 

migration et l’invasion des cellules de glioblastomes in vitro et dans la croissance tumorale 

des glioblastomes in vivo 433. Des études plus récentes ont mis en évidence son expression 

dans divers cancers agressifs (cancer du sein, ostéosarcome, cancer gastrique, gliome et 

CBNPC) 432,434–438. Ces études ont montré que des siARNs ciblant LINC01116 affectent 

d'une part la prolifération des ostéosarcomes, des gliomes et des cancers du seins 

432,434,435,437 et d'autre part la migration des ostéosarcomes, des cancers gastriques et des 

cancers de la tête et du cou en mettant en jeu divers mécanismes et des associations avec 

des partenaires différents 434–436,438.  Cette hétérogénéïté des effets observés est à 

rapprocher de la variété d'isoformes de ces transcrits précédemment mentionnée, d'autant 

plus que de nombreuses études ne caractérisent pas précisément les variants exprimés 

dans leurs modèles. Ces travaux montrent que la caractérisation fonctionnelle et 

mécanistique de ce transcrit n’est pas encore clairement établie. Ainsi, dans nos modèles, 

l’inhibition transitoire de LINC01116 dans les cellules d’ADC a révélé qu'il n’était pas 

impliqué dans le contrôle de la prolifération ou de la migration des cellules cancéreuses mais 

plutôt dans les mécanismes d’adhésion cellulaire sur différentes protéines matricielles et 

dans les interactions cellule-cellule nécessaires à la formation de sphéroïdes.  

L’adhésion cellulaire est particulièrement importante dans les mécanismes pro-

angiogéniques des cellules endothéliales qui ont de forts niveaux de LINC01116 et dont 

l’inhibition diminue également l’adhérence. En effet, LINC01116 est exprimé dans les 

cellules cancéreuses mais plus encore dans les cellules endothéliales, ce qui pourrait 

contribuer à établir la corrélation existant entre son expression dans les tumeurs et la survie 

des patients. De plus, l'hypoxie stimule l’angiogenèse tumorale, associée aux cancers 

aggressifs, et stimule également l'expression de LINC01116 dans les cellules endothéliales.  

Nos expériences d’inhibitions transitoires démontrent la fonction de LINC01116 dans les 

mécanismes d’adhésion cellulaire que ce soit dans les cellules cancéreuses ou dans les 

cellules endothéliales. D’ailleurs, l’utilisation des gapmers est un outil d’intêret puisqui’ils sont 
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actuellement utilisés en tant qu’outils de thérapie génique et ont déjà été utilisé dans 

l’invalidation de lncARNs 439–443. 

Le défaut d’adhésion des cellules dans lesquelles LINC01116 est inhibé 

transitoirement a été observé sur différentes protéines matricielles (fibronectine, collagènes 

de type I et IV) entrainant l’activation de différentes intégrines. Ces données suggèrent que 

les mécanismes régulés par ce lncARN sont probablement plus impliqués dans l'intégration 

ou la transduction des signaux régulant l’adhésion cellulaire que dans la liaison des ligands à 

la surface des cellules.  

D'un point de vue méthodologique, la répression transitoire de l'expression d'un 

lncARN peut être un facteur limitant pour mettre en évidence les conséquences à long terme 

de cette inhibition. Par ailleurs, les siARNs et les antisens gapmers, fréquemment utilisés 

dans les études fonctionnelles des lncARNs, se caractérisent pas d'importants effets non 

spécifiques dits effets "off-target". Afin de pallier à ces limitations techniques, nous avons 

développé une approche d’invalidation stable par CRISPR Interférence (CRISPRi) en une 

seule étape de transduction virale. Dans les cellules tumorales A549, la répression stable de 

LINC01116 confirme les effets de l’inhibition transitoire sur l'adhésion cellulaire. Cet outil est 

particulièrement intéressant pour réaliser des études fonctionnelles sur des cellules 

primaires cultivées sur un nombre de générations plus limité. Toutefois, dans ces conditions, 

l'expression de LINC01116 n'a été inhibée que de 40% dans les cellules HUVEC, ce qui n'a 

pas été suffisant pour reproduire les résultats obtenus par les méthodes d’inhibition 

transitoire inhibant le transcrit à 80%. Dans ces cellules la faible inhibition du lncARN pourrait 

être liée à des interactions avec des partenaires protéiques qui stabiliseraient le transcrit, ou 

à la fixation de nombreux facteurs de transcription sur son promoteur qui limiteraient l'accés 

des guides ARNs ou à un effet délétère à moyen/long terme sur les cellules HUVEC 

fortement réprimées pour LINC01116.  

Nous avons également utilisé une approche de gain de fonction par surexpression stable 

du transcrit par transduction lentivirale. Dans les cellules d’ADC, cette surexpression 

n’impacte pas la prolifération, la migration ou l’adhésion des cellules. Nous avons confirmé la 

localisation cytosolique du transcrit transduit. Toutefois, nous ne pouvons pas savoir s'il est 

engagé dans les mêmes structures et interactions. En effet, la fonctionnalité du transcrit est 

potentiellement limitée par l'abondance de ses partenaires moléculaires et notamment par sa 

structure secondaire qui peut être vérouillée par des associations avec des partenaires 

protéiques. En revanche, l’expression de LINC01116 étant déjà conséquente dans les 

HUVEC, nous n'avons pas réussi à augmenter son niveau dans ces cellules.  
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L'étude fonctionnelle de LINC01116 in vivo nécessiterait de travailler sur des modèles 

murins, mais la conservation inter-espèces des lncARNs est limitée 163. Cependant, des 

recherches dans la base de données ENCODE nous ont permis de trouver un locus murin 

comprenant un lncARN appelé Gm13652. Ce transcrit de 3000 nt possède la même 

structure intron-exon que son potentiel orthologue humain, LINC01116. Malheureusement, 

diverses tentatives pour détecter l'expression de cet orthologue murin à partir de données 

publiques de séquençage d’ARN ou générées au laboratoire à partir de cellules 

endothéliales murines, de cellules de carcinomes pulmonaires murins de Lewis (LLC 444) et 

d'un modèle d'ADC murin induit par la forme mutée de Kras se sont avérées infructueuses.  

Nous avons également essayé de cloner, sans succès, l'ADNc de Gm13652 à l’aide 

d’amorces spécifiques à partir de cellules de LLC. Les annotations des lncARNs chez la 

souris restent encore largement incomplètes et les données publiques de séquençage ARN 

manquent généralement de profondeur. Toutefois, leur actualisation régulière par le 

consortium GENCODE pourrait, à l'avenir, permettre d’identifier des modèles d’études pour 

cloner ce potentiel orthologue murin de LINC01116 144. 

Concernant la fonction de ce lncARN dans les cellules d'ADC, nous envisageons de 

réaliser des xénogreffes chez la souris Nude, de cellules tumorales, humaines inhibées 

stablement pour LINC01116. Pour étudier la composante vasculaire et nous rapprocher du 

contexte tumoral, nous envisageons de former des sphéroïdes à partir de cellules 

cancéreuses et de cellules endothéliales inhibées pour le transcrit LINC01116. Bien 

qu'imparfaite, cette technique permet de recréer des réseaux tubulaires au sein des 

sphéroïdes mimant partiellement la néo-angiogenèse tumorale 445.  

Mécanismes moléculaires impactés par l’inhibition du transcrit LINC01116 

Afin de comprendre les mécanismes d’actions de LINC01116, nous avons recherché les 

gènes et les voies de signalisations impactés par son inhibition. Nous avons analysé le 

transcriptome de cellules endothéliales HMEC1 et de cellules cancéreuses A549 inhibées ou 

non pour le transcrit LINC01116. Dans les cellules HMEC1, nous n'avons identifié qu'une 

centaine de gènes communément altérés par les deux siARNs ciblant LINC01116 par 

comparaison à un siARN contrôle, ce qui représente seulement 10% de la totalité des génes 

modulés par ces ARNs interférents. Ces différences peuvent être liées à des effets non 

spécifiques ("off-target") des si-ARNs ciblant LINC01116 446,447. Cependant, les effets sur 

l'adhésion cellulaire ont été confirmés par l'utilisation d'oligonucléotides antisens de type 

gapmer et par CRISPRi.  
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L'analyse des gènes communément modulés par les deux siARNs a mis en évidence 

quelques réseaux géniques impactés par l’inhibition de LINC01116. C'est le cas d'un 

ensemble de gènes contrôlé par le facteur de transcription NKX2-3 qui est réprimé par 

l’inhibition de LINC01116 448. NKX2-3 est impliqué dans les mécanismes d’adhésion des 

cellules sur leur support et dans l’angiogenèse. Il induit l’expression de certains gènes tels 

que l’IL8 (CXCL8) et l’angiopoïétine 2 (ANGPT2) qui sont réprimés par l’inhibition de 

LINC01116 dans les cellules endothéliales. Un second réseau génique est également 

réprimé par l’inhibition de LINC01116 et concerne les gènes modulés par le facteur de 

transcription PDX1. PDX1 est exprimé dans les cellules de l’endoderme et participe au 

développement du pancréas 449. Plus précisement, il est impliqué dans la formation de 

l’épithélium et des communications intercellulaires en modulant l’expression de la E-

cadherine 450. De plus, il est également induit dans les cancers pancréatiques et gastriques 

451,452. Ainsi bien que ce facteur de transcription soit peu documenté dans nos modèles 

d’études, son expression dans d’autres types de cancers et sa fonction dans la formation de 

jonctions intercellulaires pourrait expliquer sa dérégulation lors de l’inhibition de LINC01116. 

Ces réseaux de gènes sont également modulés dans les cellules A549 inhibées pour 

LINC01116 (Figure S11DE).   

Cependant, il est nécessaire de constater que ces profilages de l'expression génique ont 

donné peu de renseignements sur des cibles moléculaires potentiellement impliquées dans 

un défaut d'adhésion. Une des explications possible réside dans l'état dans lequel se 

trouvent les cellules que nous avons étudiées. En effet, ces expériences ont été réalisées 

sur des cellules endothèliales HMEC1 ou tumorales A549, 48h après transfection par des 

siARNs et 72h après leur ensemencement sur des boites de culture, c'est à dire dans des 

conditions où les cellules ont déja établi des contacts avec leur support et avec les cellules 

voisines bien avant que l'inhibition de LINC01116 n'ait lieu. A l'avenir, nous souhaitons 

réaliser un profilage transcriptomique sur des cellules, réprimées ou non pour LINC01116, 

puis engagées dans un processus dynamique d'adhésion ou de formation d'interactions 

cellule-cellule. Nous pensons qu'analyser l'expression des gènes dans ces conditions sera 

beaucoup plus informatif pour comprendre les mécanismes moléculaires altérés par 

l'absence de LINC01116 et affectant ces processus cellulaires. Une preuve de concept de 

cette hypothèse de travail a été apportée par l'analyse ciblée, par RT-qPCR, de l'expression 

de gènes de la voie NOTCH1 dans les cellules HUVEC 4h après adhésion sur de la 

fibronectine. Cette analyse a mis en évidence la répression des gènes HEY1, HEY2 et DII4 

dans les cellules inhibées pour LINC01116 (Figure S10AC). Ces altérations n'avaient pas été 

indentifiées par nos analyses transcriptomiques sur cellules statiques. 
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Dans cette optique, nous avons également souhaité analyser le profil d'expression 

génique de sphéroïdes présentant des défauts de compaction (Figure S6). 

Malheureusement, malgré de nombreuses tentatives, nous n'avons pas réussi à extraire des 

ARNs de qualité suffisante pour analyser leur transcriptome.  

Par ailleurs, l'adhésion cellulaire sur différentes protéines matricielles engage différentes 

intégrines et conduit à l'induction de différents gènes cibles de la voie NOTCH. Ainsi, 

l'adhésion sur laminine 111, active les intégrines 61 conduisant à une forte induction de 

l'expression de DII4 428. De plus, la voie Notch est à la fois régulée par l’adhésion cellulaire et 

impliquée dans la signalisation induite par les interactions cellule-cellule 428–430. Il serait donc 

intéressant d’observer l’impact de l’inhibition de LINC01116 sur l'activation de la voie Notch 

lors d’adhésion sur différentes protéines matricielles et dans des essais de tubulogenèse.  

Caractérisation du mode d'action de LINC01116 par l'identification de ses interactants 

moléculaires 

Si l'on exclut les transcrits antisens, les pseudogènes qui servent de leurre pour la fixation de 

microRNAs et les lincRNAs ayant des activités "enhancer", la plupart des lncRNAs contrôlent 

l’expression génique par divers mécanismes transcriptionnels, post-transcriptionnels ou post-

traductionnels, qui dépendent notamment de leur localisation subcellulaire (nucléaire, 

cytosolique, granules...) 453 et qui impliquent le recrutement de ribonucléoprotéines (RNP ou 

RBP RNA-binding proteins) régulatrices et/ou l'association avec des séquences génomiques 

ou d'autres transcrits 204. Les RBPs s'associant avec un lncARN peuvent soit agir sur le 

métabolisme du transcrit (épissage, stabilité...) soit participer à son mode d'action.  

Dans ce contexte, l’identification des partenaires protéiques et des gènes cibles (ADN ou 

ARN) des lncARNs, par la combinaison d’approches biochimiques et d'analyses 

protéomiques et/ou de séquençage à haut-débit, constitue une problématique centrale dans 

le domaine des lncARNs.  

Ainsi, la localisation subcellulaire cytosolique et en partie membranaire de LINC01116 

(Figures S2AB et S5B) suggère que ce transcrit pourrait réguler l'expression génique par des 

mécanismes post-transcriptionnels tels que le contrôle de la stabilité des ARNm ou par des 

mécanismes post-traductionnels en servant de plateforme d'ancrage pour le contrôle de 

l’activation ou de la stabilité de protéines. C'est le cas du lnc-DC qui maintient STAT3 sous 

une forme active phosphorylée en bloquant sa déphosphorylation par SHP1 256, et de LINK-A 

qui fixe les kinases BRK et LRRK2 pour activer HIF1 dans les cancers mammaires triple-

négatifs 341.  
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Afin d’identifier les protéines interagissant avec LINC01116, nous avons réalisés des 

expériences de pull-down d'ARN à l’aide d’un lncARN transcrit in vitro et biotinylé à son 

extrémité 3’ (Figure 39AB). Ces expériences nous ont permis de mettre en évidence 

différentes protéines partenaires dont les protéines ILF3 (Inducible Interleukin Factor 3) et 

PABPC1. Ces interactions ont été validées dans les cellules d'ADC A549 et dans les cellules 

endothéliales HUVECs et HMEC1.  

La protéine ILF3 possède deux isoformes majoritaires, une isoforme exclusivement 

nucléaire de 110 kDa, et une isoforme de 90 kDa (NF-90) (Fig. 39C) qui permet le transport 

nucléo-cytosolique d'ARN en se fixant sur leurs structures tige-boucle et la formation de 

granules de stress cytosoliques 191,258. L’interaction de NF-90 avec le transcrit LINC01116 a 

été validée, dans un second temps, par pull-down d'ARN puis révélation par Western Blot 

(Fig. 39D). Toutefois, ces expériences de pull-down sont réalisées en conditions acellulaires 

et ne sont pas forcément révélatrices des interactions endogènes. Nous avons donc 

corroboré ces résultats par des expériences d'immunoprecipitation d'ARN (RIP) sur des 

complexes natifs (Figure 39EF) et visualisé ces interactions par co-marquage des ARNs et 

des protéines par smRNA FISH couplé à de l’immunofluorescence (Figure 39G). NF-90 est 

une protéine candidate intéressante qui pourrait contrôler le étabolisme de LINC01116 en 

régulant son transport et/ou sa stabilité. Des études ont également démontré l’implication de 

NF-90 dans les processus pro-angiogéniques et les capacités d’adhésion des cellules 

endothéliales notamment en régulant la stabilité de l'ARNm du VEGFA 454–456. Une étude 

récente suggère également l’implication de LINC01116 dans le contrôle de la stabilité du 

transcrit du VEGFA par un mécanisme d'éponge au microARN miR-31-5p 432. Nous avons 

recherché la possible existence d'un complexe ribonucléoprotéique impliquant NF-90, 

LINC01116 et l'ARNm du VEGFA dans nos modèles. Nous avons bien validé la co-

immunoprécipitation de LINC01116 et du transcrit VEGFA par un anticorps dirigé contre ILF3 

(Figure 40A-C). Cependant, l'expérience inverse de RAP (RNA Antisens Purification, Figure 

25), consistant à précipiter après réticulation covalente le transcrit LINC01116 à l'aide 

d'oligonucléotides antisens biotinylés n'a pas révélé de co-précipitation de l'ARNm du 

VEGFA (Figure 40D).  

Ainsi, nos résultats n'ont pas permis de préciser le rôle de l’interaction entre la protéine 

ILF3/NF-90 et LINC01116. D'autres investigations seront nécessaires pour déterminer si 

cette association régule la stabilité de LINC01116 ou sa localisation subcellulaire, son action 

sur l’adhésion des cellules, ou si LINC01116 s'associe à d’autres transcrits.  

La protéine PABPC1 est impliquée dans le contrôle de la stabilité des ARNs et dans la 

formation de granules d’ARN cytoplasmiques (p-bodies et granules de stress) 263,266. Dans 
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certaines conditions, PABPC1 peut faire la navette entre le cytosol et le noyau 457. De façon 

intéressante, plusieurs publications récentes lui attribuent diverses fonctions impliquant une 

relocalisation au niveau de la membrane plasmique 458,459. Ainsi, PABPC1 interagit avec la 

métalloprotéase membranaire ADAM15 et des ARNm en cours de traduction lors de la ré-

adhésion de chondrocytes ou de synoviocytes 458 . Par ailleurs, dans les cellules épithéliales, 

PABPC1 participe à un complexe macromoléculaire important pour l'intégrité des jonctions 

adhérentes intercellulaires et impliquant notamment la cadhérine E, le complexe RISC et des 

ARNm 459. Dans ce contexte, on peut émettre l'hypothèse que PABPC1 pourrait être 

impliquée dans la localisation de LINC01116 à la membrane plasmique et participer à la 

médiation de sa fonction dans  l'adhésion cellulaire et/ou dans les connections 

intercellulaires.  

Des études fonctionnelles de ces protéines partenaires par des approches de perte ou 

de gain de fonctions permettront de préciser leur éventuelle implication dans la régulation du 

métabolisme de LINC01116 et dans les processus d'adhésion ou de connection 

intercellulaire dans lesquels il pourrait être impliqué.  
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Figure 39: Recherche d'interactants protéiques de LINC01116 dans les cellules HUVEC. 
A-B. L'identification des partenaires protéiques de LINC01116 a été réalisée par des expériences de 
pulldown d'ARN. Du lysat cellulaire de cellules HUVEC a été incubé en présence ou en absence de 
LINC1116 transcrit in vitro et biotinylé en 3’, puis les complexes ribonucléoprotéiques formés ont été 
précipités à l’aide de billes magnétiques couplées à de la streptavidine. Les protéines précipitées par 
le transcrit ont été séparées sur gel d’electrophorèse puis révélées par coloration à l’argent (A). 
L’identification des peptides trypsiques par analyses en spectrométrie de masse a permis d'établir une 
liste de protéines présentées sous forme de tableau (B). C. Analyse de la localisation subcellulaire 
d’ILF3 par fractionnement subcellulaire + Western blot. Des aliquots de fractions nucléaires (Nucl) et 
cytosoliques (Cyt) ont été séparés sur gel puis transférés sur membrane et révélés à l'aide de 
différents anticorps. La révélation des protéines HSP60 et hnRNPC1/C2, ayant des localisations 
respectivement cytosolique et nucléaire, a permis de valider la qualité du fractionnement. D. Validation 
par pulldown ARN couplé à du Western Blot de la précipitation de l’isoforme cytosolique d’ILF3 par 
LINC01116. E-F. Expériences d'immunoprécipitation d'ARN. Les complexes ARN-protéines 
endogènes présents dans des extraits de cellules HUVEC ont été immunoprécipités à l'aide 
d’anticorps ciblant les protéines ILF3, PKR, Tia-1 et PABPC1. Les ARNs co-précipités ont été extraits 
et la présence des transcrits LINC01116 et RPLP0 a été révélée par RT-qPCR (E). La précipitation 
spécifique de la protéine ILF3 par son anticorps a été validée par Western Blot (F). Ces résultats 
représentent la moyenne de trois expériences indépendantes +/- SD, (*pvalue <0,05). G. Co-
localisation d’ILF3 et LINC01116 visualisée par smRNA-FISH couplé à de l’immunofluorescence. 
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Figure 40: Recherche d'interactions potentielles entre la protéine ILF3, LINC01116 et l'ARNm de 
VEGFA 
A-C. Expériences d'Immunoprecipitation d'ARN (RIP) à l'aide d'anticorps anti-ILF3. La présence de 

LINC01116 et des ARNm de RPLP0 et VEGFA a été révélée par RT-qPCR. DE. Recherche d'ARN 

interagissant avec LINC01116 par Purification d'ARN par antisens (RAP). Des cellules HUVEC 

ont été fixées en formaldéhyde 4% puis lysées dans un tampon 1% NP-40. Les complexes 

macromoléculaires endogènes contenant LINC01116 ont été précipités à l’aide d’un mélange de 8 

oligonucléotides antisens biotinylés dirigés contre LINC01116 (D). Afin d'évaluer le bruit de fond 

expérimental, nous avons utilisé un lot de sondes complémentaires du transcrit LacZ absent des 

cellules eucaryotes. Les ARN ont été extraits à partir des complexes macromoléculaires précipités et 

la présence de LINC01116 et des ARNm de RPLP0 et VEGFA a été analysée par RT-qPCR (E).  Les 

résultats representés sont la moyenne de deux expériences indépendantes, +/- SD, (*p-value <0,05). 
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Conclusion 

 

Mes travaux de thèse ont porté sur l'étude de deux lncARNs, NLUCAT1 et LINC01116, 

induits par l’hypoxie et corrélés à un mauvais pronostic des patients ayant un 

adénocarcinome broncho-pulmonaire.  

L'étude du transcrit NLUCAT1 a été réalisée conjointement avec le Dr Laura Moreno 

Leon. J’ai poursuivit ce travail en précisant sa structure exon-intron, sa régulation par 

l'hypoxie  impliquant les facteurs de transcription HIF2, NF-κB et NRF2, et sa localisation 

nucléaire notamment en développant l'approche de smRNA-FISH. Concernant la 

caractérisation fonctionnelle du transcrit, j’ai confirmé, dans les cellules invalidées par 

CRISPR/Cas9 pour le transcrit NLUCAT1, les défauts de prolifération au sein de sphéroïdes, 

la sensibilité aux agents causant un stress oxydatif (cisplatine, ménadione, péroxyde 

d'hydrogène) et la diminution des propriétés migratoires et invasives. Mes travaux ont 

également consisté à démontrer la non implication du variant court cytosolique SCAL1 dans 

la médiation des effets de NLUCAT1. Enfin, j’ai pu valider les cibles moléculaires de 

NLUCAT1 impliquées dans le contrôle du stress oxydatif : les gènes ALDH3A1, GPX2, 

GLRX et PDK4. Ainsi, cette étude a mis en évidence l’implication de NLUCAT1 dans 

différents processus pro-tumoraux et notamment dans la résistance au cisplatine (Figure 41). 

Par ailleurs, j’ai abordé l'étude du mode d’action de NLUCAT1 par l'identification de ses 

interactants nucléiques et protéiques en développant diverses approches biochimiques de 

précipitations couplées à des analyses à haut débit par séquençage ou par spectrométrie de 

masse. La mise en place de ces méthodologies de ChIRP, de RIP, de RAP et de pull-down 

d'ARN, qui a été chronophage, a permis de lever des verrous technologiques indispensables 

pour aborder cette problématique centrale dans le domaine des lncARNs.  

Actuellement, l'étude du mécanisme d’action de NLUCAT1 se poursuit par la validation 

des interactions identifiées, la caractérisation des sites d’interactions entre le transcrit et ses 

partenaires et par l'étude des protéines partenaires par des approches de pertes/gains de 

fonction. 
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Figure 41: NLUCAT1, un lncARN nucléaire protumoral qui régule la réponse anti-oxydante au sein 
des CBNPC. 
L’hypoxie et les radicaux libres oxygénés (O2

-, H2O2, HO-+) participent à l’activation des facteurs de 

transcription HIFs, NF-κB et NRF2 capables d’induire la transcription de NLUCAT1. NLUCAT1 pourrait 

exercer un rétrocontrôle positif sur les voies régulées par ces facteurs (notamment la réponse anti-

oxydante) afin de favoriser la survie, la prolifération et l’invasion cellulaire. Le stress oxydatif, 

notamment par la régulation des radicaux libres, est pris en charge par différentes enzymes 

spécialisées tel que les enzymes GPX2, GLRX, ALDH3A1 et PDK4 dont l’expression est réprimée en 

absence de NLUCAT1. 
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Mon second projet a porté sur le transcrit LINC01116 induit par l’hypoxie dans les 

cellules d’ADC in vitro mais également corrélé au statut hypoxique des tumeurs et à une 

diminution de la survie des patients. J’ai montré que ce transcrit cytosolique est exprimé 

dans les cellules tumorales mais également dans les cellules endothéliales du stroma 

tumoral. La répression de l'expression de ce lncARN à l'aide de divers outils (siARNs, 

gapmers, CRISPRi), m'a permis de mettre en évidence son implication dans les mécanismes 

d’adhésion et de communications intercellulaires des cellules cancéreuses et des cellules 

endothéliales (Figure 42).  

Concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans la médiation des effets de 

LINC01116, j'ai montré que son inhibition altère l’expression de gènes cibles de la voie 

Notch. D'autres profilages transcriptomiques seront nécessaires pour mieux caractériser les 

mécanismes moléculaires régulés par LINC01116. Par ailleurs, en utilisant les 

méthodologies que j'ai mis en place, j'ai identifié deux protéines s'associant avec LINC01116 

: i) la protéine ILF3 impliquée dans le transport des ARNs et dans la régulation post-

transcriptionnelle de leur stabilité dans les p-bodies, et ii) la protéine PABPC1 jouant 

également un rôle dans la stabilisation des ARNs et leur transport jusqu’à la membrane 

plasmique. Là encore, des expériences complémentaires devront être réalisées afin 

d'élucider les mécanismes régulés par ces complexes ribonucléoprotéiques.  

A terme, ces expériences fonctionnelles et l’implication pro-tumorale de ces molécules 

pourront permettre d’envisager ces transcrits comme des marqueurs pronostics et/ou de 

nouvelles cibles thérapeutiques. Ils pourront également être ciblés par des oligonucléotides 

(Gapmer) ou des vecteurs d’expression CRISPR/Cas9  en tant que traitements adjuvants 

des cancers broncho-pulmonaires. 
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Figure 42: LINC01116, un hypoxa-lnc cytosolique impliqué dans l'adhésion et les jonctions 
intercellulaires. 
LINC01116 est induit par le facteur de transcription HIF2 en hypoxie dans les cellules cancéreuses et 

les cellules endothéliales. Après exportation dans le cytosol, LINC01116 impacte l’adhésion des 

cellules en modulant la signalisation FAK/Paxilin et les jonctions intercellulaires. LINC01116 s’associe 

notamment aux protéines ILF3 et PABPC1 dans le cytosol des cellules, certainement pour médier sa 

fonction par un mécanisme encore inconnu.  
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ABSTRACT 

 

CRISPRi exploits a deactivated Cas9 (dCas9) fused to a Krüppel-associated box (KRAB) 

repression domain. CRISPRi is a technique allowing loss of function studies. It is particularly 

adapted to the study of long-non-coding RNAs. In cells, a RNA guide complementary to 

relevant sequences in the targeted locus directs the KRAB-dCas9 protein to repress 

transcription. This is usually a two-step process involving two consecutive lentiviral infection, 

the first to generate stably expressing KRAB-dCas9 cells and the second to express the RNA 

guide. A one-step approach has also been proposed in which two distinct expression 

cassettes encoding the RNA guide and KRAB-dCas9 are included. The whole cistron is 

packaged into a lentivirus and CRISPRi-mediated gene repression can be achieved in a 

single step. We evaluated the efficacy of these two strategies using currently available tools 

and we demonstrate in mammalian cells that they are equally efficient. We propose an 

experimental workflow to implement this one-step strategy that can be used as a platform to 

apply CRISPRi to primary cells or to cells with a limited life-span.  
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Loss of function (LOF) approaches are key to elucidate the role of specific genes in a 

biological process. In eukaryotic cells, LOF is mainly achieved through three distinct 

methods: RNA interference (RNAi), antisense oligonucleotides (ASO) and a modification of 

the CRISPR/Cas9 system referred to as CRISPR interference (CRISPRi) (1). These three 

methods can efficiently reduce the expression of targeted genes. However, biases have 

been reported, the most important being off-target effects, in which the level of expression of 

non-targeted genes is affected independently of the specific effect on the targeted gene. The 

existence of off-target effects in LOF has been widely documented (1-5) and a recent report 

has demonstrated convincingly that the CRISPRi methodology is associated with a lower 

level of off-target effects and is particularly adapted to study Long non-coding RNA (LncRNA) 

(1).  

CRISPRi is based on the utilization of a deactivated Cas9 (dCas9) fused to a Krüppel-

associated box (KRAB) repression domain. In cells, a single guide RNA (sgRNA) 

complementary to sequences present at the targeted locus directs the KRAB-dCas9 protein 

to transcriptomic regulatory elements/promoter regions, preventing or reducing the initiation 

of the transcription of the targeted gene (1, 6). In most studies, CRISPRi is a two-step 

process. Lentiviral vectors are used to generate stably expressing KRAB-dCas9 cells, which 

are selected on the basis of their level of KRAB-dCas9 expression (either in bulk or as 

individual clones). The LOF is achieved by infecting these cells with a lentivirus encoding the 

sgRNA selective to the targeted gene. This two-step strategy is very efficient and the most 

important bias in the methodology lies in the utilization of clones generated from single-cells 

expressing KRAB-dCas9 (1). This suggests that polyclonal populations of KRAB-dCas9-

expressing cells should be preferred for CRISPRi experiments (1). 

A one-step approach (OSA-CRISPRi) has also been proposed, in which an expression 

cassette encoding the sgRNA is included in the plasmid encoding the KRAB-dCas9 

expression cassette. The whole cistron is packaged into a lentivirus, and CRISPRi-mediated 
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gene repression is achieved in a single step. In addition to being less time-consuming, OSA-

CRISPRi offers the possibility of applying CRISPRi to primary cells or to cells with a limited 

life span and/or reduced culture passage potential. Purified lentiviruses may also be used in 

vivo for LOF studies in live animals. OSA-CRISPRi has been used to repress the expression 

of target genes in a high-throughput screen (7) but, to our knowledge, a direct comparison 

between OSA-CRISPRi and the two-step approach (TSA-CRISPRi) has never been 

reported. A crucial aspect in the relative efficacies of OSA-CRISPRi and TSA-CRISPRi is the 

fact that, for the latter, the relative level of sgRNA to KRAB-dCas9 can be adjusted to 

maximize target gene inhibition of expression, while in OSA-CRISPRi this ratio is fixed by the 

relative strengths of the different promoters driving expression of the guide RNA and KRAB-

dCas9. In the present paper, we compare directly the efficacies of OSA-CRISPRi and TSA-

CRISPRi in mammalian cells expressing the nuclear LncRNA NLUCAT1 (8).   

We first cloned guides RNA directed towards NLUCAT1 using the Gibson assembly method 

(NEBuilder HiFi DNA Assembly Master Mix, NEB # E2621). The plasmids CROPseq-Guide-

Puro (Addgene plasmid # 86708) and pLenti-(BB)-EF1a-KRAB-dCas9-P2A-EGFP (Addgene 

plasmid # 60954), were digested using the restriction enzyme BsmBI (NEB # R0580) for 2h 

at 50°C. The relevant fragments (around 8 kB) were gel-purified using the Qiagen Gel 

purification kit and stored at – 20°C in 20-fmol aliquots. Aliquoted, BsmBI-digested plasmid 

was mixed with 0.55 µL guide oligonucleotide (200nM, see Table below) in 10µl total volume, 

combined with 10µl 2X NEBuilder HiFi Assembling Master mix and the mixture was 

incubated at 50°C for 20 minutes. 8µL of NEBuilder Assembling mixture were incubated with 

100 µL of Stabl2 competent E coli. The mixture was heat-shocked at 42°C for 45 seconds 

and transferred to ice for 2 minutes. SOC medium (900 µl) was added to the Stabl2-

NEBuilder mixture and the mix was incubated at 37°C for 1 hour. Transformed bacterial cells 

(350µl) were plated onto LB agarose plates containing ampicillin (100µg/mL) and incubated 

overnight at 37°C. Individual colonies were picked and grown overnight in 5 mL of Terrific 

Broth medium containing 150µg/mL ampicillin and low-endotoxin, small scale preparation of 
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plasmid DNA were performed using the ToxOut EndoFree Plasmid Mini Kit from BioVision 

(#K1326-250).  

Lentiviruses were produced using a standard Lipofectamine 2000TM transfection protocol, 

using one million HEK293 cells seeded in a T25 flask (25 cm2) in DMEM medium 

supplemented with 10% bovine serum. A mixture of four plasmids (3 µg pMDLg/pRRE, 1.4 

µg pRSV-Rev, 2 µg pVSV-G and 2.5 µg of the plasmid containing the expression cassette to 

package) was transfected. Forty-eight hours later, the medium was collected, centrifuged for 

5 minutes at 3000 rpm, and 2.5 mL supernatant containing the viral particles was collected 

and used to infect cells or aliquoted and stored at -80°C.  

In the TSA-CRISPRi protocol, we first infected A549 cells with a lentivirus produced from the 

plasmid pHR SFFV KRAB-dCas9-P2A-mCherry (addgene #60954) allowing the expression 

of a fusion protein KRAB-dCas9-mCherry. Cells were then sorted by preparative FACS and 

the top 5% brightest cells were taken. We selected sgRNAs against the lncRNA NLUCAT1 

as well as a non-relevant sgRNA and we cloned into the CROPseq-Guide-Puro plasmid. For 

OSA-CRISPRI, functional sgRNAs were cloned into the pLenti-(BB)-EF1a-KRAB-dCas9-

P2A-EGFP plasmid. Infection of cells with the CROPseq-Guide-Puro plasmid- or with the 

pLenti-(BB)-EF1a-KRAB-dCas9-P2A-EGFP plasmid-derived lentivirus marked the starting 

point of the experiment. 

The comparison between OSA-CRISPRi and TSA-CRISPRi was performed by inactivating 

NLUCAT1 in lung adenocarcinoma A549 cells. After implementing the CRISPRi protocols 

using two independent validated sgRNAs (Table 1), cells were collected, RNA extracted and 

quantitative RT-qPCR was performed on total RNA (as previously described (8)) collected 4 

and 11 days following lentivirus infection (Figure 1A and 1B).  The list of primers used is 

presented in Table 2. Both OSA-CRISPRi and TSA-CRISPRi induced a marked and stable 

reduction of NLUCAT1 expression at the two time-points. We then examined KRAB-dCas9 

levels in the different conditions. Levels of KRAB-dCas9 were equivalent in all TSA-CRISPRi 
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conditions as they were generated from the same cellular bulk population and were thus 

used as reference. Levels of KRAB-dCas9 in the different OSA-CRISPRi conditions were 

systematically lower than those obtained in TSA-CRISPRi (Figure 1C).  

Finally, we determined the level of expression of the different sgRNAs at two time points 

(Figure 2A and B). The guides were expressed at a level roughly three orders and one order 

of magnitude lower than the reporter gene (RPLP0) for OSA-CRISPRi and TSA-CRISPRi, 

respectively. The expression of the sgRNAs was stable for at least one week. This large 

difference in guide expression is due to the design of the expression cassette of the sgRNA 

in the TSA-CRISPRi. Three sgRNAs (two functional and one serving as a tag to identify the 

guide in the CROP-seq approach (9)) are generated (Figure 2C). Considering that the 

functional sgRNA in both approaches is driven by the same U6 promoter (Figure 2C and D), 

it is tempting to assume that functional guides are expressed in the same range level in the 

two approaches and at a level well-below that of the RNA-polymerase II-driven “tag” 

transcript. Altogether, our data demonstrate that the inhibition of target gene expression 

achieved using OSA-CRISPRi is at least as efficient as that achieved with TSA-CRISPRi, 

even in conditions in which KRAB-dCas9 (Figure 1C) and sgRNAs expression levels (Figure 

2C and D) are not fully optimized.  

To validate the one-step CRISPRi approach in cells with a limited life-span and/or reduced 

culture passage potential, we subjected human microvascular endothelial cells (HMEC1) (10) 

to OSA-CRISPRi against NLUCAT1. Figure 3 shows that the level of NLUCAT1 expression 

was reduced by around 80% with both sgRNAs. In conclusion, we propose that OSA-

CRISPRi represents an invaluable tool for loss-of-function experiments, particularly those 

involving lncRNA, in fields as diverse as tissue engineering and programming of primary 

cells.  
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FIGURE LEGENDS: 

 

Figure 1: Impact of OSA- and TSA-CRISPRi on NLUCAT1 expression in A549 cells. 

NLUCAT1 expression was measured by RT-qPCR at 4 (A) and 11 (B) days after infection. 

Data represented the percentage of expression of NLUCAT1 in cells treated with NLUCAT1 

sgRNA3 or sgRNA5 compared to cells treated with a non-relevant guide using either OSA- or 

TSA-CRISPRi. (C) Data represented the percentage of dCas9 expression in OSA-CRISPRi 

condition compared to TSA-CRISPRi condition. Data are means ± SD of duplicates and are 

representative of three independent experiments. 

Figure 2: Effects of OSA-CRISPRi and TSA-CRISPRi on NLUCAT1 sgRNAs expression 

in A549 cells. (A, B) Level of expression of NLUCAT1 sgRNA3 and sgRNA5 was analyzed 

by RT-qPCR at 4 (A) and 11 days (B) after infection. Data are expressed as fold of 

expression compared to that of a reference gene (RPLP0). (C,D) Schematic representation 

of expression cassettes used in the TSA- (C) and OSA-CRISPRi (D) experiments. (C) 

Infection of KRAB-dCas9-expressing mammalian cells with a lentivirus generated from the 

sgRNA-containing CROPseq-Guide-Puro plasmid leads to the generation of two sgRNAs 

driven by the U6 promoter (that will repress target gene transcription) and an EF1  

promoter-driven transcript containing the puromycin resistance coding sequence, the WPRE 

sequence and the sgRNA sequence that can be used as a tag for single cell RNA-seq 

approaches. (D) In the OSA-CRISPRi, cells are infected with lentiviruses generated from the 

sgRNA-containing pLenti-(BB)-EF1a-KRAB-dCas9-P2A-EGFP plasmid. The EF1  promoter 

drives the expression of the KRAB-dCas9, while the U6 promoter drives the expression of 

the sgRNA. 

Figure 3: OSA-CRISPRi inhibited NLUCAT1 expression in HMEC1 cells.. NLUCAT1 

expression was analyzed in HMEC1 cells 11 days after infection with OSA-CRISPRi vector 

containing NLUCAT1 sgRNA3 or sgRNA5. Data are means ± SD of duplicates and are 

representative of two independent experiments. 
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Table 1:  List of DNA oligonucleotides used for sgRNA cloning 

Sequences in bold correspond to the actual sgRNA sequence. Underlined sequences are 

identical to the plasmids and allow annealing with the receiving plasmids (CROPSeq-Guide-

Puro or pLenti-(BB)-EF1a-KRAB-dCas9-P2A-EGFP). 

 

sgRNA Sequences 

NLUCAT1 sgRNA3 
TGGAAAGGACGAAACACCGAAGCTCGGATTGCCTTAGACGTTTTAGAGC

TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

NLUCAT1 sgRNA5 
TGGAAAGGACGAAACACCGGACTTGCCACCCTGGTTGATGTTTTAGAGC

TAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 

Non relevant 

sgRNA 

TGGAAAGGACGAAACACCGCGCCAAACGTGCCCTGACGGGTTTTAGAG

CTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGC 
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Table 2: List of RT-qPCR primers used in this study. 

 

 

 

 

 

 

  

Gene Primers Sequences 

RPLP0 
Forward: GCATCAGTACCCCATTCTATCAT 

Reverse: AGGTGTAATCCGTCTCCACAGA 

dCas9 
Forward: CAGATTTTCCAGCCGTCTGCTC 

Reverse: AGTACCCCACCATCTACCACC 

NLUCAT1 
Forward: TCAAGCTCGGATTGCCTT 

Reverse: AGGAAAGGAGCCAGAAGTCAG 

NLUCAT1 sgRNA3 
Forward: AAGCTCGGATTGCCTTAGAC 

Reverse: GCACCGACTCGGTGCCACTT 

NLUCAT1 sgRNA5 
Forward: GACTTGCCACCCTGGTTGAT 

Reverse: GCACCGACTCGGTGCCACTT 

Non relevant sgRNA 
Forward: CGCCAAACGTGCCCTGACG 

Reverse: GCACCGACTCGGTGCCACTT 
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