


 

 

 

  



 

 

RÉSUMÉ 
Depuis de nombreuses années, la lutte contre le cancer est un enjeu de santé publique 

majeur. Le glioblastome multiforme est une tumeur primitive du cerveau particulièrement 

agressive, avec une survie à 5 ans inférieure à 5%. Lors de ce travail de thèse, je me suis 

intéressée à la lutte contre cette pathologie sous différentes formes, en me concentrant 

sur l'aspect épigénétique. Dans un premier temps, je me suis penchée sur les causes 

moléculaires à l’origine de l'apparition d'un glioblastome, afin d'améliorer sa prise en 

charge. Nous avons mis en évidence la capacité du diuron, un herbicide couramment utilisé 

jusqu'en 2008, à induire la gliomagenèse lorsque son exposition est couplée à la 

surexpression d'AKT dans des progéniteurs astrocytaires. Le diuron a aussi un impact sur la 

cytotoxicité des pDC et diminue leur capacité à détruire des cellules tumorales. Ensuite, 

nous avons démontré que TET2, une enzyme participant à la déméthylation de l'ADN n'était 

pas facteur pronostic au moment du diagnostic, mais que son augmentation était liée à un 

temps plus court entre deux résections, c’est-à-dire au moment de la rechute. La troisième 

partie de mon travail consistait à m'intéresser à la question du suivi de l'évolution de la 

réponse au traitement. Pour cela, nous avons démontré que la surexpression d'un exomiR 

était corrélée à la diminution du granzyme B dans le sang des patients. Enfin, nous avons 

étudié la mise au point de nouveaux traitements, basés sur les microARN, que ce soit tel 

quel ou sous forme d'une prodrogue méthylée. Derrière ce travail, l'idée était de 

s'intéresser aux différentes phases par lesquelles le patient passe, pour essayer de 

répondre aux nombreux enjeux thérapeutiques et de participer à une meilleure prise en 

charge du patient à chaque stade. 

  



 

 

ABSTRACT 
Since many years, fight against cancer is a major public health issue. Glioblastoma 

multiforme is a particularly aggressive primary brain tumor, with a 5 years survival inferior 

to 5%. During my thesis, I focused on struggling this pathology under several forms, 

concentrated on epigenetics. First, I tried to find a way to anticipate glioblastoma 

emergence, in order to improve its care. We brought to light diuron capacity, an herbicide 

often used until 2008, to induce gliomagenesis when its exposure is coupled to AKT 

overexpression in astrocytary progenitors. Diuron also has a negative impact on NK cells 

cytotoxicity. Secondly, we demonstrated that TET2, an enzyme implicated in DNA 

demethylation was not a prognosis factor at diagnosis time, but its increase is correlated 

to a shorter time between two resections. Third part of my work consisted in interesting in 

monitoring the evolution to patient response to treatment. To this end, we demonstrated 

that an exomiR overexpression was correlated to granzyme B decrease in patients' blood. 

Finally, we studied development of new treatments, based on microRNA, unaltered or 

under a methylated prodrug form. With this work, the idea was to be concerned by several 

phases which patients undergo, in order to try to answer to numerous therapeutic issue 

and to participate to a better care of patients to every level: before, during and after 

disease. 
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1.1)  L 'É P I G É N É T I Q U E  

En 1910, Thomas H. Morgan s’intéresse à la transmission de caractères phénotypiques tels 

que la couleur des yeux chez la Drosophile, et met en évidence que les chromosomes 

portent des informations transmissibles d’une génération à l’autre [1]. En 1934, il se pose 

la question suivante : « Si les caractères de l’individu sont déterminés par les gènes, 

pourquoi toutes les cellules d’un organisme ne sont-elles pas identiques ? » [2]. Sans le 

savoir et sans que l’ADN ne soit connu, il met le doigt sur la notion d’épigénétique. 

Cette idée est ensuite reprise par Conrad Hal Waddington en 1942, qui invente le mot 

« épigénétique » pour parler du lien entre le génotype et le phénotype [3]. Il développe 

alors le concept du paysage épigénétique, où chaque cellule suit son propre parcours pour 

arriver à des phénotypes différents (Figure 1). L’ADN et donc la génétique correspond au 

support de l’hérédité, et est modulée par l’épigénétique. 

Figure 1 : Le paysage 

épigénétique de Conrad 

Waddington 

Décrit en 1942, le paysage 

épigénétique façonne le devenir 

d’une cellule et fait le lien entre 

génotype et phénotype. 

Source : [4] 

 

 

En 1953, l’ADN est découvert par Watson et Crick [5], et même si l’avancée scientifique est 

bien évidemment majeure, elle n’explique pas comment l’expression de l’ADN est régulée. 

S’en suivent alors de nombreuses publications, découvrant tour à tour les modifications 

chimiques des histones [6], puis la méthylation de l’ADN [7, 8] et l’impact de ces 

modifications sur l’expression des gènes. De nos jours et grâce au développement de 

séquenceurs toujours plus puissants, les scientifiques sont capables de détecter la 
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méthylation de l’ADN à la base près, et d’étudier les séquences de l’ADN liées à une 

modification d’histone précise par ChIP-Seq (Chromatine ImmunoPrecipitation-

Sequencing). 

Aujourd’hui, en s’appuyant sur les travaux de Robin Holliday, l'épigénétique peut se définir 

comme étant les mécanismes transmissibles et réversibles de régulation de l'expression 

des gènes, sans modification de la séquence des bases de l'ADN [9].  En 2007, Adrien Bird 

complète cette définition en parlant de l’épigénétique comme étant l’étude des 

« adaptations structurales des régions chromosomiques qui permettent d’enregistrer, de 

marquer ou de perpétuer des états modifiés d’activité des gènes » [10]. 

Enfin en 2019, lors d’un entretien pour « CNRS, le journal », Edith Heard définit 

l’épigénétique comme étant « tout changement d’expression des gènes qui n’implique pas 

de changement dans la séquence ADN, qui est stable mais demeure réversible ».  

Au fil des études, il est apparu que certaines marques épigénétiques ou certains 

changements d’expression de gènes pouvaient être transmis d’une cellule à une autre et 

d’une génération d’individus à un autre. En effet, les modifications épigénétiques sont 

transmises après la mitose, mais aussi après la méiose. Cela explique le fait que des 

modifications épigénétiques puissent être retrouvées plusieurs générations après celle où 

elles ont été imprimées, en dépit du fait qu’au moment de la fécondation, les marques 

épigénétiques sont entièrement effacées puis réimprimées [11, 12]. Ce phénomène est très 

précoce dans le développement, puisqu’il a été démontré qu’une fécondation in vitro 

augmentait le risque d’une mauvaise réimpression des marques épigénétiques et le 

développement du syndrome de Beckwith-Wiedemann, une maladie se caractérisant 

notamment par une croissance excessive du fœtus et un risque accru de développer des 

tumeurs embryonnaires [13].  

En extrapolant, nous pourrions dire qu’à l’origine, nous sommes donc tous issus de la 

combinaison d’un héritage génétique et d’un héritage épigénétique. 

D’un point de vue mécanistique, l’épigénétique peut se définir comme se composant des 

mécanismes qui gouvernent l'activité/l’expression du génome sans affecter la séquence de 
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l'ADN, à savoir la méthylation de l’ADN, les modifications des histones et la dynamique de 

condensation/décondensation de l’ADN. 

D’autres mécanismes sont impliqués dans la régulation de l’expression des gènes comme 

ceux impliquant les ARN non codants, mais leur inclusion dans le terme « épigénétique » 

est encore, à ce jour, source de débat.  

1.1.1) LES MODIFICATIONS D’HISTONES ET CONDENSATION DE LA 

CHROMATINE 

La première grande famille de modifications épigénétiques est la modification des histones, 

influant directement sur l’état de compaction de la chromatine. L’ADN d’une cellule 

entièrement décompacté mesurerait environ 2 mètres, or il est capable de rentrer dans 

cette cellule dont le diamètre est d’environ 20 µm [14]. Il est donc compacté en différents 

stades : la double hélice d’ADN s’enroule sous forme de « collier de perles », puis en fibres, 

en boucles et finalement en chromosomes ( 

Figure 2).  
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Figure 2 : Les différents niveaux de compaction de l'ADN 

De la double hélice au chromosome, l’ADN subit différents niveaux de compaction. 

Source : [14] 

 

Au-delà du fait qu’il est indispensable que l’ADN soit compacté pour être contenu dans les 

cellules, la compaction de l’ADN est un point crucial dans la régulation de la transcription. 

En effet, l’ADN sera plus ou moins accessible aux enzymes de transcription selon son niveau 

de compaction. Cet état de condensation de la chromatine est régulé par les modifications 

d’histone et est considéré comme une modification épigénétique. 



7 

 

Les histones sont les protéines autour desquelles l’ADN s'enroule, formant les 

nucléosomes. Chaque nucléosome est composé d'un cœur de 8 histones (H2A, H2B, H3 et 

H4) et d'environ 146pb d'ADN s'enroulant autour du cœur d'histones [15]. Suite à l’ajout 

d’un linker (H1) au niveau de la particule cœur du nucléosome, celui-ci est appelé 

chromatosome.  

Les modifications chimiques des histones sont impliquées dans la modification du niveau 

de compaction de la chromatine, libérant ou au contraire emprisonnant les sites de fixation 

des facteurs de transcription et/ou des polymérases. Les principales modifications sont la 

méthylation et l'acétylation. La même modification peut avoir des rôles opposés selon 

l'acide aminé et l'histone sur laquelle elle a lieu et sa position sur le génome (Figure 3).  

Modification d’histone Fonction 

H3K4me1 Activation 

H3K4me3 Activation 

H3K36me3 Activation 

H3K9me2 Activation 

H3K9Ac Activation 

H3K27Ac Activation 

H4K16Ac Activation 

H3K27me3 Répression 

H3K9me3 Répression 

 

Plusieurs familles d'enzymes capables de modifier les histones existent, et il est possible de 

les classer en deux types : les « writers » et les « erasers ». Les premières seront capables 

de catalyser la mise en place des modifications sur l'histone, comme les HAT (Histone 

AcétylTransférase) ou les HMT (Histone MéthylTransférase); les secondes enlèvent ces 

modifications, comme les HDAC (Histone DéAcétylase) ou les histones déméthylases [16] 

(Figure 4).  

  

Figure 3 : Principales 

modifications d'histones et rôles 

sur la transcription 

L’acétylation est généralement 

associée à l’activation de la 

transcription, alors que la méthylation a 

un rôle ambivalent selon sa position. 

Source : [15] 
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Modification Writers Erasers 

Acétylation Histone acétyltransférase 

(HAT) 

Histone déacétylase 

(HDAC) 

Méthylation Histone méthyltransférase 

(HMT) 

Lysine déméthylase (KDM) 

 

Figure 4 : Enzymes de modification des histones 

Pour l’acétylation et la méthylation des histones, des writers et des erasers existent. Source : 

[17] 

Dans la section « Environnement » de cette introduction, nous aborderons le fait que ce 

mécanisme est dynamique et modulable selon les besoins de la cellule et son 

environnement, et bien qu’étant crucial dans la régulation de la transcription, il n’est pas 

unique, il existe aussi la méthylation de l’ADN. 

1.1.2) LA MÉTHYLATION DE L 'ADN 

Chez les mammifères, la méthylation de l'ADN correspond à l'ajout d'un groupement 

méthyl (CH3) sur le carbone 5 des cytosines, la plupart du temps contenues dans des 

dinucléotides CpG, avec comme donneur la molécule de SAM (S-adénosine méthionine) 

par des enzymes appelées DNA Methyl Transferases (DNMT) ( 

Figure 5). Cette molécule de SAM résulte du métabolisme du folate, présent dans 

l’alimentation.  

 

 

Figure 5 : Méthylation de la cytosine par les DNMT 

Adapté de [18]  

Cytosine 5-méthylcytosine 

DNMT 
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Ces cytosines deviennent alors des 5-méthylcytosines (5mC). La méthylation de l'ADN peut 

avoir lieu en dehors des dinucléotides CpG, ce phénomène est cependant restreint à 

certains organismes et plus précisément à certains types cellulaires: les cellules souches 

pluripotentes, les oocytes, les neurones et les cellules gliales, mais leur rôle n'est pas 

totalement décrit et plutôt controversé [19]. 

Chez l’Homme, 70 à 80% des cytosines contenues dans les CpG sont méthylées [20]. Les 

dinucléotides CpG peuvent être inclus dans des îlots CpG, définis comme des segments de 

plus de 500 pb où les dinucléotides CpG représentent plus de 55% de la séquence avec un 

ratio « CpG observés/CpG attendus » supérieur à 0,65 [21]. Ils sont retrouvés dans des 

zones de contrôle transcriptionnel tels que les promoteurs [22], et en conditions 

physiologiques, les îlots CpG ne sont pas méthylés, exception faite pour les gènes 

spécifiques des cellules germinales dans les cellules somatiques [23, 24]. La méthylation 

des îlots CpG empêcherait donc l’activation de gènes méiotiques dans les cellules 

somatiques. 

1.1.2.1)  Acteurs de la méthylation de l 'ADN 

Les acteurs de la méthylation de l'ADN sont regroupés dans une famille de protéines 

présentant des homologies de séquence : les ADN méthyltransférases (DNMT) (Figure 6). 

Ces DNMT possèdent un domaine de régulation et un domaine catalytique, avec des points 

communs entre les différentes classes (Figure 6). Le domaine de régulation confère aux 

DNMT leurs propriétés d’interaction avec l’ADN mais aussi avec d’autre protéine. Par 

exemple, le domaine de liaison à PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) n’est inclus que 

dans la DNMT1, pour former le complexe DNMT1/PCNA/UHRF1 (Ubiquitin-like, containing 

PHD and RING finger domains, 1) [25–27]. Certaines DNMT possèdent un domaine de 

liaison aux protéines à doigts de Zinc (Zn-binding CXXC-type), leur conférant leur propriété 

de liaison à l’ADN  [28, 29]. Le BAH domain (bromo-adjacent homology) correspond, quant 

à lui, au domaine favorisant l’interaction avec des protéines régulant l’état de la chromatine 

[30]. Le PWWP domain (proline–tryptophane-tryptophane-proline) est un motif de 90 à 

130 acides aminés hautement conservé chez les eucaryotes et qui reconnait la méthylation 

aussi bien sur l’ADN que sur les histones [31, 32]. Les DNMT3A, 3B et 3L possèdent 
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également un domaine ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L domain) leur permettant de 

d’interagir avec les H3K4 non méthylées [33]. Le domaine catalytique des DNMT est 

hautement conservé aussi bien chez les eucaryotes que chez les procaryotes [32], et 6 

motifs sont bien décrits (I, IV, VI, VIII, IX et X). C’est d’ailleurs la présence de ces motifs qui 

ont permis d’inclure la DNMT2 dans la famille des DNMT suite à son clonage [34]. Mais le 

rôle de cette protéine fait débat, elle aurait un rôle majeur dans la méthylation des tRNA 

et mineur dans la méthylation de l’ADN [35–37]. 

 

 

Figure 6 : Structure des différentes enzymes de la famille DNMT 

Toutes les DNMT possèdent un domaine de régulation et un domaine catalytique, mais 

chacune possède ses propres spécificités. Adapté de [38] 

 

1.1.2.2)  La méthylation de maintenance  

La méthylation de maintenance est essentielle au maintien des marques épigénétiques 

d’une cellule à une autre après la réplication de l’ADN. Elle a lieu via la DNMT1, qui 

reconnait majoritairement l’ADN hémi-méthylé [39] et qui agit notamment en complexe 

avec PCNA qui assure le positionnement de la DNMT1 sur la fourche de réplication [26], et 

ADD domain
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avec UHRF1 qui se lie à l'ADN hémi-méthylé et recrute la DNMT1 sur la fourche de 

réplication (Figure 7) [27]. 

 

Figure 7 : Le complexe de maintien de la méthylation de l'ADN est 

composé de DNMT1, PCNA et UHRF1 

Adapté de [40] 

1.1.2.3)  La méthylation de novo  

Les DNMT3A et 3B catalysent principalement la méthylation de novo, or d’après Jeltsch 

elles ont la même affinité pour l'ADN non méthylé que pour l'ADN hémiméthylé in vitro 

[39], mais sont aussi capables de méthyler l’ADN ailleurs que sur les CpG [41, 42]. Lin et al. 

ont défini une séquence consensus de méthylation de l’ADN pour la DNMT3A : YNCGY 

(Avec Y = C ou T, N = A, C, T ou G). Bien que consensuelle, cette séquence n’est pas très 

restrictive puisqu’elle représente ¼ des séquences possibles de 5 nucléotides contenant un 

CG [43] (Figure 8). 

La DNMT3L ne possède presque uniquement un domaine catalytique puisque son domaine 

régulateur est fortement réduit, pourtant elle ne présente pas d'activité catalytique propre. 

Cela est dû au fait que dans son domaine catalytique manquent les motifs IX et X. Son rôle 
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est de stabiliser le complexe DNMT3A/DNMT3B et augmente leur activité catalytique, bien 

que chaque DNMT puisse agir indépendamment de ce complexe [44–46]. De plus, la 

DNMT3L est capable de lier H3K4 non méthylé grâce au domaine ADD et de recruter 

DNMT3A et DNMT3B pour méthyler les CG au niveau des promoteurs [47]. H3K4me3 au 

contraire protège les TSS de la méthylation [48]. Enfin, grâce à leur domaine PWWP, les 

DNMT3A et B sont capables de reconnaitre H3K36me3 dans le corps des gènes [49].   

 

 

 

   

 

Figure 8 : Mécanismes de méthylation de l’ADN via les différentes DNMT  

Suite à la réplication, la DNMT1 maintient la méthylation au cours des divisions cellulaires. 

Les DNMT3A et 3B sont capables de méthyler un CG de novo, et la DNMT3A ajoute aussi 

cette modification sur la séquence consensus YNCGY. Le complexe DNMT3A/3B/3L méthyle 

les CG à proximité des modifications d’histones H3K4 et H3K36me3. Source : [38] 

Même si les DNMT sont capables de méthyler l'ADN à proprement parler, elles ne 

fonctionnent pas de manière monomérique, mais en complexes. Ce sujet sera approfondi 

dans le paragraphe 1.1.4) Régulation des mécanismes de méthylation et déméthylation de 

l'ADN. 

1.1.2.4)  Effets de la méthylation de l 'ADN 

Le rôle de régulateur transcriptionnel de la 5mC est admis par tout le monde et décrit de 

nombreuses fois, si bien qu’elle est parfois considérée comme la 5ème base du génome 

[50]. Toutefois, cette notion de 5ème base est discutée étant donné qu’elle ne joue aucun 

rôle dans le code génétique lors de la traduction. 
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La méthylation de l'ADN participe à la régulation de la transcription, puisque lorsqu’elle a 

lieu sur le promoteur d’un gène elle est globalement associée à sa répression, soit de 

manière directe en empêchant la fixation des facteurs de transcription [51], soit 

indirectement en recrutant des protéines de la famille des methyl-CpG binding domain 

(MDB) [52, 53] (Figure 9).  

Quant au locus de la méthylation, elle n'aura pas le même impact si elle a lieu sur le 

promoteur, sur un enhancer ou sur une séquence régulatrice. En effet, au niveau du 

promoteur, les MDB empêchent la fixation des facteurs de transcription, sauf quand elle 

empêche la fixation d’un répresseur transcriptionnel tel que CTCF qui se lie principalement 

à l’ADN non méthylé. La méthylation de l’ADN au niveau du TSS bloque également la 

transcription, notamment via le recrutement de MeCP2 [54]. Au niveau des enhancers, 

même s’ils possèdent globalement peu de CpG, la méthylation est très dynamique et le lien 

avec la transcription n’a pas été approfondi. Au niveau des insulators, séquence bloquant 

les interactions entre enhancer et promoteur, la méthylation empêche le recrutement de 

CTCF [55]. Enfin, lorsque la méthylation de l’ADN a lieu dans le corps du gène, elle n’est pas 

associée à la répression [56]. Dans le corps du gène, la méthylation de l’ADN aurait un rôle 

dans la régulation de l’épissage alternatif en recrutant MeCP2 [57]. 
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Figure 9 : Effet de la méthylation du promoteur  

Dans cet exemple, lorsque le promoteur est déméthylé (en haut), le facteur de transcription 

peut se fixer et permettre la transcription. Lorsqu’il est méthylé (en bas), les MDB protéines 

sont recrutées, empêchant la fixation du facteur de transcription. La méthylation peut 

également à elle seule empêcher la fixation du facteur de transcription. 

De plus, ces protéines MDB appartiennent souvent au même complexe que les histones 

déacétylases (HDAC), capables de compacter la chromatine et rendant sa transcription 

difficile [58].  

Les mécanismes épigénétiques étant réversibles, il existe des mécanismes de 

déméthylation de l'ADN. 

1.1.3) LA DÉMÉTHYLATION DE L 'ADN   

La déméthylation de l’ADN est due à deux mécanismes : la déméthylation passive, 

impliquant la perte de fonctionnalité, d’intégrité et/ou de recrutement de la protéine 

DNMT1, et la déméthylation active, faisant intervenir notamment des protéines de la 

famille TET. 
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1.1.3.1)  La déméthylation passive 

La déméthylation passive est due à la perte de la méthylation au fur et à mesure des 

divisions cellulaires, puisque l'ADN néosynthétisé suite à la réplication de l’ADN n'est pas 

méthylé. Elle est due majoritairement à la perte du complexe DNMT1/PCNA/UHRF1, 

responsable du maintien de la méthylation [25, 59] (Figure 10).  

Figure 10 : Mécanisme de 

déméthylation passive de 

l'ADN via la perte du 

complexe 

DNMT1/UHRF1/PCNA 

Juste après la réplication de 

l’ADN, seul le brin parental a 

conservé sa méthylation. Si le 

complexe DNMT1/UHRF1/PCNA 

est présent et fonctionnel, il 

méthyle le brin néosynthétisé. 

Sinon, la méthylation est perdue 

au cours des divisions cellulaires.

  

1.1.3.2)  La déméthylation active 

La déméthylation active, quant à elle, implique les protéines de la famille des Ten Eleven 

Translocation (TET), qui sont capables de transformer les 5mC en 5-hydroxyméthyl-

cytosines (5hmC) puis en 5-formyl-cytosines (5fC) et 5-carboxycytosines (5caC) [60] . Le 

système TDG/BER (thymine ADN glycosylase/Base Excision Repair) reconnaît le 

mésappariement 5caC/G et enlève la 5caC, produisant ainsi un site abasique puis y place 

une cytosine non modifiée [61, 62] (Figure 11). 

En parallèle, le système AID/APOBEC est capable de directement désaminer une cytosine 

méthylée ou hydroxyméthylée, faisant là aussi intervenir le système TDG/BER. Cependant, 

la désamination par les enzymes AID/APOBEC induit la modification de la 5mC en T, et donc 

un mésappariement G/T. Si BER ne répare pas ce mésappariement, il existe un risque de 

mutation. 
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Enfin, les 5hmC peuvent être directement remplacées par des cytosines via le processus de 

"active modification followed by passive dilution" (AMPD) [24], c’est-à-dire que la 

déméthylation passive présentée précédemment a lieu à partir des 5hmC (Figure 11).  

Figure 11 : Mécanismes de 

méthylation et déméthylation 

de l'ADN : principaux acteurs 

La méthylation de l'ADN est assurée 

par les enzymes de la famille DNMT, 

alors que la déméthylation a lieu via 

les TET et des enzymes de réparation 

de l'ADN. Dans le cas de la 

déméthylation, il existe une voie 

indépendante de TET via 

AID/APOBEC, et une autre où la 

déméthylation passive suit 

directement la modification en 

5hmC, on parle alors de « active 

modification followed by passive 

dilution ». Adapté de [63]  

1.1.3.3)  Acteurs de la déméthylation de l 'ADN 

1.1.3.3.1)  Les TET 

La famille des TET est composée de 3 membres : TET1, TET2 et TET3, tous impliqués dans 

la déméthylation active de l'ADN. Ces 3 protéines, tout comme les DNMT, possèdent une 

région régulatrice ainsi qu’une région catalytique (Figure 12). Cette dernière est très bien 

conservée et commune aux trois TET, la différence majeure étant dans la longueur des 

différentes protéines. De manière intéressante, TET2 ne possède pas de domaine CXXC de 

liaison à l’ADN. Une théorie supporte l’idée qu’à l’origine, un gène voisin de TET2, IDAX qui 

lui possède un domaine de liaison à l’ADN, faisait partie de la séquence de TET2. 

Aujourd’hui, IDAX participerait à la régulation de TET2 en se liant à des CpG non méthylés 

et en interagissant directement avec le domaine catalytique de TET2, mais aussi en activant 

des caspases responsables de la dégradation de TET2 [64].  
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Figure 12 : Structure des différentes enzymes de la famille TET 

Toutes les TET possèdent un domaine de régulation et un domaine catalytique, mais 

chacune possède ses propres spécificités, notamment au niveau du domaine régulateur. Il 

est à noter que TET2 ne possède pas de domaine de liaison à l’ADN.   

CXXC : domaine de liaison aux proteins à doigt de zinc; Cys-rich : domaine riche en 

cystéine ; DSBH : double stranded β-helix domain.  Source : [65]  

 

Cependant, chaque membre est exprimé différemment en fonction du type cellulaire. TET1 

et TET2, contrairement à TET3, sont exprimés dans les cellules souches embryonnaires 

(ESC) [66]. TET3 quant à lui est exprimé dans les zygotes et les ovocytes [67, 68]. Dans les 

cellules adultes, les trois TET sont exprimés dans la grande majorité des tissus. TET1 est très 

exprimé dans la partie proximale du tube digestif, TET2 dans le sang et TET3 dans le cerveau 

(Human Protein Atlas).  

1.1.3.3.2)  Les cofacteurs  

Le domaine DSβH (double stranded β-helix) des protéines TET leur permet de se lier à l’ion 

Fe2+ et à l’αcétoglutarate (αKG, ou 2-oxoglutarate 2-OG). En utilisant l’oxygène, les TET 

vont catalyser la décarboxylation d’αKG, qui en présence de Fe2+ va permettre la 

conversion des 5mC en 5hmC [69, 70] (Figure 13). 
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La présence de 2-hydroxyglutarate (2-HG), un inhibiteur compétitif de l’αKG, inhibe 

l’activité catalytique des TET [71]. De ce fait, l’équilibre αKG/2-HG est crucial pour l’activité 

de TET, tout comme la présence de mutations au sein des protéines IDH1 et/ou IDH2 

(isocitrate dehydrogenase 1 et 2) qui convertissent αKG en 2-HG [72] (Figure 13). 

 

Figure 13 : Les cofacteurs des TET 

Dans le cycle de Krebs, l’isocitrate est convertit en αcétoglutarate (αKG) par les enzymes 

IDH. L’αKG, comme le Fe2+ sont ensuite utilisés par les TET pour déméthyler l’ADN. Lorsque les 

enzymes IDH sont mutées, du 2-hydroxyglutarate (2-HG) est produit à la place de l’αKG, 

empêchant les TET de déméthyler l’ADN. Adapté de [73] 

1.1.3.4)  Rôles de la 5-hydroxyméthylcytosine 

Si le rôle de la 5mC est plutôt bien décrit et compris chez l'Homme, celui de la 5hmC reste 

partiellement identifié. Il a été démontré que l'abondance de la 5hmC serait dépendante 

du type cellulaire et du stade de développement [74]. De plus, elle ne serait pas une simple 

étape de la déméthylation, mais elle aurait un rôle physiologique.  

Le fait que MeCP2, qui se fixe à l'ADN méthylé et empêche la transcription du gène, ai la 

même affinité pour la 5mC que la 5hmC va plutôt dans le sens d'un rôle similaire à celui de 

la 5mC [75]. Cependant, dans des cellules souches embryonnaires humaines, il a aussi été 

démontré que le taux de 5hmC était positivement corrélé à l'expression des gènes et ceci 

est notamment dû à la corrélation avec une conformation de chromatine ouverte via des 

modifications d'histones telles que H3K4me1 et H3K27ac [76]. De plus, des pics enrichis en 

5hmC ont été identifiés comme coïncidant avec des sites de fixation de facteurs de 

transcription tels qu'OCT4 ou NANOG, deux facteurs de transcription impliqués dans le 

développement embryonnaire [76]. Enfin, certaines protéines telles que RPL26 (60S 
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ribosomal protein L26), PRP8 (pre-mRNA-processing-splicing factor 8) ou MSH6 (DNA 

mismatch repair protein 6) ont une plus grande affinité pour la 5hmC [77]. 

Enfin, contrairement à la 5mC, la répartition de la 5hmC peut être asymétrique entre les 

deux brins d'ADN [78]. 

1.1.4) RÉGULATION DES MÉCANISMES DE MÉTHYLATION ET 

DÉMÉTHYLATION DE L 'ADN 

Plusieurs mécanismes de régulations de la méthylation existent, impliquant différents types 

de molécules. 

1.1.4.1)  Mécanismes de méthylation/déméthylation de 
l ’ADN médiés par les ARN  

Dans un premier temps, des mécanismes de RNA-directed DNA methylation ont été décrits. 

Chez Arabidopsis thaliana, environ 30% des cytosines sont méthylées suite au recrutement 

de la DRM2 (domains rearranged methyltransferase 2, l’équivalent de la DNMT3 chez les 

mammifères) via des siRNA sur les séquences complémentaires [79, 80]. De la même 

manière chez l'Homme, il a été démontré qu'un siRNA était capable de recruter les DNMT 

et donc d'induire la méthylation d'un gène, et que donc que le "Small Interfering RNA-

Induced Transcriptional Gene Silencing" existait chez l'Homme [81]. Par la suite, plusieurs 

articles ont confirmé ce résultat [82–84], toutefois il existe peu d’articles récents sur ce 

sujet. 

1.1.4.2)  Mécanismes de méthylation/déméthylat ion de 
l ’ADN médiés par les  facteurs de transcription  

Il existe aussi des mécanismes de "transcription factor directed DNA methylation", où les 

facteurs de transcription recrutent les DNMT sur leur site de fixation à l'ADN [85, 86] et sont 

donc impliqués dans la régulation de la méthylation de l'ADN. En effet, de nombreux 

facteurs de transcription ont été décrits comme interagissant avec les DNMT in vitro [85, 

86] (Figure 14). 



20 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Tableau des facteurs de transcription interagissant ou non avec 

les différentes DNMT 

À gauche, les facteurs interagissant ou non avec DNMT1. À droite, les facteurs interagissant 

avec DNMT3A, 3B, les deux ou aucune. Source : [85, 86] 

La revue de Marchal et al. détaillent les interactions facteurs de transcription/DNMT en 

fonction de la zone de l’ADN (Figure 15). 

Interactions 
with DNMT3A 

Interactions with both 
DNMT3A and DNMT3B 

Interactions 
with DNMT3B 
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Figure 15 : Résumé des facteurs nucléaires et des marques épigénétiques 

impliquées dans la maintenance de la méthylation de l'ADN dans 

différentes régions du génome 

Source : [87] 

In vivo, E2F6 a été décrit comme interagissant avec DNMT3B chez la souris [88]. 

Les mêmes phénomènes de RNA-directed DNA demethylation et de transcription factor 

DNA demethylation sont décrits pour la déméthylation de l'ADN [89, 90]. 

1.1.4.3)  Régulation post-transcriptionnelle des acteurs de 
la méthylation/déméthylation de l’ADN  

Il est important de souligner que les enzymes épigénétiques sont issues de gènes comme 

les autres, leur traduction peut donc être régulée par des microARN. Par exemple, le miR-

29a-3p a été décrit comme étant capable de réguler la traduction des trois protéines de la 

famille TET [28–30], mais aussi les 3 principales enzymes de la famille des DNMT [91, 92].  

Bien évidemment, de nombreux autres miR ont été décrits comme ciblant des enzymes 

épigénétiques, tels que le miR-185-5p pour DNMT1 [93] ou le miR-22-3p pour TET2 [94]. 
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1.1.4.4)  Régulation post-traductionnelle des acteurs de la 
méthylation/déméthylation de l’ADN  

De plus, comme toute protéine, des modifications post-traductionnelles peuvent modifier 

l’activité catalytique et/ou le recrutement sur différents sites de l'ADN des enzymes des 

familles DNMT et TET. Par exemple, certaines modifications post-traductionnelles telles que 

l'acétylation et la méthylation de DNMT1 vont la déstabiliser et induire son ubiquitinylation, 

alors que la phosphorylation et la désacétylation vont participer à sa stabilité [59, 95, 96]. 

Au laboratoire, il a été démontré que la phosphorylation de DNMT1 par AKT (RAC-alpha 

serine/threonine-protein kinase) et PKC (protein kinase C) sur les sérines 127 et 142 inhibait 

les interactions DNMT1/PCNA et DNMT1/UHRF1 [59]. Au contraire, l'acétylation de TET2 

va augmenter sa demi-vie, alors qu'une poly-adénosine ribosylation (PARylation) non 

covalente de TET1 va diminuer sa liaison à l'ADN, mais lorsque cette modification est 

covalente elle augmente l’activité de cette protéine [97]. 

Si la méthylation de l'ADN est un mécanisme majeur de la régulation de la transcription, il 

existe d'autres phénomènes qui agissent en aval de la transcription, tels que les microARN. 

1.2)  L E S  M I C R O ARN 

Environ 80% du génome est transcrit, mais seulement 2% codent pour des protéines [98]. 

Au contraire des ARN messagers qui sont traduits en protéines, certains ARN non transcrits 

mais non traduits : les ARN non codants. 

S'il existe de nombreuses sous familles d'ARN non codants (Figure 16), nous nous 

concentrerons ici uniquement sur les microARN, ces derniers étant ceux étudiés lors de 

mon travail de thèse. 
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Figure 16 : Les différentes classes d'ARN non codants 

Source : [99] 

À l’origine, les microARN ont été découverts chez C. elegans. Le premier à être décrit fût 

lin-4 et ne portait pas encore le nom de miR. Il a été identifié comme étant une petite 

séquence d’ARN complémentaire au 3’UTR de l’ARNm lin-14, formant un duplex ARN/ARN 

inhibant la traduction de la protéine LIN-14 [100].  

De manière très générale, les microARN sont de petits ARN non codants d’environ 20 

nucléotides impliqués dans la régulation de l’expression des ARNm. En effet, leurs 

séquences étant complémentaires à celles d’ARNm, ils sont capables de s’y fixer et ainsi 

d’empêcher leur traduction en protéines ; soit en induisant leur dégradation, soit en ayant 

un effet d’encombrement stérique.  

1.2.1) SYNTHÈSE DES MIRNA 

Dans le génome, les gènes des miRNA sont présents dans plusieurs régions : intronique, 

exonique ou intergénique. Les miRNA sont transcrits de manière classique, comme un 

gène, par l'ARN polymérase II dans le noyau [101]. D’ailleurs, chez les Eucaryotes ont été 

décrits des éléments classiques des gènes, tels que des promoteurs [102], des Transcription 

Start Sites (TSS) [103], des sites de fixation pour des facteurs de transcription [104] ou 

encore des supers enhancers [105].  
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Environ la moitié des miRNA sont transcrits simultanément, autrement dit sous forme de 

cluster [106]. En effet, l’expression de plusieurs miRNA est liée à un seul promoteur [107]. 

Par exemple, les séquences des miR-17, -18a, -19a, -20a, -19b-1 et -92a-1 sont sur le même 

locus du chromosome 13 et transcrites simultanément (Figure 17). Cette zone est parfois 

appelé « miR-17-92 polycistronique » [108]. 

 

Figure 17 : Les miRNA existent sous forme de clusters 

Source : [108] 

Les miR tout juste transcrits ne sont pas encore matures, ce sont alors des miRNA primaires 

(pri-miRNA).  

Les pri-miR sont constitués d'une séquence ou d'un cluster de séquences de miR, d'une 

séquence boucle, d'une "base stem sequence" avec des mésappariements, de segments 

d'encadrement simple brin et d'une queue polyA [109]. Ils sont pris en charge par le 

complexe microprocesseur, composé de DROSHA et DGRC8 qui va les modifier en pre-miR, 

en clivant la « base stem sequence », les segments d'encadrement simple brin de la queue 

polyA. Ces pre-miR sont exportés dans le cytoplasme via l'exportine 5, puis pris en charge 

par DICER1 (double-stranded RNA-specific endoribonuclease) et TRBP (trans-activation 

responsive RNA-binding protein), qui va couper la boucle et créer un duplex de miRNA 

matures [110] (Figure 18). 
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Figure 18 : Biogenèse des microARN 

Un primary-miRNA est transcrit à partir de l'ADN par l'ARN polymérase II. Il est alors pris en 

charge par le complexe microprocessor, qui va cliver les extrémités non complémentaires 

et induire la formation d'un pré-miRNA. Ce dernier sera exporté dans le cytoplasme par 

l'exportine 5, et pris en charge par Dicer, qui va cliver la boucle et former un duplex de 

miRNA. Ce duplex sera pris en charge par les protéines de la famille Ago (1 à 4) et un seul 

brin du duplex sera conversé : le 3p ou le 5p ; c'est la formation du complexe miRISC. Un 

ARNm complémentaire sera alors reconnu par le complexe miRISC, recrutant GW182 et le 

P-body, induisant la répression de la traduction et/ou la dégradation de l'ARNm. Adapté 

de [110]  

1.2.2) MODE D 'ACTION 

Les protéines de la famille argonaute (AGO) viennent alors se lier à un brin du duplex de 

miR pour former le complexe miRISC (miRNA-induced silencing complex). L'autre brin du 

duplex est éjecté de miRISC et dégradé. Le complexe miRISC est capable de reconnaître un 

ARNm de façon complémentaire, de s'y lier et d'inhiber sa traduction voire d'entrainer sa 

dégradation [111]. GW182 (TNRC6A, trinucleotide repeat-containing gene 6A protein) a un 
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rôle de protéine « scaffold » du complexe miRISC [112]. Le tout a lieu au sein d'un « P-

body » (processing body), dans lequel a lieu notamment la dégradation des ARN [113] 

(Figure 18).  

Le point crucial dans ce mode d’action reste la complémentarité de bases entre le 

microARN et l’ARNm cible. Plusieurs règles d’appariement ont été décrites au cours du 

temps (Figure 19). 

 

Figure 19 : Règles d'appariement miRNA/ARNm 

L’appariement doit avoir lieu au minimum 15 bases après le codon stop, être parfait entre 

les bases 2 à 8 du miR, et améliore la stabilité du duplex entre les bases 13 à 16. La présence 

de sites de fixation d’autres miR augmente l’efficacité de répression transcriptionnelle. 

Premièrement, l’hybridation doit être parfaite dans la région « seed », c’est-à-dire entre les 

nucléotides 2 et 8 du miR à partir de l’extrémité 5’ [114]. En effet, un mésappariement dans 

cette zone (qui peut être dû à une liaison à la mauvaise cible) induit une diminution voire 

une perte de l’efficacité [115, 116]. Au contraire, l’efficacité de répresseur traductionnel 

peut être augmentée via la présence d’une adénosine de chaque côté de la région seed 

[117]. 

Deuxièmement, une complémentarité des bases 13 à 16 du miRNA avec l’ARNm stabilise 

le complexe miRNA/ARNm [118]. 

Troisièmement, le site de liaison du miR doit être à plus de 15 bases du codon stop sur le 

3’ UTR, ce qui induit une meilleure accessibilité du complexe miRISC [118]. 

miRNA 

ARNm 
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Enfin, la présence de sites de fixation d’autres miRNA entraine un phénomène répressif 

coopératif et augmente l’efficacité de répression traductionnelle des miRNA [118]. 

1.2.3) RÉGULATION DES MIRNA 

Plusieurs facteurs régulent les miRNA tant au niveau de leur expression que de leur activité. 

Au regard des résultats présentés dans ce manuscrit, seuls trois d’entre eux seront ici 

exposés, même si d’autres existent (Figure 20).  

 

Figure 20 : Mécanismes de régulation des miRNA 

L’expression des miR peut être régulée épigénétiquement, notamment via la méthylation 

des promoteurs. Leur action peut aussi être modulée, soit en les modifiant chimiquement 

(m6A, m5C, m7G) ou en les exportant dans les exosomes.  

 

1.2.3.1)  Régulation épigénétique de l’expression  des 
miRNA 

Les miRNA étant issus, comme tous les ARN, de la transcription de l’ADN par l’ARN 

polymerase II, ils sont eux aussi régulés par des mécanismes épigénétiques tels que la 

méthylation de l’ADN (Figure 20). Par exemple, la liaison de MBD2 sur le promoteur du 
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miR-373 induit la répression de sa transcription [119]. L’expression des miR-130b et 7-5p 

est aussi régulée par méthylation [120, 121]. 

Les protéines des familles DNMT et TET sont donc impliquées dans la régulation de leur 

expression. En effet, la surexpression de TET1 augmente l’expression du miR-34a [122], et 

le déséquilibre de la balance DNMT1/TET2 induit l’hyperméthylation du promoteur du miR-

145 [123]. 

1.2.3.2)  Régulation par modification chimique des 
nucléotides des miRNA  

Au-delà de la régulation bien décrite de l'ADN par sa méthylation, les miRNA peuvent eux 

aussi être modifiés chimiquement, ce qui induit un changement dans leur efficacité 

biologique (Figure 20). De nombreuses méthylation ont été décrites dans les ARN 

(notamment m5C, m6A, m7G) [124], mais nous nous concentrerons ici uniquement sur les 

miRNA.  

Plusieurs articles ont décrit des modifications chimiques de différents stades de maturation 

des miRNA. Par exemple, Berulava et al. ont démontré que les miRNA pouvaient être 

adénosine méthylés [125] et confirment la séquence consensus préalablement décrite par 

Harper et al. : RRACH (avec R=G ou A et H=A, C ou U) [126]. Cependant, la fonction de cette 

modification chimique reste peu décrite, bien qu'elle semble affecter la biogenèse et/ou la 

stabilité des miRNA [127].  

D’après Xhemalce et al., les précurseurs de miRNA peuvent être O-méthylés sur leur groupe 

monophosphate terminal par BCDIN3D (Bicoid interacting 3 domain containing RNA 

methyltransferase), et que cela réduit leur biogénèse en miR matures [128].  

Enfin d'après Pandolfini et al. les miRNA peuvent être méthylés sur leur guanosine (m7G) 

[129].  

Cependant, ces trois articles ne se sont pas intéressés à l’impact de la méthylation des miR 

sur leur fonction biologique de répresseur transcriptionnel. Mais récemment, Konno et al. 

sont parmi les premiers à vraiment s’intéresser aux rôles de ces modifications chimiques 



29 

 

en démontrant qu’elles modifient la stabilité et la reconnaissance de la cible. Il associe 

également la méthylation du miR-17-5p au stade précoce d’un cancer pancréatique [130].  

L'étude des modifications chimiques microARN est incluse dans la notion 

d'épitranscriptomique, c'est-à-dire les modifications épigénétiques du transcriptome, des 

ARN [131, 132]. Cette notion sera plus détaillée/discutée dans la suite du manuscrit. 

Tout comme pour la méthylation de l’ADN, il existe des "writers", "readers" et "erasers" 

pour la méthylation des miRNA, différents selon le type de méthylation (Figure 21). METTL3 

(Methyltransferase Like 3) méthyle les adénosines dans les miR [133], alors que FTO (Fat 

Mass And Obesity-Associated Protein) les déméthyle (article 6). Les protéines avec un YTH 

domain vont alors lire la m6A [134].  

La m5C dans les miR est encore une modification peu décrite, mais un article est en 

préparation dans le laboratoire à ce sujet. Nous avons identifié DNMT3A comme acteur de 

la m5C des miRNA, mais à ce jour nous n’avons pas caractérisé l’enzyme impliquée dans la 

déméthylation. Nous suspectons cependant TET2, étant donné que c’est la déméthylase 

que nous retrouvons le plus au niveau cytosolique dans les A172, une lignée de GBM. Des 

études sont en cours pour confirmer ces résultats. 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : "Writers", "readers" et "erasers" des méthylations dans les miRNA 

 

 m6A m5C 

Writers METTL3 DNMT3A/AGO4 
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1.2.3.3)  Régulation par exportation des miRNA dans les 
exosomes 

1.2.3.3.1)  Général i tés 

Il existe plusieurs types de vésicules extracellulaires, généralement discriminées par leur 

taille, alors que leur biogénèse est différente [135]. Même si toutes ne portent pas les 

mêmes informations (notamment les corps apoptotiques, de par leur nature intrinsèque), 

les microvésicules et les exosomes ont tous deux un rôle de communication intercellulaire 

[136].  

 

Figure 22 : Biogenèse des exosomes, microvésicules et corps apoptotiques 

Les microvésicules sont issues d'une déformation de la membrane extracellulaire alors que 

les exosomes sont formés dans les endosomes puis exportés. Les corps apoptotiques quant 

à eux sont formés suite à l'apoptose cellulaire. 

Commençons par les plus petites de ces vésicules : les exosomes. Ils sont formés dans les 

endosomes et chargés de leur contenu (ARN, ADN, protéines…), puis exportés à l'extérieur 

de la cellule (Figure 22). Leur taille est autour de 100nm (Figure 23) [137]. 

Les microvésicules, quant à elles, sont issues d'une déformation de la membrane 

extracellulaire, conduisant à leur formation (Figure 22). Leur taille est supérieure à celle 
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des exosomes mais inférieure à 1µm (Figure 23) [138]. Elles contiennent aussi les trois types 

de molécules biologiques : ADN, ARN et protéines. 

Enfin, les corps apoptotiques sont, comme le laisse supposer leur nom, de petits fragments 

de cellules ayant subi l'apoptose. Contrairement aux exosomes et aux microvésicules qui 

reflètent le contenu d'une cellule vivante, ces derniers correspondent au contenu d'une 

cellule morte et ne donnent donc pas les mêmes informations (Figure 22) [139]. Cependant 

ils sont facilement distinguables des autres types de vésicules extracellulaires de par leur 

taille importante, comprise entre 1 et 5µm (Figure 22).   

 

Figure 23 : Comparaison des tailles des différentes vésicules extracellulaires  

En taille, un exosome est comparable à un virus, une microvésicule à une bactérie et un 

corps apoptotique à une plaquette.  

 

1.2.3.3.2)  MicroARN et exosomes 

Les travaux de Valadi et al. et de Skog et al. sont parmi les premiers à démontrer la présence 

de miRNA dans les exosomes de mastocytes et de cellules de glioblastome multiforme 

(GBM) respectivement [140, 141].  

Initialement, les exosomes étaient considérés comme servant à éliminer des protéines ou 

tout autre matériel biologique indésirable des cellules, y compris les miRNA. Avec le temps, 

un vrai rôle de communication intercellulaire a été mis en évidence [142, 143]. 
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Étant donné que les exosomes ne sont pas juste une manière pour la cellule d’éliminer les 

miRNA en surnombre, l’exportation de ces derniers est régulée par différents mécanismes 

moléculaires.  

En premier lieu, certains composants du complexe miRISC tels que GW182 ou AGO2 co-

localisent avec les multivesicular bodies (MVB) et/ou les endosomes [144]. De plus, 

Guduric-Fuchs et al. ont montré que la perte d’AGO2 diminue le présence des miR-150 et 

142-3p dans les exosomes des cellules [145]. Enfin, Kosaka et al. montrent que le niveau 

d’expression de la protéine nSMase (neutral sphingomyelinase) est corrélé avec le nombre 

de miRNA exosomaux, en particulier pour le miR-210 [146].  

Par la suite, plusieurs travaux ont démontré que des RNA-binding proteins étaient 

responsables de l’export des miR dans les exosomes. Par exemple, les travaux et Lu et al. 

montrent que la protéine MEX3C (MEX3 RNA-binding family member 3) est impliquée dans 

l’exportation exosomale du miR-451 [147].  

Enfin, des chercheurs se sont penchés sur les séquences consensus d’exportation des 

miRNAs dans les exosomes, appelées exomotifs, par les protéines RNA binding proteins 

SYNCRIP (hNRQ heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q), hnRNPA2B1 (hnRNPQ 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1) et YBX1 (Y-box-binding protein) (Figure 

24). De plus, des protéines comme hnRNPA2B1 ont été décrites comme étant des 

« readers » de la 6mA dans les ARNm [148]. Cependant, ces différents travaux ne prennent 

pas en compte les différentes méthylations des miRNA. Ce point sera abordé dans la 

discussion. 
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Nom Taille (kDa) Séquence Référence 

SYNCRIP 69.6 GGGCA/UG/C [149] [150] 

hnRNPA2B1 37.4 GGAG [151] 

MEX3C 69.3 
CCCT/G [152] 

Non décrite [147] 

YBX1 35.9 UC/TAUC [153–155] 

 

Figure 24 : Récapitulatif des différentes protéines impliquées dans l'export 

exosomal et de leurs séquences consensus 

 

Le dernier mécanisme décrit comme participant à l’export des miRNA dans les exosomes 

est l’uridylation de l’extrémité 3’ des miRNA par les uridityl transferases, alors que cette 

extrémité est plutôt adénylée dans les miR intracellulaires [156]. 

Après la description des différents mécanismes de régulation de l’expression des gènes, 

nous allons nous intéresser à l’influence de l’environnement sur ceux-ci. 

1.3)  M É T H Y L A T I O N  D E  L ’ADN,  M I C R O ARN  E T  

E N V I R O N N E M E N T  

D’après le dictionnaire de l’Académie française, l’environnement est défini comme  

«l’ensemble des agents chimiques, physiques, biologiques, et des facteurs sociaux 

exerçant, à un moment donné, une influence sur les êtres vivants et les activités 

humaines».  

Sur la base de cette définition, plusieurs modifications du méthylome et/ou du miRome ont 

été décrits. 

1.3.1) L’ALIMENTATION COMME FACTEUR BIOLOGIQUE 

Plusieurs phénomènes épigénétiques ont été décrits comme directement modifiés par 

l’alimentation.  

Chez les abeilles par exemple, c’est grâce à des mécanismes épigénétiques qu’une abeille 

avec le même patrimoine génétique que les autres individus de sa ruche devient reine, 
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simplement en se nourrissant de gelée royale. En effet dans le cerveau des abeilles, la 

méthylation de plus de 550 gènes conservés est différente entre les reines et les ouvrières, 

et l’inhibition artificielle de la DNMT3 induit le développement de reines [157, 158]. Dans 

la gelée royale, il existe un HDAC inhibiteur, 10HDA, qui agit en synergie avec la 5-

azacytidine mais n’est pas capable de déméthyler l’ADN seul. 10HDA serait le principal 

élément modulant l’épigénétique dans la gelée royale [159].  

Chez les souris, les effets d’une mutation transmise de générations en générations peuvent 

être inhibés par une alimentation riche en vitamine B9 (également appelée folate ou acide 

folique), donneur de groupements méthyl. A l’origine de cette découverte, le gène agouti. 

Ce gène code pour la protéine agouti-signaling protein (ASIP), responsable de la 

distribution de la mélanine chez les mammifères en modifiant la production de 

phaeomélanine, de couleur jaune à rouge, et d’eumélanine, de couleur marron à noire. 

Chez la souris, les allèles non mutés (A) et (a) induisent un phénotype de poils gris et noir 

respectivement, alors que l’allèle « jaune viable » (Avy) induit le syndrome « jaune obèse » 

avec des souris qui présentent une obésité, une hyperinsulinémie et un développement de 

tumeurs [160]. Un troisième allèle existe, l’allèle « jaune létal » qui est létal pour les 

individus homozygotes. Avec le même génotype (a/Avy) un panel de phénotypes est 

observé (Figure 25), et cette variation est due à la méthylation du gène agouti : plus le gène 

est méthylé plus le phénotype est proche du phénotype non muté. Le plus intéressant est 

qu’il est possible d’inverser les effets du gène Avy simplement en modifiant l’alimentation 

des souris. En effet, enrichir l’alimentation des mères en vitamine B9, donneur de 

groupements méthyl, oriente la descendance plutôt vers un phénotype agouti [161].  

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Agouti-signaling_protein
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Figure 25 : Les différents phénotypes de souris agouti avec le même 

génotype 

De gauche à droite, les souris expriment de moins en moins le phénotype agouti jaune 

obèse. Cette différence de phénotype est due à une méthylation différentielle du gène. 

Source : [162] 

Un dernier exemple est celui de la famine de 1944/1945 en Hollande, où les enfants nés de 

femmes enceintes à cette période présentent plus de pathologies telles que le diabète, 

l’obésité ou des maladies cardiovasculaires que la normale [163]. Ils sont aussi plus petits 

que la moyenne, et leurs enfants eux-mêmes sont plus petits que la moyenne. Ce 

phénomène est notamment dû à une hypométhylation transmise du gène IGF2 (insulin-like 

growth factor), un facteur de croissance important du développement. Un évènement peut 

donc avoir des répercussions pendant plusieurs générations d’individus. 

Au-delà des effets directs de l’alimentation, cette dernière peut être contaminée par 

différents polluants, notamment les herbicides et pesticides. Ce sujet sera abordé dans une 

prochaine partie. 

1.3.2) LES FACTEURS CHIMIQUES : L’EXPOSITION AUX POLLUANTS 

L'exposition aux polluants peut aussi bien être volontaire (le tabac ou l'alcool par exemple) 

qu'involontaire (comme la pollution de l'air ou les pesticides). De plus, l'exposition peut 

être chronique ou aigüe, et lorsqu'elle est chronique elle peut être plus ou moins 
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importante, selon les conditions de travail par exemple. En effet, un agriculteur sera exposé 

de manière chronique à des doses plus élevées de pesticides qu'une personne n’utilisant 

pas ces produits dans le cadre de son activité professionnelle. 

Étant donnée la constante augmentation de l'utilisation des pesticides dans le monde, il 

nous semblait pertinent de s'intéresser à ces derniers, et plus particulièrement de se 

concentrer sur leurs effets épigénétiques, peu décrits. 

1.3.2.1)  Les herbicides : revue “Herbicides exposure: the 
epigenetic consequences sti l l  poorly explored”  

Dans cette première revue écrite par le réseau EpiSAVMEN, nous nous sommes attelés à 

décrire les effets épigénétiques des herbicides décrits dans la littérature, sur différents 

organismes impactés lors du cycle de vie des herbicides. Le réseau EpiSAVMEN 

(Epigénétique - Santé - Agroalimentaire - Végétal - Mer - Environnement - Nutrition) 

regroupe 10 équipes de recherche et est soutenu et financé par la région Pays de la Loire 

pour une durée de 5 ans. Ses objectifs sont de structurer la recherche en épigénétique dans 

la région Pays de la Loire, promouvoir de manière durable l'enseignement de l'épigénétique 

et diffuser auprès du grand public les recherches en épigénétique menées dans les 

laboratoires de la région en organisant des rencontres. 
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En ces temps de crise écologique, il semble crucial d'approfondir nos connaissances sur 

l'impact des pesticides sur la santé, mais aussi d'élargir les connaissances à l'ensemble des 

organismes touchés. Les mécanismes et profils épigénétiques étant directement impactés 

par l'environnement, comme le montre l'étude sur les abeilles [158] ou celle sur la famine 

de 1944 en Hollande [163, 164]. Dans cette revue, nous avons démontré que les études 

épigénétiques dans les différents organismes impactés par les herbicides étaient encore 

rares. 

Comme décrit dans la revue, les études épidémiologiques chez l'Homme sont rares et 

souvent biaisées. En effet, pour avoir une preuve irréfutable de la toxicité d'un pesticide 

donné, il faudrait que l'exposition à ce dernier soit le seul paramètre qui soit modifié dans 

l'ensemble de la cohorte. En d'autres termes, tous les individus de la cohorte devraient 

avoir le même mode de vie : alimentation similaire, activité physique comparable, emploi 

équivalent, etc… Par conséquent, l'étude mettant en évidence les bénéfices de 

l'alimentation biologique sur l'apparition de cancers, dus à une quantité de pesticides 

moins élevée reste à confirmer [165]. En effet, d'un point de vue sociologique, les individus 

se nourrissant exclusivement avec une alimentation biologique sont plus attentifs à leur 

mode de vie global : alimentation équilibrée, activité physique, moins de tabac… 

C'est pourquoi des modèles animaux sont utilisés pour tester l'impact des pesticides, car 

leur environnement est plus facilement contrôlable. Ici cependant, le problème qui se pose 

est celui de la cohérence de l'administration avec la réalité. En effet, dans la population 

générale les pesticides sont généralement ingérés de façon chronique de par leur présence 

dans l'alimentation et dans l'eau de boisson. Mais les agriculteurs souffrent plutôt d'une 

exposition par inhalation, ces derniers étant majoritairement exposés au moment de la 

préparation des pesticides et du traitement de leurs surfaces agricoles. De plus, les doses 

font toujours débat : est-il plus pertinent de traiter régulièrement à de petites doses pour 

mimer une exposition chronique, ou une fois à une dose plus importante pour mimer une 

exposition aigüe ? Aussi, lorsqu'un individu est exposé à un pesticide, il l'est de façon très 

probable à d'autres. Dans ce cas, traiter avec un cocktail de pesticides n'est-il pas plus 

pertinent [166–168] ? Mais dans ce cas, difficile de savoir si l'impact vient de la synergie 

entre eux, ou d'un polluant en particulier.  
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Pour conclure, la question de la toxicité des pesticides voire des polluants au sens large du 

terme reste une question compliquée, de par la difficulté aussi bien à étudier qu'à mimer 

la réalité. Il est normal de ne pas se précipiter pour décréter la toxicité d'un produit, mais 

il est aussi important de protéger et d'informer au mieux les populations. 

1.3.2.2)  Autres polluants  

Le tabac, bien que son exposition soit la plupart du temps volontaire, peut être considéré 

comme un polluant de l’environnement. Il provoque une modification de la méthylation de 

l’ADN [169, 170] et modifie la signature de l’expression des miRNA [171]. De plus, ses effets 

sont aussi délétères chez la descendance des mères exposées au tabac [172], de manière 

active ou passive : la méthylation de l’ADN est globalement altérée [173], les miR-155-5p, 

-21-3p et 18a-5p (décrits comme oncogéniques et impliqués dans l’allergie) voient leur 

expression augmenter [174]. 

Les pesticides sont une classe très large de polluants de l’organisme. En effet, sous ce nom 

générique sont inclus les « produits chimiques destinés à lutter contre les parasites 

animaux et végétaux des cultures », soit les insecticides, les fongicides, les rodenticides, les 

herbicides déjà mentionnés plus haut. Pour citer quelques exemples de l’impact des 

pesticides sur les mécanismes et profils épigénétiques : le propiconazole modifie 

l’expression des microARN dans le foie de souris [175], l’arsenic induit des changements 

dans la méthylation de l’ADN dans des leucocytes chez l’Homme [176], pour ne citer 

qu’eux. 

La pollution de l’air, notamment via les particules et l’ozone induit elle aussi des 

modifications au niveau de la méthylation de l’ADN [177, 178]. 

Bien sûr, de nombreux autres polluants existent, mais le but ici n’est pas de faire une étude 

exhaustive. L’exposition au polluants au sens large est en partie conditionnée par le mode 

de vie. 

1.3.3) LES FACTEURS SOCIAUX  

Le mode de vie regroupe un nombre de facteurs très large : chez l’Homme, cela comprend 

par exemple la qualité de l’alimentation, le fait de fumer ou de faire du sport, et chez les 
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animaux cela peut être la température d’incubation des œufs ou le fait de prendre soin de 

la progéniture. 

Chez les rats, l’attention portée à la descendance notamment via le toilettage modifie le 

profil épigénétique dans le cerveau, dont les profils de méthylation  et d’acétylation 

d’H3K9, induisant la modification d’expression de nombreux gènes, dont 

notamment NR3C1 (GCR, glucocorticoid receptor) ou la protocadhérine [179]. 

Chez les jumeaux monozygotes, Fraga et al. ont montré que le paysage épigénétique 

(notamment au niveau de la répartition des 5mC) est similaire lors des premières années 

de la vie, mais que la différence se créait au fur et à mesure du vieillissement et des 

modifications du mode de vie [180].  

De nombreux facteurs peuvent donc modifier notre profil épigénétique de plusieurs 

façons, et favoriser le développement de pathologies telles que le cancer. 

1.4)  M É T H Y L A T I O N  D E  L ’ADN,  M I C R O ARN  E T  

C A N C E R  

1.4.1) LE GLIOBLASTOME  

Le glioblastome multiforme est un type de tumeur cérébrale très agressive, avec une 

médiane de survie inférieure à 15 mois. Dans ce travail, nous nous sommes donc intéressés 

à cette pathologie pour tenter d’améliorer sa prise en charge. 

1.4.1.1)  Général ités 

Le glioblastome multiforme (GBM) est une tumeur du cerveau issue de la transformation 

tumorale d’une cellule progénitrice de la glie. La glie correspond aux cellules de soutien des 

neurones et est composée d’un ensemble de types cellulaires : les astrocytes, les 

oligodendrocytes, les cellules de Schwann, la microglie et leurs cellules progénitrices. Les 

GBM font donc partie d’un ensemble de tumeurs nommée gliomes ; le terme « blast » 

faisant référence à la notion de cellule indifférenciée alors que le terme « multiforme » 

renvoie à l’hétérogénéité des cellules composant ce type de tumeur, même s’il est admis 

que les GBM se composent majoritairement d’astrocytes. 
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1.4.1.2)  Le gl ioblastome multiforme en quelques chiffres  

Les études de l’INCa indiquent qu’en France et chez l'adulte, les GBM sont les tumeurs 

primitives cérébrales les plus fréquentes, avec une incidence de 4 nouveaux cas par an pour 

100 000 habitants, soit 2600 nouveau cas chaque année. L’âge moyen des patients atteints 

de GBM est de 58 ans, 70% des patients atteints de GBM ont entre 45 et 70 ans et deux 

tiers d’entre eux sont des hommes. 

1.4.1.3)  Diagnostic et traitement 

Étant une tumeur cérébrale, les signes cliniques annonciateurs des GBM sont la 

conséquence du développement d’une masse tumorale dans un espace non extensible : la 

boîte crânienne. Les fonctions cérébrales sont alors endommagées, et le patient présente 

les signes cliniques suivants : déficit moteur, sensitif, visuel ou encore auditif, aphasie, 

crises d’épilepsie, troubles psychiatriques, maux de tête, hypertension intracrânienne. 

La confirmation du diagnostic a ensuite lieu via des examens radiologiques et histologiques. 

Que ce soit au niveau de l’IRM ou au niveau de l’analyse histologique, la tumeur n’est pas 

homogène et montre aussi bien des zones de nécrose que des zones hémorragiques. 

Génétiquement, de nombreuses délétions, amplifications et mutations sont observables 

[181]. 

La prise en charge standard des patients atteints de GBM repose sur une exérèse de la 

tumeur suivie d’un protocole de radio-chimiothérapie simultanée, composé de deux 

phases séparées par une période d’un mois. Lors de la première phase, dite d’attaque, le 

patient est traité durant 6 semaines avec 30 séances de 2 Gy de radiothérapie (IR), couplées 

à la prise de témozolomide (TMZ) par voie orale (70mg/m2/jour). La seconde phase du 

traitement, dite de consolidation, équivaut à la prise de temozolomide par voie orale 

(200mg/m2/jour) 5 jours par semaine pendant 28 jours. Ce protocole de première ligne 

pour les glioblastomes nouvellement diagnostiqués est également connu sous le nom de 

protocole Stupp, du nom du médecin suisse ayant mené l’essai clinique en Europe qui a 

conduit à sa validation. Avec ce protocole, la survie médiane est d’environ 15,7 mois et le 

taux de survie à 1 an est de 64% (European revueOrganisation for Research and Treatment 

of Cancer EORTC). À 5 ans, le taux de survie est inférieur à 5%. 
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La récidive survient en moyenne entre 6 à 10 mois après la chirurgie initiale, de par le 

caractère très invasif de la tumeur, associé au fait que les cellules tumorales ont souvent 

acquis des résistances à la radiothérapie et/ou à la chimiothérapie.  

1.4.1.4)  Oncogènes dans la gl iomagenèse 

1.4.1.4.1)  Origine des glioblastomes multi formes et altérations 
génétiques 

La plupart des GBM (90%) se développent de novo, alors que les 10% restants 

correspondent à l’évolution d’un gliome de bas grade [182].  

Comme l’illustre la Figure 26, les voies de transformations tumorales se caractérisent par 

de nombreuses altérations moléculaires, parmi lesquelles la perte du chromosome 10q, 

l’amplification du gène codant pour EGFR, l’amplification du gène PDGF-β, l’inactivation de 

CDKN2A/p16 sur le chromosome 9p, l’inactivation de PTEN et l’activation de Ras/Akt [182, 

183]. 

L’origine cellulaire des GBM reste aujourd’hui incertaine. Plusieurs hypothèses ont été 

avancées mais aucune d’entre-elles n’identifie avec certitude les cellules souches neurales 

(NSC), les progéniteurs d’astrocytes (APC) ou encore les cellules différenciées comme seule 

cellule à l’origine des GBM (Figure 26). Différents cas sont possibles : soit plusieurs cellules 

distinctes évoluent respectivement en GBM, soit différentes altérations génétiques d’un 

seul type de cellule mènent aux différentes manifestations pathologiques, ou encore les 

deux à la fois [184].  
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Figure 26 : Origines génétiques des glioblastomes 

Pour se former, les glioblastomes multiformes passent par plusieurs altérations génétiques. 

Adapté de [183, 184] 
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La mise en évidence de certaines altérations génétiques énoncées ci-dessus et la 

considération d’une origine cellulaire plutôt qu’une autre a été à l’origine du 

développement de modèles de gliomagenèse induite. En effet, les travaux du laboratoire 

de EC Hollande montrent, au sein de souris transgéniques dite RCAS (replication-

competent ASLV), que la double surexpression de Ras et Akt induit la formation de GBM 

[181]. 

1.4.1.5)  Classification moléculaire des GBM hors 
considérations épigénétiques 

Favorisées par le développement des outils de séquençage, plusieurs classifications 

moléculaires des GBM ont été proposées. Parmi ces classifications, celle de Verhaak les 

classe en quatre sous-types : proneural, neural, classique et mésenchymal [185] (Figure 

27).  

Figure 27 : 

Classification 

génétique des 

glioblastomes 

multiformes 

Source : [185] 
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Une autre classification propose de stratifier les GBM en se basant sur la mutation ou non 

d’IDH [186] (Figure 28). 

 

Figure 28 : Stratification des patients atteints de GBM en fonction de la 

mutation IDH 

Source : [186] 

1.4.1.6)  Méthylation de l’ADN et gl ioblastome multiforme  

Comme nous le verrons dans les prochaines parties, la méthylation de l’ADN peut avoir un 

lien avec le glioblastome multiforme dans plusieurs cas. Tout d’abord, ses modifications 

sont impliquées dans la glioblastomagenèse, mais peuvent aussi être utilisées comme 

marqueur de la survie et/ou de la réponse au traitement. Enfin, la méthylation de l’ADN et 

ses modifications dans le GBM pourraient être utilisées comme outils de stratification des 

patients, afin de proposer une thérapie aussi personnalisée et adaptée que possible. 

1.4.1.6.1)  Méthylation de l’ADN comme causes à la 
glioblastomagenèse 

Dans un premier temps, la rupture induite par un peptide synthétique du complexe de 

maintien de la méthylation DNMT1/UHRF1/PCNA a été démontré comme induisant la 

gliomagenèse [59].  

De plus, dans un article de cette thèse (Article 1) nous avons démontré la surexpression 

d’AKT couplée à l’exposition au diuron, un herbicide, induisait une hypométhylation globale 

de l’ADN et le développement de GBM. 
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1.4.1.6.2)  Méthylation de l’ADN comme biomarqueur de 
survie ou de pronostic à une thérapie donnée  

Comme de très nombreuses tumeurs, les GBM se caractérisent par une hypométhylation 

globale de l’ADN [187]. De plus, il a été montré que l’hypométhylation globale de l’ADN 

était liée à une plus grande agressivité de la tumeur, cet élément pourrait donc être pris en 

compte dans l’estimation de l’agressivité tumorale [59]. 

Les travaux d’Esteller et de Hegi montrent que l’état de méthylation du gène MGMT (O-6-

Methylguanine-DNA Methyltransferase) est pronostique de la réponse au traitement 

standard du GBM : les patients dont la tumeur possède un génome méthylé au niveau du 

gène MGMT répondent favorablement au traitement standard du GBM [188, 189].  

1.4.1.6.3)  Méthylation de l ’ADN comme outi l  d’ai de à la 
strati fication des patients afin d’aff iner le prognostic  de 
survie ou la prescription thérapeutique 

Trois cas :  Pr ise en compte de l’hypométhylation 
globale et locale de MGMT 

Comme décrit précédemment, la méthylation de MGMT est pronostique de la réponse au 

traitement. Sur la base de ce constat, les patients atteints de GBM pourraient être 

subdivisés en deux sous-groupes : MGMT méthylé et MGMT non-méthylé.  

De plus, une piste thérapeutique intéressante est de reméthyler MGMT chez les patients 

du groupe « MGMT non-méthylé ». Notre laboratoire a démontré que cela était possible 

via l’utilisation de l’acide folique et que cela était couplé à un gain de sensibilité à 

l’induction de l’apoptose induite par le traitement standard du GBM et à une diminution 

de la croissance tumorale [190]. 

La méthylation de MGMT pourrait donc être utilisée comme outil de stratification et 

comme levier thérapeutique. À partir de ces éléments, un essai clinique de phase I nommé 

FOLAGLI a été mis en place à l’Institut de Cancérologie de l’Ouest (ICO) (NCT01700569). 

Parmi les objectifs de cet essai clinique figure l’analyse du niveau de méthylation de MGMT 

dans l’ADN tumoral circulant des patients présentant le gène MGMT non-méthylé au 

moment de leur inclusion et la corrélation avec la survie sans progression de ces patients. 
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Bien qu’étant toujours en cours, cette étude montre déjà que la méthylation du gène 

MGMT augmente suite au traitement avec le folate (Figure 29). 

 

Figure 29 : Résultats préliminaires de l'essai clinique FOLAGLI  

Ces graphes présentent le niveau de méthylation du promoteur de MGMT chez trois 

patients ayant reçu de l’acide folique en plus du traitement standard du GBM. Ces résultats 

montrent les différents profils de méthylation obtenus. Données non publiées. 

 
Cas de la stratif ication des  patients sur la base du G-CIMP 

De la même manière que pour la détection des anomalies génétiques, le développement 

technologique a aussi permis l’émergence d’une classification basée sur l’analyse de la 

méthylation de l’ADN. En 2010, Noushmehr et al. décrivent l’existence de la signature dite 

« glioma-CpG island methylator phenotype (G-CIMP) », définie comme étant 

l’hyperméthylation spécifique des CpG islands d’un sous-ensemble de gènes dans le GBM 

[191]. En 2012, Turcan et al. montreront que la présence de G-CIMP est associée à la 

présence de mutation IDH1 [192].  

Basé sur la prise en considération de plusieurs classifications moléculaires des GBM, Malta 

et al. proposent une nouvelle classification des GBM [193] (Figure 30).  
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Figure 30 : Hiérarchie des glioblastomes multiformes en fonction des 

mutations 

Source : [193] 

Toutefois, malgré ces stratifications de plus en plus précises, le schéma de choix pour traiter 

les GBM n’a pas changé et équivaut toujours à celui redéfini par Wick et al. [194] (Figure 

31). 
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Figure 31 : Stratification des GBM et traitement 

Quelle que soit la stratification, le traitement du GBM ne varie que peu. Source : [194] 

 
Cas des interactions DNMT3A/ISGF3γ 

Dans le cas des complexes DNMT3A/ISGF3γ (Interferon-Stimulated Transcription Factor 3, 

Gamma), ce n’est pas directement la méthylation de l’ADN qui est utilisée pour stratifier 

des patients, mais l’interaction d’une DNMT avec un facteur de transcription. L’article de 

Cheray et al. ne tient pas compte de la méthylation globale des tumeurs, mais du nombre 

de complexes présents dans la tumeur et le corrèle avec une augmentation de l’agressivité 

tumorale. De plus, l’utilisation d’un peptide capable de casser cette interaction augmente 

la sensibilité au traitement TMZ/IR (témozolomide/irradiation) [195]. 

1.4.1.7)  miRNA et gl ioblastome multiforme 

Comme pour de nombreux autres types de cancers, plusieurs miRNA ont été décrits comme 

jouant un rôle clé dans la glioblastomagenèse, à travers leur fonction oncogénique ou 

tumeur suppressive. En effet, un miR peut être qualifié de pro-tumoral s’il induit la 
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transformation tumorale d’une cellule saine ou s’il promeut l’acquisition ou le 

renforcement d’un phénotype pro-tumoral. 

Ainsi, la surexpression des miR-132 et -10b promeuvent la prolifération et l’agressivité des 

GBM [196, 197]. 

Le miR-504 quant à lui aurait un rôle suppresseur de tumeur en supprimant la signature 

moléculaire dit mésenchymateux sous-type de GBM le plus agressif, alors que le miR-370 

augmenterait la réponse au traitement en ciblant MGMT [198, 199]. 

D’autres travaux ont essayé d’élargir le panel de miRNA, afin de dégager des signatures 

d’expression. Ainsi, les travaux de Matos et al. suggèrent qu’il est possible de différencier 

les GBM primaires des GBM récurrents sur la base du différentiel de niveau d’expression 

d’un ensemble de miRNA (miR-7, miR-9, miR-21, miR-26b, mirR-124a, miR-199a et let-7f) 

[200].  

Les travaux de Li et al. et de Marzziali et al. indiquent que les niveaux d’expression de 

groupes de miRNA permettent de pronostiquer la survie de patients atteint de GBM déjà 

catégorisés en fonction de la classification de Verhaak [201, 202].  

Afin de caractériser au mieux les tumeurs, s’intéresser à des signatures plutôt qu’à des 

facteurs isolés semble être un axe prometteur. 

1.4.1.8)  Mutations des acteurs de méthylation et de 
déméthylation de l’ADN et de la machinerie des miRNA  

La fonctionnalité des acteurs de la méthylation/déméthylation de l’ADN et de la machinerie 

de biogenèse des miRNA peut être affectée par des mutations, d’où leur recherche en 

cancérologie, et ici plus particulièrement dans les GBM. Il est aussi à noter que ces 

mutations peuvent avoir un rôle dans les maladies génétiques telles que l’ICF syndrome 

[183]. 

L’utilisation de la banque de donnée GRCh38 · COSMIC v90 montre que les GBM présentent 

peu de mutations des acteurs de la méthylation/déméthylation de l’ADN et de la 

machinerie de biogenèse des miRNA, en comparaison avec d’autres mutations 
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 Protéine Type de mutation Pathologie Référence 
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 D
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n
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e 
l’A

D
N

 

DNMT1 

Perte de fonction 
Cancer 

colorectal 
[203] 

Faux sens Cancer du sein [204] 

DNMT3A 

 

Perte de fonction 
Tumeurs 

myéloïdes 
[205] 

Perte de fonction Leucémies [206] 

Gain de fonction Paragangliome [207] 

TET2 

Perte de fonction 

Leucémie 

myéloïde aigüe, 
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Figure 33 : Exemple de mutations de certains acteurs de la 

méthylation/déméthylation de l'ADN et de la biogenèse des miRNA dans 

différents cancers 

  

https://www-ncbi-nlm-nih-gov.proxy.insermbiblio.inist.fr/pubmed/31582562
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1.4.2) CAUSES D’ÉCHAPPEMENT À LA THÉRAPIE 

Une tumeur évolue au cours du traitement et des phénomènes de résistance apparaissent, 

induisant une rechute chez le patient. Deux mécanismes sont soupçonnés : premièrement, 

le traitement induirait des modifications génétiques et/ou épigénétiques, entrainant 

l’acquisition d’un phénotype résistant au traitement. Ces cellules seraient alors plus aptes 

à survivre et seraient sélectionnées selon un mécanisme Darwinien : cela correspond à la 

résistance acquise. Le deuxième mécanisme est celui de la résistance innée : dans la tumeur 

il existe une hétérogénéité tumorale, et parmi les cellules certaines sont intrinsèquement 

résistantes au traitement, par exemple grâce à l’expression des enzymes de réparation de 

l’ADN qui diminuent la toxicité de la chimiothérapie, ou encore grâce à l’expression des 

enzymes de réparation de l’ADN ou encore à un défaut intrinsèque du programme 

apoptotique [213]. Ces deux mécanismes ne s'excluent pas et peuvent être 

complémentaires [214]. 

1.4.3) CAUSES D’ÉCHAPPEMENT AU SYSTÈME IMMUNITAIRE 

1.4.3.1)  Le système immunitaire : grands principes 

Le système immunitaire représente les moyens de défense de l’organisme envers les 

organismes pathogènes du non-soi, mais aussi envers les cellules du soi présentant un 

dysfonctionnement. 

Ce système est séparé en deux parties : l’immunité innée, qui grâce à sa réponse rapide est 

la première ligne de défense de l’organisme, et l’immunité adaptative, dont la réponse 

nécessite la présentation des antigènes pour activer les cellules immunitaires et induire 

une réponse (Figure 34). 
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Figure 34 : Vue globale du système immunitaire 

Source : [215] 

1.4.3.2)  Système immunitaire et cancer  

Depuis 2000 et la caractérisation des « hallmarks cancer » par Hanahan et Weinberg, 

l’échappement au système immunitaire des cellules cancéreuses est reconnu comme une 

caractéristique intrinsèque des cellules tumorales [216]. Si les cellules tumorales sont 

capables d’échapper au système immunitaire, cela sous-entend que celui-ci a une fonction 

d’immunosurveillance anti-tumorale en détectant et détruisant les cellules cancéreuses. 

Dans l’immuno-editing des tumeurs, qui correspond à la modification de l’immunogénicité 

des cellules tumorales, trois phases d’interaction entre cellules cancéreuses et 

immunitaires sont décrites [217, 218] :  

 l’élimination, durant laquelle le système immunitaire est opérationnel : il détecte 

et élimine les cellules cancéreuses  
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 l’équilibre, où le système immunitaire ne parvient plus à éliminer toutes les cellules 

tumorales mais où elle ne sont pas encore en nombre suffisant pour induire des 

symptômes cliniques 

 l’échappement, au cours duquel l’immunosurveillance est déficiente et où les 

cellules tumorales prennent le pas sur le système immunitaire. 

Deux processus majeurs d’échappement tumoral ont été décrits : l’immunosubversion, où 

les cellules du système immunitaire subissent des modifications conduisant à l’inhibition 

de leurs propriétés anti-tumorales ; et l’immunosélection, dans laquelle les cellules 

tumorales présentent et/ou acquièrent des modifications empêchant leur reconnaissance 

par les cellules du système immunitaire. [219]  

Sur la base des orientations des travaux de recherche prises durant ma thèse, seules les 

cellules Natural Killer (NK) et les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) seront 

présentées ici.  

1.4.3.3)  Les cel lules Natural  Kil ler 

1.4.3.3.1)  Général i tés 

Les NK sont des cellules appartenant à l’immunité innée qui peuvent tuer des cellules 

tumorales ou infectées. De plus, elles stimulent la réponse des lymphocytes T (LT) et des 

lymphocytes B (LB). L’activité cytotoxique des NK est médiée par le granzyme B qui est une 

protéase induisant l’apoptose de la cellule cible, et la perforine qui forme un canal au 

travers de la membrane plasmique de la cellule cible.  

Dans le cancer, les cellules tumorales ont développé des stratégies pour échapper au 

système immunitaire, que ce soit en empêchant ce dernier de les reconnaître ou bien en 

diminuant directement sa cytotoxicité. Par exemple, une forte concentration en TGFβ dans 

le microenvironnement tumoral inhibe l’action des NK [220]. 

1.4.3.3.2)  Régu lation épigénétique de l’activi té cytotoxique 
anti -tumorale des cel lules NK 

Plusieurs études montrent que l’activité cytotoxique anti-tumorale des cellules NK est 

épigénétiquement régulée. Les travaux de Shi et al. (2016) montrent que l’expression de 
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NKG2D (natural-killer group 2, member D) est régulée par le niveau (i) de méthylation de 

l’ADN et (ii) celui de H3K9me2 au niveau du promoteur du gène, et que cela influence 

l’activité cytotoxique anti-tumorale des cellules NK [221]. Dans ce cas, on peut donc parler 

de perte d’immunosurveillance par immunosubversion épigénétique. 

Les travaux de Wiencke et al. montrent que le méthylome des NK varie en fonction du 

degré d’activation de ces cellules, dans le sens d’une diminution du nombre de CpG 

méthylés [222]. De plus, cette même étude a mis en évidence l’idée que la déméthylation 

du gène codant pour le facteur de transcription BHLHE40 (Basic Helix-Loop-Helix Family 

Member E40) pourrait être utilisée comme biomarqueur de l’activation des NK. 

1.4.3.3.1)  Régu lation de l’activi té cytotoxique anti -tumorale 
des cel lules NK par  les microARN 

Les travaux de Su et al. montrent l’existence d’une corrélation positive entre le niveau de 

cytotoxicité des cellules NK et le niveau d’expression du miR-506 dans le cadre des 

carcinomes hépatiques [223]. Un autre article montre que l’expression du miR-150 

minimise la cytotoxicité des cellules NK en limitant l’expression de la Perforin-1 [224]. De 

plus, le miR-146a régule négativement la fonctionnalité des cellules NK [225]. Ici, on 

pourrait parler de perte d’immunosurveillance par immunosubvertion médiée par les miR. 

Le miR-20a quant à lui diminue l’expression de MICA (Major Histocompatibility Complex 

Class I Chain-Related Protein A) au sein de cellules colorectales tumorales, ce qui entraîne 

l’absence de leur reconnaissance par les NK [226]. Dans ce dernier cas, on parle donc de 

perte d’immunosurveillance par immunosélection épigénétique. 

1.4.3.4)  Les cel lules plasmacytoïdes dendritiques  

1.4.3.4.1)  Général i tés 

Les pDC sont des cellules issues d’un progéniteur de cellule dendritique commun avec les 

cellules dendritiques myéloïdes et proviennent de la moelle osseuse [227]. Elles 

représentent moins de 0,4% des cellules mononucléées périphériques du sang (PBMC) 

présentes dans le sang et les organes lymphoïdes périphériques, et sont capables de 

sécréter de l’interféron de type 1 [228]. Souvent décrites comme le lien entre l’immunité 

adaptative et l’immunité innée, elles sont capables d’activer d’autres cellules immunitaires 
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de par leur aptitude à présenter des antigènes [229]. Dans le cancer, lorsqu’elles n’induisent 

plus la mort des cellules tumorales elles peuvent promouvoir l’établissement d’un 

microenvironnement immunosuppressif [230]. 

Même si elles ne sont pas dans la première ligne de la destruction des cellules tumorales, 

les pDC restent des acteurs importants du système immunitaire à ne pas négliger, 

notamment de par leur rôle de « couteau suisse » du système immunitaire. En effet, ces 

cellules ont un rôle dans la présentation d’antigènes, la production de cytokines, la 

tolérance et la cytotoxicité [231]. 

1.4.3.4.2)  Régulation épigénétique et miR-médiée de 
l ’activi té des pDC  

Ma et al. montrent que CXXC5 (CXXC-Type Zinc Finger Protein 5) interagit avec TET2 pour 

réguler les niveau de méthylation et d’expression d’IRF7 (Interferon Regulatory Factor 7) 

qui va ensuite réguler le niveau d’expression d’interféron (IFN) [232]. Ici aussi, on peut 

parler de perte d’immunosurveillance par immunosubversion épigénétique. 

De plus, le miR-146a est décrit comme régulant la survie et la maturation des pDC [233]. 

Les travaux de Rossato et al (2017) montrent que la surexpression du miR-618 limite la 

formation des pDC à partir de cellules hématopoïétiques progénitrices CD34+ [234]. Ici, 

c’est le phénomène d’immunosélection épigénétique qui est impliqué. 

1.5)  IN É G A U X  F A C E  A U X  R I S Q U E S  :  L E S  

P R É D I S P O S I T I O N S  A U  C A N C E R  

S'il est urgent de trouver de nouvelles manières de traiter les patients atteints de cancers, 

la première étape réside dans la prévention et consiste tout de même à limiter le nombre 

de patients atteints, ou tout du moins à faciliter un diagnostic précoce en identifiant des 

facteurs de risque. En effet, en sachant quels patients sont dits "à risque" car ayant été 

exposés à une quelconque substance environnementale ou possédant une caractéristique 

spécifique (comme une mutation par exemple), leur surveillance accrue sera facilitée et ils 

pourront certainement, au vu de l’importance de la précocité de détection de la pathologie, 

bénéficier d’une meilleure survie.  
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1.5.1) LE PAYSAGE GÉNÉTIQUE  

Dans différents types de cancers, certaines mutations ont été décrites comme impliquées 

dans la tumorogénèse, leur présence augmente donc le risque de développer un cancer. 

Les plus connues sont BRCA1 et BRCA2 dans le cancer du sein et de l'ovaire [235–237]. A 

été également décrit l'implication des mutations d'une des enzymes du système de 

réparation de l'ADN MisMatch Repair (MMR) ou de l'epithelial cell adhesion molecule 

(EPCAM) dans le syndrome Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer (HNPCC, ou 

syndrome de Lynch) [238, 239]. Toujours dans les cancers colorectaux, une séquence 

«adénome-carcinome » a été décrite et correspond à l'enchainement d'évènements 

conduisant au développement d'un cancer colorectal. Dans ce cas-là, des mutations 

successives d'APC (Adenomatous Polyposis Coli Protein), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral 

proto-oncogene) et p53, couplées à des mutations de INK4A (CDKI2A, Cyclin Dependent 

Kinase Inhibitor 2A), SMAD4 (Mothers against decapentaplegic homolog 4), E-cadhérine, 

MLH1 (DNA Mismatch Repair Protein Mlh1) et MSH2 (DNA Mismatch Repair Protein Msh2) 

vont finalement induire le développement d'un adénocarcinome colorectal [240]. De 

nombreuses autres prédispositions génétiques ont été décrites, telles que RB1 

(retinoblastoma 1) dans le rétinoblastome [241]. 

La détection précoce de ces facteurs permet d'anticiper la survenue d'un cancer, 

notamment par des examens cliniques réguliers tels que la mammographie ou la 

coloscopie. 

1.5.2) UTILISATION DE MODIFICATIONS ÉPIGÉNÉTIQUES COMME 

BIOMARQUEURS DE RISQUES 

Plusieurs facteurs épigénétiques ont été décrits comme impliqués dans le cancer, mais 

permettent-ils de prévoir et/ou de détecter précocement le développement d'une 

tumeur ? En effet, il semble techniquement compliqué de monitorer la méthylation globale 

de l'ADN dans l'ensemble des organes, et même si cela était possible la détection de 

l’hypométhylation serait trop tardive. Il est donc nécessaire de trouver de nouveaux 

biomarqueurs épigénétiques détectables à partir de biopsies liquides, moins invasives.  
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Dans le GBM, nous avons démontré que l'exposition à un herbicide, le diuron, entraîne la 

déméthylation simultanée de PD-L1 (programmed death ligand 1), Bcl-w (Bcl-2-like protein 

2) et LLT1 (CLEC2D, C-type lectin domain family 2 member D), la modification épigénétique 

de ces trois gène pourrait représenter une signature moléculaire et être facilement suivie 

dans le sang, permettant (i) une prise en charge rapide et (ii) une meilleure évaluation du 

pronostic (article 1). 

Dans le cancer du sein cette fois, nous avons démontré chez des patientes que l'exposition 

à un autre pesticide, le glyphosate, couplée à la surexpression du miR-182-5p était de 

mauvais pronostic et augmentait le risque d'apparition d'un cancer du sein [242]. L'idée 

générale ici est de mettre au point des tests simples permettant, à partir du sang, 

d'anticiper l'apparition d'un cancer du sein et donc une meilleure prise en charge de par sa 

précocité : cela correspond à l’étude de biomarqueurs circulants. 

Le profil épigénétique étant largement influencée par l'environnement, nous nous sommes 

intéressés aux modifications épigénétiques induites par l'environnement, comme 

l’exposition à des polluants. 

1.6)  S T R A T I F I C A T I O N  D E S  P A T I E N T S  :  D U  P R O N O S T I C  

D E  L A  S U R V I E  À  L A  M É D E C I N E  P E R S O N N A L I S É E  

1.6.1) FACTEURS PRONOSTIQUES INITIAUX LIÉS À LA PATHOLOGIE 

1.6.1.1)  Caractéristiques anatomopathologiques  

Une fois le cancer développé, et afin d'améliorer la lutte, il est important de bien identifier 

la tumeur, afin de personnaliser au mieux le traitement pour maximiser son effet chez le 

patient. Le cancer étant une maladie multifactorielle, chaque patient a ses propres 

spécificités, même si la pathologie est commune. Le principal facteur pronostic est le stade 

de la tumeur : quatre stades existent, avec des sous classes dans ces stades. La stratification 

des patients par stade se fait par la classification clinique dite TNM, qui évalue la tumeur 

primitive (T), le nombre de ganglions lymphatiques atteints (N) et les métastases à distance 

(M). Dans les tumeurs du système nerveux central, la classification est différente : en effet, 

les tumeurs nerveuses ne métastasent quasiment pas aux autres organes et il n'y a pas de 
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ganglions lymphatiques dans le cerveau. La classification se fait tout de même en quatre 

grades, selon la capacité proliférative des cellules et la délimitation de la tumeur.  

1.6.1.2)  Mutations génétiques 

Les mutations des gènes de la famille RAS sont retrouvées couramment dans les cancers 

colorectaux [243, 244]. Au-delà de leur implication dans le développement tumoral, 

certaines mutations sont connues pour être liées à un mauvais pronostic pour la survie du 

patient. C'est le cas de SMAD4 dans le cancer du pancréas [245], ou bien de RB1 dans le 

cancer de la prostate [246]. La mutation activatrice d'EGFR (epidermal growth factor 

receptor) dans le cancer du poumon est quant à elle de bon pronostic, car les inhibiteurs 

de tyrosine kinases sont plus efficaces lorsque EGFR est muté [247]. Certaines mutations 

sont à l'interface entre la génétique et l'épigénétique : c'est le cas des mutations de gènes 

codant pour des protéines directement impliquées dans les régulations épigénétiques au 

sens large. Par exemple, la mutation de TET2, impliquée dans la déméthylation de l'ADN, 

est bien décrite dans la leucémie aigüe myéloïde [248, 249] mais aussi dans d'autres types 

de cancers myéloïdes [208]. De la même manière, KMT2D, une histone méthyltransférase, 

a été décrite comme étant de mauvais pronostic dans le cancer du poumon non à petites 

cellules [250]. Ces mutations d'enzymes épigénétiques ont un impact sur leur activité et/ou 

leur régulation, jouant un rôle dans la progression tumorale. 

1.6.1.3)  Altérations épigénétiques  

Dans le GBM, un lien a été montré entre diminution globale de la méthylation et 

augmentation de l’agressivité [190]. 

Comme décrit précédemment, toujours dans le GBM, la méthylation de MGMT est un 

facteur de bon pronostic, puisque la méthylation du promoteur est corrélée à la non-

expression de la protéine et donc à une incapacité à réparer l'ADN, permettant l'induction 

de l'apoptose suite aux dommages causés par le TMZ [251]. 
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1.6.2) FACTEURS PRONOSTIQUES INITIAUX LIÉS AU MALADE  

D'autres facteurs pronostiques liés directement au malade sont aussi à prendre en compte. 

Premièrement, l'âge du patient : pour le GBM, plus le patient est âgé, plus le pronostic de 

réponse au traitement, et in fine de rémission, seront faibles. 

Directement lié à son âge, son état de santé général entre aussi en jeu. En effet, un patient 

en bon état général supportera mieux les traitements. L'état général inclus également le 

mode de vie du patient : est-il tabagique ou non, a-t-il une activité physique régulière… 

Pour évaluer la survie d'un patient, il faut donc tenir compte de ces différents types de 

facteurs. Cependant, il est important de trouver des méthodes de stratification plus 

précises et plus efficaces, pour mieux prévoir la survie et adapter le traitement. 

1.7)  ÉP I M A R Q U E S  C I R C U L A N T E S  

1.7.1) ÉPIMARQUES CIRCULANTES LIBRES : REVUE « CELL-FREE 

CIRCULATING EPIMARKS IN CANCER MONITORING: A SYSTEMATIC 

REVIEW » 

Afin de définir les épimarques circulantes (niveau de méthylation de l’ADN, nucléosomes 

et ARN non codants) et de décrire leur implication dans le cancer, l'introduction de ce 

chapitre sera basée sur une revue écrite en collaboration avec Manon Duforestel, 

doctorante au sein de l'équipe, intitulée « Cell-free circulating epimarks in cancer 

monitoring: a systematic review » dans laquelle nous nous sommes intéressés à un type de 

biomarqueurs, les épimarques circulantes. 

Une tumeur évolue au cours du traitement et des phénomènes de résistance apparaissent, 

induisant une rechute chez le patient. Cependant, il n'est pas possible de réaliser une 

biopsie après ou au cours de chaque cure de traitement. Les biomarqueurs circulants sont 

donc une bonne alternative à la biopsie de la tumeur. En effet, avec une simple prise de 

sang, il est possible de suivre la réponse au traitement et ainsi de l'adapter au cours du 

temps.  
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1.7.2) ÉPIMARQUES CIRCULANTES DANS DES VÉSICULES 

EXTRACELLULAIRES  

En plus de circuler librement dans le sang, les épimarques circulantes (ADN méthylé, 

nucléosomes, miRNA) peuvent être exportées dans les vésicules extracellulaires et donc 

utilisées comme biomarqueurs. Il existe plusieurs types de ces vésicules, généralement 

discriminées par leur taille, alors que leur biogénèse est différente [135]. Même si toutes 

ne possèdent pas le même contenu et ne portent donc pas les mêmes informations 

(notamment les corps apoptotiques), les microvésicules et les exosomes ont tous deux un 

rôle de communication intercellulaire. Dans le cadre du cancer, il nous semblait intéressant 

de nous concentrer sur cet aspect de communication plutôt que sur la nature des vésicules 

extracellulaires. 

Comme décrit dans la revue, l'ADN méthylé est une des épimarques circulantes existantes. 

Mais contrairement aux ARN, sa présence dans les vésicules extracellulaires a peu été 

étudiée, sûrement dû à un problème de localisation cellulaire : l’ADN est situé dans le 

noyau, alors que les exosomes se forment dans l’endosome donc au niveau du cytoplasme. 

Cependant, quelques articles décrivent la présence d'ADN double brin dans les exosomes 

[252, 253], mais peu ont étudié la méthylation de cet ADN [254]. 

La question qui se pose aussi à ce stade est : quel est le rôle de cet ADN (méthylé ou non) 

dans les vésicules extracellulaires ? Participe-t-il à un transfert de gènes ? Un article montre 

que l'ADN transféré par des vésicules extracellulaires et comprenant KRAS muté induit une 

prolifération plus importante chez des cellules normales [255], mais d'autres études 

restent à mener à ce sujet.  

Les microARN sont couramment retrouvés dans les vésicules extracellulaires. De par leur 

fonction intrinsèque, et sous réserve que la cible soit exprimée, leur effet sera le même 

quelle que soit la cellule. En d'autres termes, ils peuvent jouer leur rôle de répresseur 

traductionnel quelle que soit la cellule dans laquelle ils sont. C'est pourquoi ce sont des 

acteurs majeurs de la communication intercellulaire. 

Ces microARN peuvent être exportés dans les exosomes et autres vésicules extracellulaires 

par des RNA binding proteins telles que SYNCRIP [256] ou HNRNPA2B1 [257]. Ces dernières 
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se fixent à des séquences consensus appelées exomotifs : GGGCA/UG/C pour SYNCRIP [149, 

150] et GGAG pour HNRNPA2B1 [151]. 

Les deux types d'épimarques (circulantes ou dans des vésicules extracellulaires) donnent 

des informations pertinentes pour l'évolution du traitement et le suivi du patient : 

efficacité du traitement, rechute, etc… 

Dans le glioblastome spécifiquement, une signature de miRNA circulants a été décrite 

comme étant caractéristiques de la pathologie [258, 259].  

Plutôt dans le cadre de la communication intercellulaire, Yin et al. ont démontré que le 

miR-1238 était capable de conférer aux cellules du microenvironnement une résistance au 

témozolomide [260]. 

1.8)  L E S  É P I T H É R A P I E S ,  N O U V E L  O U T I L  D E  L A  

M É D E C I N E  M O D E R N E  

1.8.1.1)  Stratégies innovantes  

Afin de réussir à traiter les nombreux types de cancers existants, plusieurs nouvelles 

stratégies sont actuellement en cours de développement.  

Premièrement, il est possible de combiner différentes thérapies déjà existantes en ciblant 

au mieux les caractéristiques du patient : c’est la médecine personnalisée. Par exemple, cet 

article de Flashner-Abramson et al. est parti d’une base de données contenant les 

informations du réseau protéique de 3500 tumeurs pour déterminer quelle(s) voie(s) de 

signalisation cibler pour chaque tumeur [261]. Cette méthode est efficace car très 

personnalisée, cependant, l’analyse protéique des tumeurs reste coûteuse et 

techniquement compliquée. Avec l’amélioration constante des techniques de séquençage, 

d’autres études s’intéressent à l’utilisation du Next Generation Sequencing (NGS) pour 

étudier en profondeur les tumeurs et stratifier les patients [262]. L’inconvénient de ces 

deux stratégies est qu’elles permettent de bien cerner la tumeur initiale au moment du 

diagnostic, mais ne permettent pas un suivi du patient au cours du traitement. 
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Deuxièmement, depuis quelques années, une des stratégies consiste à utiliser le système 

immunitaire afin de tuer les cellules tumorales. Les CAR-T cells en sont un exemple : ces 

lymphocytes T prélevés au patient puis modifiés de manière à leur faire exprimer un 

récepteur chimérique capable de reconnaitre spécifiquement les cellules tumorales ont 

démontré leur efficacité dans un premier essai clinique en 2013 [263]. Une autre approche 

consiste à limiter l’échappement au système immunitaire des cellules tumorales, 

notamment en inhibant PD-L1 sur la cellule tumorale ou PD-1 sur les LT grâce à des 

anticorps bloquants : atezolizumab pour PD-L1 et nivolumab pour PD-1 par exemple [264]. 

Il peut cependant être risqué de bloquer complètement PD-1 (programmed cell death 

protein 1) et/ou PD-L1, ce mécanisme étant impliqué dans l’immunotolérance et empêche 

donc la destruction des cellules du soi et l’apparition de maladies auto-immunes [265]. 

Diverses méthodes ciblant des points de contrôle immunitaires autres que l’axe PD-1/PD-

L1 sont également utilisées, comme des anticorps anti-CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte 

associated protein 4), cette protéine étant elle aussi un inhibiteur de l’action des LT via l’axe 

CTLA4/B7-1 et B7-2 (ipilimumab). 

Le troisième axe à améliorer est la méthode d’administration : les chimiothérapies et 

radiothérapies restent toxiques pour l’ensemble de l’organisme. Malgré les progrès de la 

radiothérapie qui permet de cibler de mieux en mieux la tumeur, des tissus sains sont 

malgré tout systématiquement atteints. Idem pour la chimiothérapie, administrée le plus 

souvent de manière systémique, soit directement dans la circulation sanguine soit par voie 

orale. Ces thérapies peuvent gravement détériorer l’état de santé du patient, et la 

radiothérapie peut même induire le développement d’un autre cancer à l’issu du premier 

[266]. De plus, l’irradiation ainsi que certains traitements anti-cancéreux tels que le 

Tamoxifène ou l’Etoposide sont classés comme carcinogéniques par l’IARC [267, 268]. Il est 

donc crucial de développer de nouvelles méthodes d’administration de chimiothérapie et 

de radiothérapie, afin de limiter la toxicité globale. L’idée principale est que ces thérapies 

doivent atteindre uniquement les cellules tumorales, et non pas les cellules saines. Pour la 

radiothérapie, l’utilisation d’anticorps radiomarqués permet une meilleure spécificité 

[269]. Pour la chimiothérapie, certains traitements tels que l'ABT-737 (un inhibiteur de 

BCL2, BCL-XL et BCL-W permettant d’augmenter l’apoptose des cellules) ou certaines 
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méthodes d’administration comme les injections intrathécales (directement dans le liquide 

cérébrospinal), intrapéritonéales ou intravésicales (dans la vessie) sont actuellement 

utilisées, mais même si elles limitent la toxicité systémique de la chimiothérapie, elles 

n’empêchent pas un impact sur les cellules saines de l’organe traité. Une méthode à l’étude 

actuellement consiste à modifier la chimiothérapie pour diminuer sa cytotoxicité. Dans cet 

article d'Ibsen et al., pour que la doxorubicine joue son rôle uniquement dans la tumeur, 

elle sera clivée spécifiquement par photoactivation [270]. Cependant ces deux méthodes 

ne sont pas utilisables dans tous les organes, notamment le cerveau. Il est aussi possible 

d’encapsuler la chimiothérapie, et d’induire le largage de ses composants par des ultrasons 

[271], un pH spécifique (l’environnement tumoral est légèrement acide) [272], ou des 

phospholipases (plus présentes dans les cellules tumorales) [273]. 

Enfin, développer des thérapies novatrices reste un axe important de la lutte contre le 

cancer, et cibler l’épigénétique est une piste prometteuse. 

1.8.1.2)  Épithérapies :  manipuler les interrupteurs 
épigénétiques 

Des thérapies ciblant l’épigénétique, ou épithérapies, sont déjà utilisées chez des patients. 

Il en existe deux types principaux : les HDACi, inhibiteurs des histones déacétylases, et les 

DNMTi, inhibiteurs des méthylases de l’ADN. Plusieurs HDACi sont approuvés par la FDA 

dans le traitement du lymphome cutané à cellules T, mais aussi dans le myélome multiple 

[274] : le SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid) et le panabiostat respectivement. Ces 

HDACi ciblent les classes cinq classes d’HDAC, mais des molécules plus spécifiques d’une 

seule classe sont à l’étude, telles que le tacedinaline qui ne cible que les HDAC de classe I 

(essai clinique NCT00005624). De plus, d’autres essais cliniques sont en cours pour 

différents types de cancers, tels que les ovaires, le col de l’utérus ou encore le cancer de la 

prostate [274]. Pour les DNMTi, deux sont utilisés dans le cadre du traitement du syndrome 

myélodysplasique : l'azacitidine et la décitabine, deux analogues de la cytidine ne pouvant 

être méthylés. 

Les HDACi et les DNMTi ciblent directement des enzymes épigénétiques, mais il est possible 

d’agir sur le profil épigénétique de manière moins directe. Par exemple, à ce jour il n’existe 
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pas de molécules inhibitrices des TET, et encore moins spécifique d’une seule protéine de 

cette famille, mais des stratégies détournées ont tout de même été mises au point. Par 

exemple, le dimethyloxallyl glycine (DMOG) inhibe toutes les enzymes dépendantes du 2-

oxoglutarate, impliquées dans de nombreux rôles physiologiques dans la cellule (réparation 

d'acides nucléiques, régulation de la biosynthèse de transcrits et de protéines, 

métabolisme lipidique, détection de l'hypoxie, biosynthèse du collagène et des protéines 

associées…) [275] et notamment la déméthylation active de l'ADN, puisque les TET font 

partie de cette classe de protéines. Il existe aussi des inhibiteurs d'IDH, une classe 

d'enzymes impliquées dans la production d'α-cétoglutarate, cofacteur des TET [276]. 

Cependant, comme pour beaucoup de chimiothérapies, ces inhibiteurs manquent de 

spécificité et peuvent induire une toxicité importante. Mais au-delà d’un manque de 

précision en terme d’accès à la cellule, ces épithérapies souffrent d’un manque de 

spécificité au sein même d’une cellule. En effet, les inhibiteurs de DNMT vont diminuer la 

méthylation globale de l’ADN, mais que se passe-t-il si c’est un oncogène qui est 

déméthylé ? Idem pour les HDACi, pouvant induire la réexpression d’oncogènes. Les autres 

types d'épithérapies "indirectes" présentées vont en plus induire des changements en 

dehors des modifications épigénétiques, notamment au niveau du métabolisme. 

À ce jour, il semble donc important de trouver des méthodes affinant la précision de ces 

épithérapies. 

Une première stratégie consiste à changer les modifications épigénétiques sur une 

séquence précise de l’ADN. Pour cela, il est nécessaire d’identifier des complexes enzyme 

épigénétique/facteur de transcription de mauvais pronostic afin de spécifiquement rompre 

ces complexes. C’est le cas d’un peptide capable de casser l’interaction DNMT3A/ISGF3γ 

dans le glioblastome multiforme [195]. La même stratégie pourrait être utilisée avec des 

enzymes de la famille TET, puisqu'il a été démontré que ces protéines pouvaient interagir 

avec des facteurs de transcription tels que WT1 (Wilms tumor 1) ou PU.1 (hematopoietic 

transcription factor PU.1) [277, 278]. La méthode de genome editing qui consiste à modifier 

le génome pour changer l’information génétique peut être adaptée à l’épigénome. En effet, 

la conjugaison d’une enzyme épigénétique (DNMT ou TET notamment) à une Cas9 (CRISPR 
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associated protein 9) désactivée pourrait permettre, après ajout d’un sgRNA la 

modification épigénétique d’une séquence précise de l’ADN [279, 280]. Même si cette 

méthode est difficilement applicable en thérapie, elle pourrait être utilisée pour screener 

les séquences susceptibles d’être impliquées dans la tumorogénèse. 

La seconde consiste à utiliser des miRNA ou des anti-miR, selon si le miR cible est de bon 

ou de mauvais pronostic. En effet, de nombreux miRNA ont été identifiés comme 

suppresseurs de tumeurs : le miR-29b dans l’AML [281], miR-27a-3p dans le cancer du 

poumon [282] ou le miR-551a dans le cancer gastrique [283]. Au contraire, le miR-494 a été 

décrit comme étant oncogénique dans le cancer du poumon [284], et le miR-23b dans le 

cancer du sein [285]. Le principe est de traiter les patients avec un miR mimétique des miR 

suppresseurs de tumeurs, et/ou avec un anti-miR capable d’empêcher l’effet répresseur de 

transcription d’un miR oncogène. Cependant, à ce jour les méthodes d’administration ne 

sont pas optimales, comme abordé dans la discussion. 
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Avec un nombre de cancers en constante augmentation dans le monde, le traitement de 

cette pathologie est un véritable enjeu de santé publique. En effet, les chiffres de 

prévalence ne cessent d'augmenter, d'une part à cause de l'augmentation des nouveaux 

cas, mais de façon plus positive grâce à une survie prolongée due à une meilleure prise en 

charge [286]. Il est donc urgent de trouver des solutions pour diminuer la mortalité induite 

par cette pathologie. C'est une maladie des plus complexes, avec de nombreux niveaux de 

régulation et une hétérogénéité importante.  

C'est pourquoi plusieurs axes sont explorés à ce jour : la découverte de nouveaux 

traitements, l'optimisation de traitements déjà existants, l'augmentation de l'efficacité du 

système immunitaire mais aussi l'identification de facteurs de risques pour améliorer la 

prévention, ou encore la recherche de facteurs pronostiques et le suivi de leur évolution 

au cours du temps, permettant l'adaptation du traitement selon la réponse du patient. 

Dans ce dernier axe d'étude, le but est de personnaliser le traitement en fonction du 

patient afin d'induire une meilleure réponse. En effet, il a été démontré que certains 

traitements, même s'ils se montrent efficaces dans un premier temps, peuvent induire des 

phénomènes de résistance et donc à long terme empêcher la mort des cellules tumorales. 

Suivre l'évolution des pathologies au cours du temps permettrait d'éviter ces phénomènes 

de résistance en changeant plus régulièrement le traitement. 

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à différents aspects de la lutte 

contre le cancer, en se concentrant sur le prisme de l’épigénétique. Dans ce cadre, nous 

avons décrit plusieurs implications épigénétiques dans le cancer, notamment dans le 

glioblastome multiforme ( 

Figure 35).  

Dans un premier temps, nous avons démontré que l’hypométhylation de l’ADN est associée 

à la résistance au traitement et à l’échappement tumoral. En effet, la déméthylation de 

l’ADN joue un rôle dans la glioblastomagenèse en modifiant notamment l’immunosélection 

(article 1), mais aussi dans la rechute du glioblastome via la surexpression de TET2 (article 

3), et dans l’immunosubversion (articles 2 et 4). 
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Toujours à propos de la méthylation de l’ADN, nous avons prouvé qu’elle pouvait être 

utilisée comme outil pronostique de risque (article 1). 

Ensuite, nous avons décrit les miR comme étant des marqueurs de l’acquisition de la 

résistance, que ce soit avec l’exomiR-378a-3p dans les NK ou avec l’adénosine méthylation 

du miR-200b-3p (articles 4 et 6).  

Enfin, nous avons identifié le miR-370-3p comme outil thérapeutique potentiel dans le 

traitement du glioblastome multiforme (article 5).  

Ces différents travaux corrélés mettent en évidence l’importance de la prise en compte de 

l’épigénétique à chaque stade de la pathologie, de la prévention au développement de 

nouvelles thérapies. 

 

Figure 35 : Point de vue global du travail de thèse 
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3. RÉSULTATS 
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Article 1 -  

Diuron exposure and Akt 

overexpression promote glioma 

formation through DNA 

hypomethylation 
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Dans cet article, nous nous sommes intéressés à l'impact du diuron, un herbicide, sur la 

gliomagenèse. Cet herbicide a été démontré comme étant carcinogène dans plusieurs 

organes (vessie, glande mammaire, rein…) [287–291] et l’exposition aux pesticides a été 

reconnue comme augmentant le risque de tumeurs cérébrales [292–295] . Les questions 

étaient multiples, mais la principale était : le diuron est-il capable d'induire la 

transformation de cellules astrocytaires normales en cellules tumorales ? Et si oui, existe-

t-il des mécanismes épigénétiques impliqués ? 

Nous avons démontré que le diuron seul ne permettait pas d'induire la transformation 

d'une cellule normale en cellule tumorale, mais lorsque l’exposition est couplée à la 

surexpression d'Akt, la gliomagenèse a lieu dans 60% des cas. Akt est une protéine kinase 

impliquée dans la survie cellulaire en inhibant l'apoptose.  Sa surexpression est directement 

liée à la capacité d'invasion des cellules de glioblastome [296], notamment via la 

phosphorylation de DNMT1 et la rupture du complexe majeur de la méthylation 

DNMT1/UHRF1/PCNA [59]. 

Cette transformation a lieu via un mécanisme de déméthylation globale de l'ADN médiée 

par APOBEC3γ et par la perte du complexe DNMT1/UHRF1/PCNA, complexe majeur du 

maintien de la méthylation de l'ADN. 
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Article 2 -  

Diuron modulates the DNA 

methylation status of the ILT7 and 

TRAIL/TNFSF10 genes and 

decreases the killing activity of 

plasmacytoid dendritic cells 

  



154 

 

  



155 

 

Le diuron étant retrouvé dans le sang, nous nous sommes intéressés à son impact sur le 

système immunitaire [297]. Bien qu'un article ai déjà montré un impact du diuron sur le 

système immunitaire, cette étude a eu lieu chez le rat, et contrairement à notre article ne 

s'intéresse pas au volet épigénétique [298]. 

Nous avons démontré que le diuron était capable de diminuer la cytotoxicité des pDC 

envers les cellules tumorales, en induisant une déméthylation des promoteurs de TRAIL et 

ILT7. TRAIL est impliqué dans l’immunostimulation, au contraire d’ILT7 qui joue un rôle 

dans l’immunotolérance. Les promoteurs de ces deux gènes sont déméthylés, pourtant les 

effets sont opposés : la transcription d’ILT7 augmente, alors que celle de TRAIL diminue. 

Dans le premier cas, la réponse correspond au dogme disant qu’un gène avec un promoteur 

déméthylé sera transcrit, mais dans le cas de TRAIL ce dogme n’est pas respecté. En effet, 

la déméthylation de TRAIL induit une diminution de la transcription. Ce phénomène est dû 

au recrutement de CTCF, un répresseur transcriptionnel, sur ce promoteur. 

Les mécanismes épigénétiques sont donc d’importants régulateurs du système 

immunitaire et permettent une meilleure compréhension de l’impact du diuron sur les 

pDC. 
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Article 3 -  

The TET2 expression level 

correlates with a short relapse 

time in glioblastoma multiforme 
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Dans le glioblastome, l'hypométhylation de l'ADN a été identifiée comme étant un facteur 

pronostic négatif de la survie [190]. De plus, TET2 est connu comme étant muté dans de 

nombreuses hémopathies, mais plusieurs altérations ont aussi été décrites dans le GBM 

[208, 209]. Nous nous sommes donc intéressés à l'expression de TET2 dans le GBM. Dans 

un premier temps, nous avons étudié son expression au niveau protéique au moment de 

la première résection, mais elle n'est pas pronostique à ce moment-là. Ensuite nous avons 

eu l'opportunité d'accéder à des tumeurs plus rares, puisqu'elles proviennent de patients 

dont la résection tumorale a été effectuée deux fois. Cette configuration est inhabituelle 

puisque la survie étant courte chez les patients atteints de glioblastome multiforme, il est 

rare de les opérer deux fois consécutives, bien que cela améliore la survie [299–301]. 

Nous avons donc établi une cohorte de 10 patients ayant été opérés deux fois, chez lesquels 

l'expression protéique de TET2 a été analysée et corrélée au temps entre les deux 

résections. Lorsque l'expression de TET2 augmente entre les deux résections, le temps 

entre les deux opérations diminue. Ces résultats semblent montrer une implication de TET2 

dans l'agressivité tumorale suite à la première résection. 
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Article 4 - Radiotherapy-induced 

overexpression of exosomal 

miRNA-378a-3p in cancer cells 

limits Natural Killer cells 

cytotoxicity via the 

downregulation of granzyme B 
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Dans cet article, nous nous sommes intéressés à l’étude de l’exomiR-378a-3p dans 

différents cancers traités par irradiation (GBM, cancers de la prostate et du col de l’utérus). 

L'irradiation de cellules de GBM induit la déméthylation du promoteur du miR-378a-3p par 

TET2, et l'induction de la transcription par le ATF. Le miR est alors exporté dans les 

exosomes et va agir sur les cellules NK, où il va induire la dégradation de l'ARNm codant 

pour le granzyme B et diminuer leur cytotoxicité. Chez les patients, l'expression du miR-

378a-3p a été corrélé négativement à celle du granzyme B dans le sang. 
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Article 5 -  

miR-370-3p is a therapeutic tool 

in anti-glioblastoma therapy but 

is not an intratumoral or cell-free 

circulating biomarker 
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Pour étudier le potentiel thérapeutique des microARN dans le traitement du GBM, nous 

nous sommes intéressés au miR-370-3p dans le glioblastome, déjà décrit comme 

permettant la restauration de la sensibilité au témozolomide in vitro en ciblant MGMT 

[199].  

Des inhibiteurs chimiques de la MGMT ont été développé, mais s'ils se sont révélés 

efficaces in vitro, les essais cliniques ont démontré une trop grande toxicité. Le risque avec 

ces inhibiteurs étant que la MGMT ne répare plus efficacement l'ADN dans les cellules 

normales, ce qui pose problème étant donné son importance dans les mécanismes de 

réparation de l'ADN. 

C'est pourquoi de plus en plus de traitements cherchent à être le plus précis possible, pour 

éviter les effets off-target et limiter les effets secondaires indésirables. 

Dans cet article, nous avons essayé de déterminer la potentielle utilisation du miR-370-3p 

en tant que biomarqueur permettant de prédire la réponse au traitement, mais aussi son 

utilisation comme outil thérapeutique. Pour l'utilisation en tant que biomarqueur, le miR-

370-3p pourrait permettre de prédire la survie des patients. Pour l'utilisation en thérapie, 

le fait qu'il cible MGMT est une piste intéressante. 

Au moment de l’intervention chirurgicale, nous n’avons pas pu corréler l’expression du 

miR-370-3p à la survie du patient, que ce soit dans la tumeur ou circulant dans le sang. 

Cependant, ce miR-370 pourrait avoir un rôle thérapeutique. En effet, en diminuant 

l’expression de MGMT il sensibilise les cellules tumorales au TMZ. Le miR-370-3p, en 

combinaison avec le traitement au TMZ permet, chez la souris, une diminution de la taille 

des tumeurs. 
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Article 6 - N6-adenosine 

methylation of mature miRNA-

200b-3p influences its 

functionality and appears as a 

theranostic tool 
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Bien que les miRNA soient des cibles et outils thérapeutiques prometteurs, il est crucial de 

réussir à limiter les effet off-target, tout comme pour la chimiothérapie. La modification 

chimique de ces miR est une piste prometteuse : ainsi, seules les cellules tumorales seraient 

capables de restaurer leur activité de répresseurs transcriptionnels. 

Dans cet article, nous avons confirmé l’existence de l’adénosiméthylation des miRNA 

matures et décrit son effet sur l’activité de répression transcriptionnelle des miRNA ainsi 

que le potentiel thérapeutique de cette découverte. Le miR-200b-3p est méthylé sur 

l’adénosine par METTL3 et perd son rôle de répresseur transcriptionnel. Il est déméthylé 

par FTO en combinaison avec l’αcétoglutarate. Le miR-200b-3p inhibe les XIAP, des 

inhibiteurs de l’apoptose. Ce miR aurait donc un rôle anti-tumoral et pourrait être utilisé 

comme pro-drogue, pour n’avoir un rôle dans les cellules tumorales et donc une toxicité 

limitée voire nulle dans les cellules saines. 

 

  



218 

 

  



219 

 

 



220 

 

 



221 

 

 



222 

 

 



223 

 

 



224 

 

 



225 

 

 



226 

 

 



227 

 

 



228 

 

 



229 

 

 



230 

 

 



231 

 

 



232 

 

 



233 

 

 



234 

 

 



235 

 

 



236 

 

 



237 

 

 



238 

 

 



239 

 

 



240 

 

 



241 

 

 



242 

 

 

  



243 

 

 

4. DISCUSSION 
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Le cancer est une pathologie évolutive et en constante modification au cours de la prise en 

charge du patient. Ici, nous avons étudié différentes phases de la pathologie, dans le but 

de mieux la comprendre pour mieux la guérir ; en amont puis au moment du diagnostic, et 

au cours du traitement. Pour finir, nous nous sommes intéressés au développement de 

nouvelles thérapies. 

Cette étude a été réalisée majoritairement dans le glioblastome multiforme, une tumeur 

cérébrale particulièrement agressive. 

L’étude et le traitement des cancers étant un sujet très vaste, nous avons décidé de 

l’aborder avec un angle épigénétique. En effet, cet axe d’étude qui s’intéresse 

principalement à la régulation de l’expression des gènes est un champ de recherche 

important. 

Au-delà de l’étude des cellules tumorales, nous avons aussi travaillé sur deux types de 

cellules immunitaires : les cellules dendritiques plasmacytoïdes et les cellules Natural Killer, 

afin de s’intéresser à un phénomène important, l’immunosubversion.  

Dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à différents aspects de la lutte 

contre le glioblastome : 

 Les facteurs de risques, avec notamment l’exposition au diuron, un herbicide 

 Les facteurs pronostiques suite à une biopsie, via l’expression de TET2 

 Les épimarques circulantes, en nous concentrant sur les microARN 

 L'utilisation de nouveaux traitements tels que les miRNA. 
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4.1)  ÉP I G É N É T I Q U E ,  G L I O B L A S T O M E  E T  P R É V E N T I O N  

4.1.1) SUR LE DÉVELOPPEMENT DE LA GLIOBLASTOMAGÉNÈSE 

En premier lieu, nous avons cherché à améliorer la prévention, en caractérisant des 

facteurs de risques et en essayant d’identifier des signatures précoces du développement 

d’une tumeur. Pour cela, nous nous sommes intéressés au diuron, un herbicide 

couramment utilisé jusqu’à son interdiction pour un usage agricole en 2003, mais toujours 

retrouvé dans l’eau de par sa présence dans la peinture des coques de bateaux, et à son 

impact sur la gliomagenèse (article 1). À partir d’un modèle de gliomagenèse induite 

développé par le laboratoire d’E. C. Holland [302], nous avons pu démontrer in vivo que la 

surexpression d’Akt couplée à l’exposition au diuron pouvait induire le développement de 

glioblastomes, tout comme la surexpression simultanée de Ras et d’Akt. Nous avons prouvé 

que ce mécanisme passait par une déméthylation globale de l’ADN (c’est-à-dire une 

diminution du taux de 5mC sur le génome), due à la surexpression d’APOBEC3γ et à la 

rupture du complexe de maintien de la méthylation de l’ADN DNMT1/UHRF1/PCNA. Parmi 

les zones déméthylées étudiées, trois ont été identifiées comme impliquées dans la 

croissance tumorale : PD-L1, LLT1 et Bcl-w. Les deux premiers gènes sont impliqués dans 

l’échappement tumoral au système immunitaire, le troisième est un inhibiteur de 

l’apoptose (Figure 36). En clinique, malgré un nombre peu élevé de patients, nous avons 

remarqué que la déméthylation concomitante de ces trois gènes était présente 

uniquement chez les patients ayant déclaré avoir été exposés au diuron. 
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Figure 36 : Abstract graphique de l'article "Diuron exposure and Akt 

overexpression promote glioma formation through DNA hypomethylation"  

 

Cette étude démontre bien la pertinence du modèle des hits oncogéniques, où plusieurs 

phénomènes oncogéniques sont nécessaires pour induire le développement d'une tumeur. 

Dans le cas de la gliomagenèse, deux hits sont nécessaires : la surexpression d'Akt couplée 

à celle de Ras ou à l'exposition du diuron (Figure 37). Ce même phénomène a été décrit par 

notre laboratoire avec le glyphosate : dans le cancer du sein, l’exposition à cet herbicide 

n’est pas suffisante seule mais induit la transformation d’une cellule normale en cellule 

tumorale lorsqu’elle est couplée à la surexpression du miR-182-5p [242]. La théorie selon 

laquelle un seul hit oncogénique n'est pas suffisant pour l'initiation tumorale est largement 

décrite et a été mise en évidence en premier lieu par Knudson en 1971 dans le 

rétinoblastome [303]. Le même mécanisme est impliqué dans le lien entre la pathologie 

Xeroderma pigmentosum et le développement de cancers de la peau. Le premier hit 

correspond à la mutation (notamment de XPA) induisant la pathologie, le second à 

l’exposition aux UV.  

L’hypothèse des « two-hits » oncogéniques amène à deux considérations. La première est 

qu'une personne ayant subi une seule altération peut très bien ne jamais développer de 

cancer au cours de sa vie. La deuxième, découlant directement de la première, est qu'il est 
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possible de mettre en place une surveillance accrue chez les personnes étant identifiées 

comme ayant subi le premier hit afin d'anticiper la survenue d'un cancer (Figure 37).  

 

Figure 37 : Schéma de l'hypothèse des deux hits oncogéniques 

Basé sur l'hypothèse de Knudson, le modèle des deux hits oncogéniques est confirmé dans 

cet article, ce qui pourrait avoir un impact dans le diagnostic précoce des patients exposés 

au diuron. 

Par exemple, chez les personnes ayant été exposées au diuron de manière importante, 

notamment de par leur activité professionnelle, une surveillance accrue pourrait être mise 

en place soit par des examens cliniques réguliers tels que l'IRM, ou par des biomarqueurs 

circulants. Dans ce dernier cas, plusieurs articles ont mis en évidence des biomarqueurs 

pronostics mais pas prédictifs [253, 304]. Dans ce modèle, bien que les résultats restent à 

confirmer au vu du faible nombre de patients exposés au diuron inclus, nous proposons la 

signature composée de la déméthylation simultanée des promoteurs de Bcl-w, PD-L1 et 

LLT1. Le faible nombre de patients exposés au diuron dans cette étude s’explique par le fait 

qu’étant interdit depuis plusieurs années, il est possible que les patients ne sachent pas 

exactement quand ni s’ils ont été exposés, et encore moins en quelle quantité.  
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Ces trois gènes sont impliqués dans l’échappement tumoral au système immunitaire (PD-

L1 et LLT1) et dans l’inhibition de l’apoptose (Bcl-w). D’autres pesticides ont été décrits 

comme modifiant ces deux fonctions biologiques. Par exemple, l’Intervix, un herbicide, 

induit une dégénérescence des cellules du foie en modifiant leur apoptose par clivage de 

la caspase-3 [305]. L’HCB (un fongicide) quant à lui diminue la production d’IFN-γ [306]. 

Il est important de garder à l'esprit que même si le diuron est un herbicide de moins en 

moins utilisé en France suite à son interdiction, des personnes y sont exposées depuis des 

années. De plus, nous nous intéressons aux impacts épigénétiques de ce pesticide, et les 

marques épigénétiques peuvent être héritées de manière transgénérationnelle entre 

individus. Cela veut dire que l'exposition d'un des parents pourrait avoir un impact sur le 

développement de pathologies chez l'enfant. De plus, chez une femme exposée lors de sa 

grossesse, des modifications épigénétiques peuvent apparaitre chez son enfant à naitre 

mais aussi dans les gamètes de ce dernier, ce qui veut dire que trois générations peuvent 

être impactées par l’exposition d’une seule, comme cela a déjà été démontré pour le 

glyphosate [307]. 

Comme décrit précédemment, les études épidémiologiques sont compliquées à mettre en 

place. La tumorogénicité du diuron a donc été testée sur des modèles animaux. Il a été 

montré comme étant carcinogène pour la vessie [288] chez le rat, les glandes mammaires 

chez la souris [287] et est classé comme carcinogène humain possible par l’agence de 

protection environnementale des USA [308]. Aucun de ces articles ne s'est intéressé à 

l'impact du diuron sur l'épigénétique, un champ d'études pourtant primordial, notamment 

de par son côté héritable. Nous sommes les premiers à nous être à l'impact de l'exposition 

au diuron sur l'apparition de glioblastomes multiformes et à avoir démontré l’implication 

de mécanismes épigénétiques. 

Dans les modèles in vitro et in vivo, la surexpression d'Akt a été induite artificiellement, 

mais c'est un phénomène couramment observé dans plusieurs types de cancers, dont les 

gliomes [309–311]. De plus, l'exposition au diuron a eu lieu après la surexpression d'Akt. 

Mais que se passe-t-il lorsque chronologiquement ces deux phénomènes sont inversés, 

dans le cas où un agriculteur par exemple aurait été exposé au diuron puis aurait développé 
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une surexpression d'Akt ? L’article de Jain et al. indique que l'ordre d'activation des 

oncogènes n'a pas d'importance et que c'est l'accumulation d'oncogènes actifs qui conduit 

à l'initiation tumorale [312]. 

Notre article reconfirme la capacité d’APOBEC3γ à déméthyler l’ADN, remise en cause par 

l’article de Wijesinghe et Bhagwat [313]. Dans cet article, les auteurs montrent que 

APOBEC3γ est capable de convertir les cytosines en uraciles, mais que lorsque le substrat 

est une 5mC cette activité de conversion est fortement diminuée. Les arguments avancés 

sont (i) le fait que le substrat favori de cette famille d’enzyme seraient les cytosines, et qu’il 

y a 30 fois plus de cytosines non méthylées que de cytosines méthylées dans le génome 

des mammifères, (ii) que ces enzymes préfèrent l’ADN simple brin et (iii) que l’utilisation 

systématique du système BER après la désamination d’une cytosine en uracile et le 

mésappariement induirait un risque de mutations trop important. Dans cet article, la 

capacité de désamination des 5mC par APOBEC3γ a été testée chez E. Coli et in vitro. Cela 

reste moins pertinent que dans des cellules humaines, puisque tous les acteurs protéiques 

et régulateurs ne sont pas présents. Néanmoins, nos résultats, notamment avec les siRNA, 

montrent un rôle de APOBEC3γ dans la déméthylation de l’ADN induite par le diuron. 

Au-delà du fait que la déméthylation de l’ADN par APOBEC3γ induise en partie la 

glioblastomagenèse, le fait qu’elle ai lieu via cette enzyme et non par une enzyme de la 

famille TET induit un autre problème. En effet, la déméthylation de l’ADN médiée par 

APOBEC3γ est plus susceptible d’induire des mutation génétiques C>T [314], auquel cas 

une anomalie épigénétique réversible induirait une mutation génétique irréversible. 

Toujours dans cette idée d’une mutation épigénétique induisant une mutation génétique, 

l’hypométhylation des transposons, en induisant une instabilité chromosomique peut 

provoquer leur transposition et induire là encore une mutation insertionnelle irréversible. 

Suite à cet article, une question reste tout de même en suspens : le diuron est-il capable 

d'induire lui-même la surexpression d'Akt ? Des articles ont démontré une 

hyperméthylation du promoteur de PTEN, régulateur d'Akt dans les GBM [315, 316]. 

D’autre part, nous avons déjà démontré que le diuron induit une hypométhylation globale 

de l'ADN [317] : ce phénomène d'hypométhylation locale mais d'hyperméthylation ciblée 
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est appelé paradoxe de la méthylation. Même si une hypométhylation globale massive peut 

être à elle seule oncogénique [59, 318], elle n'est pas toujours suffisante puisque dans le 

cas du diuron un autre évènement doit avoir lieu. Il existe peut-être un seuil de 

déméthylation à atteindre pour que celle-ci soit oncogénique seule. 

À propos de la méthylation locale, classiquement dans le glioblastome, la méthylation de 

MGMT est étudiée. Dans cet article, la méthylation de MGMT n’est pas modifiée, alors que 

lorsque nous avons étudié l’impact du diuron sur une lignée de GBM une déméthylation 

était observée. Le fait que MGMT ne semble pas impliquée dans la glioblastomagenèse 

peut s’expliquer par le fait que cette enzyme joue un rôle dans la réparation de l’ADN suite 

aux lésions induites par le traitement TMZ/IR, donc une fois la transformation en cellule 

tumorale effectuée. Bien que nous ayons identifié trois gènes déméthylés par l’exposition 

au diuron couplée à la surexpression d’Akt, nous n’avons pas regardé la méthylation de 

l’ensemble du génome. Un MeDIP-seq par exemple pourrait permettre d’approfondir la 

compréhension de l’impact de l’hypométhylation globale observée. Cependant, les trois 

gènes identifiés pourraient suffire pour mettre au point un test de détection précoce du 

développement d’un glioblastome.  
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4.1.2) SUR L’ÉCHAPPEMENT AU SYSTÈME IMMUNITAIRE 

Nous avons démontré que le diuron était capable de diminuer l'efficacité de la cytotoxicité 

des cellules dendritiques plasmacytoïdes, et que ce phénomène avait lieu via des 

mécanismes épigénétiques. En effet, une diminution du taux de 5mC sur le génome est 

observée, due à la surexpression de TET2. Celle-ci entraine la déméthylation des 

promoteurs de TRAIL et ILT7, ayant respectivement une fonction d'immunostimulation et 

d'immunotolérance. La déméthylation d'un promoteur induit généralement le 

rétablissement de sa transcription, comme c'est le cas pour ILT7. Cependant, le mécanisme 

pour TRAIL est différent. En effet, la déméthylation du promoteur de TRAIL induit le 

recrutement de CTCF qui peut agir comme répresseur transcriptionnel [319]. Ces deux 

phénomènes induisent la diminution de la cytotoxicité des pDC (Figure 38). 

 

Figure 38 : Abstract graphique de l'article "Diuron modulates the DNA 

methylation status of the ILT7 and TRAIL/TNFSF10 genes and decreases the 

killing activity of plasmacytoid dendritic cells" 

 

Le fait que la déméthylation d'un promoteur induise la répression de l’expression du gène 

a déjà été décrit auparavant. En effet, les effets de la méthylation de l'ADN ne sont pas 

aussi simples que "la méthylation empêche l'expression". Les deux phénomènes jouant 

majoritairement sur l'effet de la méthylation sont : le facteur de transcription exprimé et 

recruté, et le lieu de la méthylation.  

pDC 

Diminution de la cytotoxicité 
 

Immunosubversion 
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Tout d’abord, il existe des répresseurs transcriptionnels. Par exemple, les enzymes se liant 

à des modifications épigénétiques, telles MeCP2 qui se lie aux CpG méthylés empêchent la 

fixation des facteurs de transcription [320]. Mais dans cet article 2, le mécanisme est 

différent, puisque la déméthylation d'un promoteur induit une diminution de son 

expression. Dans le cas de TRAIL dans les pDC, même avec un CpG méthylé le gène était 

transcrit, mais la déméthylation de ce CpG a induit le recrutement de CTCF, un répresseur 

transcriptionnel se liant préférentiellement à l’ADN non méthylé [321]. Un autre 

mécanisme de répression de la transcription correspond à la méthylation du promoteur 

dirigée par un facteur de transcription tel que ZEB1. Par exemple, il est capable de réprimer 

l’expression de l’E-cadhérine et d’induire la transition épithélio-mésenchymateuse, en 

interagissant avec DNMT1 et donc en maintenant la méthylation du promoteur de l’E-

cadhérine [322].  

Comme décrit dans l’introduction, le lieu de méthylation a aussi son importance. Au niveau 

du génome, la méthylation de l'ADN a lieu principalement hors des îlots CpG [323]. Même 

si elle peut se produire au niveau des promoteurs des gènes, elle peut également survenir 

sur les régions distales (enhancers, silencers), zones pauvres en CpG mais présentant toutes 

les formes de cytosines [324]. Le lien entre l’état de méthylation des enhancers et silencers 

n’est pas aussi claire que pour les promoteurs [38]. 

De plus, si un CpG est compris dans la séquence consensus d'un facteur de transcription, il 

y a plus de chances que sa méthylation ait un effet important sur la transcription, 

puisqu'elle risque d'empêcher la fixation du facteur de transcription.  

Nous sommes les premiers à démontrer que TET2, ILT7 et TRAIL sont surexprimés dans les 

pDC suite à l’exposition au diuron. 

Les deux articles sur l'impact du diuron mettent en évidence deux phénomènes  

différents : l'immunosélection et sur l'immunosubversion [219]. Le premier correspond à 

la perte de capacité des cellules tumorales à être reconnues par le système immunitaire, 

et le second à la perte de la capacité des cellules immunitaires à tuer les cellules tumorales. 

Ces deux phénomènes combinés ont la même finalité mais sont tous deux très utiles à la 

survie de la cellule tumorale. Donc même si les polluants ne sont pas forcément 
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carcinogènes seuls et nécessitent un second hit oncogénique, le fait qu’ils jouent un rôle 

dans l’immunosubversion confirme leur effet néfaste sur l’organisme. 

Nous avons donc démontré que l'exposition aux pesticides pouvait avoir un double rôle 

négatif aussi bien sur les cellules tumorales que sur des cellules du système immunitaire, 

les pDC. Au laboratoire, des études ont prouvé un impact des pesticides sur les cellules du 

microenvironnement, elles-mêmes modifiant les cellules tumorales [167, 325] (Figure 39). 

Cependant, le diuron induit seulement une une diminution du taux de 5mC sur le génome 

des cellules tumorales mais nous n'avons pas déterminé de modifications 

transcriptomiques ou phénotypiques associées. En effet, nous avons étudié l'impact de 

l'exposition au diuron sur une lignée de GBM, les U251. Une déméthylation globale de 

l'ADN a été observée après 72h de traitement, mais nous n'avons pas trouvé de 

surexpression associée au niveau des acteurs apoptotiques, immunitaires ou des miRNA. 

Une hypométhylation du promoteur de MGMT a également été observée, mais sans 

augmentation de la transcription du gène ni de résistance au traitement. Le diuron seul ne 

semble donc pas augmenter l'agressivité des cellules tumorales (Poster "Aspect 

épigénétique de l’impact du diuron sur le glioblastome" présenté lors des Journées du 

Cancéropôle Grand Ouest en 2017). 
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Figure 39 : L'exposition aux pesticides a différents impacts sur l'Homme 

L'exposition aux pesticides par différents biais a des répercussions sur différents types 

cellulaires. Elle empêche la reconnaissance des cellules tumorales par le système 

immunitaire, elle induit la transformation d'une cellule normale en cellule tumorale, elle 

impacte les cellules du microenvironnement qui elles-mêmes vont jouer sur les cellules 

tumorales. 

Le diuron induit donc une diminution du taux de 5mC sur le génome aussi bien dans les 

pDC que dans les astrocytes, mais par des mécanismes moléculaires différents. Afin de 

contrer ces effets néfastes, il est donc nécessaire de s’intéresser aux acteurs impliqués et 

pas seulement au résultat final. Une suite possible au projet pourrait être de surveiller ces 

changements de profils épigénétiques au cours du temps chez des gens exposés ou non à 

des pesticides afin de détecter le plus précocement possible une modification délétère 

pouvant entrainer le développement d’un cancer. 
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4.2)  ÉP I G É N É T I Q U E  E T  P R O N O S T I Q U E  

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux facteurs pronostiques suite à une 

biopsie, et plus particulièrement à TET2. Dans le glioblastome, l'hypométhylation de l'ADN 

a été identifiée comme étant un facteur pronostic négatif de la survie [190]. De plus, TET2 

est connu comme étant muté dans de nombreuses hémopathies, mais plusieurs altérations 

ont aussi été décrites dans le GBM [208, 209]. Nous nous sommes donc intéressés à 

l'expression de TET2 dans le GBM. Dans un premier temps, nous avons étudié son 

expression au niveau protéique au moment de la première résection, mais elle n'est pas 

pronostique à ce moment-là. Ensuite nous avons eu l'opportunité d'accéder à des tumeurs 

plus rares, puisqu'elles proviennent de patients dont la résection tumorale a été effectuée 

deux fois. Cette configuration est inhabituelle puisque la survie étant courte chez les 

patients atteints de glioblastome multiforme, il est rare de les opérer deux fois 

consécutives, bien que cela améliore la survie [299–301]. Nous avons donc établi une 

cohorte de 10 patients ayant été opérés deux fois, chez lesquels l'expression protéique de 

TET2 a été analysée et corrélée au temps entre les deux résections. Lorsque l'expression de 

TET2 augmente entre les deux résections, le temps entre les deux opérations diminue. Ces 

résultats semblent montrer une implication de TET2 dans l'agressivité tumorale suite à la 

première résection. 

TET2 est une enzyme de régulation épigénétique largement décrite dans différents cancers. 

Cependant, son rôle est ambivalent, car les mutations de TET2 qui entrainent souvent un 

troncage de la protéine et donc une perte de fonction sont bien décrites dans les leucémies 

[208], ce qui irait dans le sens d’une fonction suppresseur de tumeur, alors que nous avons 

démontré que dans le glioblastome multiforme l’augmentation de son expression induit 

une rechute plus rapide. Cependant dans les GBM aucun lien n'a été démontré entre une 

perte de fonction de TET2 et une modification du taux de 5hmC [209]. Il n’est donc pas 

possible de conclure sur le rôle de TET2 pour toutes les pathologies, les études doivent être 

menées au cas par cas. 

Les questions en suspens suite à cette étude restent tout de même nombreuses, mais 

seront explorées prochainement. La première question est : quels sont les effets de TET2 
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qui induisent une augmentation de l'agressivité ? Cela est probablement lié à son activité 

de déméthylation active de l'ADN, mais dans ce cas, est-ce dû à une déméthylation globale 

induisant une instabilité chromosomique, ou plutôt spécifique d'oncogène ? Un ELISA 5mC 

et un MeDIP-seq permettrait de répondre à ces deux questions.  

Et surtout, pourquoi le taux de TET2 n'est pas pronostique au moment du diagnostic, mais 

seulement entre deux résections ? Le traitement témozolomide/irradiation a-t-il un impact 

sur l'expression de TET2 ? Il est décrit depuis longtemps que l'utilisation de la 

chimiothérapie induit la résistance de certaines cellules tumorales, cette dernière pourrait 

être due entre autres à la surexpression de TET2. En effet, la surexpression de TET2 pourrait 

être un mécanisme de défense mis en place par les cellules tumorales pour résister au 

traitement TMZ/IR, son expression ne serait alors pas pronostique dans des cellules n’ayant 

pas encore reçu le traitement. La question globale derrière cette problématique est donc : 

TET2 est-il une cause ou une conséquence de la récurrence ? 

Il semble donc pertinent de suivre l'évolution de TET2 dès le début du traitement. Bien 

évidemment, il est impossible d'effectuer une biopsie à chaque cure de 

chimiothérapie/radiothérapie, la biopsie liquide est donc une piste plus qu'intéressante. 

Une étude portant sur le dosage de TET2 au niveau ARNm et protéine dans le sang 

permettrait d'apporter des pistes de réflexions sur la potentielle utilisation de cette enzyme 

comme biomarqueur de la réponse thérapeutique. 

Si les résultats de l'étude confirment l'hypothèse que TET2 est de mauvais pronostic dans 

le GBM, cette enzyme pourrait alors être utilisée comme cible thérapeutique. A l'heure 

actuelle, il n'existe pas d'inhibiteurs spécifiques de TET2, mais seulement le DMOG qui 

inhibe les hydroxylases dépendantes de l’αKG [326] ou les hydrazones, des chélateurs de 

Fe2+ [327]. Alors pourquoi ne pas envisager l'utilisation d'un miRNA, par exemple le miR-

22-3p ou encore le mir-29a-3p [94, 328] ? De plus, le miR-29a-3p possède un CG, ce qui 

veut dire qu'il est potentiellement méthylable, et donc pourrait être utilisé comme 

prodrogue. Cette partie sera plus longuement décrite dans la partie 3.4, qui traite des 

épithérapies. 
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Cependant, comme toutes les drogues touchant à l'ADN au sens large (enzymes de 

réparation, enzymes épigénétiques, etc…), un trop large spectre d'activité est bien souvent 

néfaste à l'effet thérapeutique. Cet argument peut bien évidemment être objecté par 

quelques contre-exemples où des inhibiteurs d'enzymes épigénétiques sont efficaces, 

notamment l'utilisation de la 5-azacytidine dans le traitement des syndromes 

myélodysplasiques [329], ou celle des HDAC inhibiteurs tel que le SAHA dans le lymphome 

cutané à cellules T [274] . Malheureusement, ces drogues ne sont pas efficaces dans tous 

les types de cancers. 

C'est pourquoi au lieu de cibler directement une enzyme épigénétique, voire une classe 

complète d'enzymes (comme dans le cas des HDACi par exemple), cibler des complexes 

précis enzymes épigénétiques/facteurs de transcription décrits comme étant pronostic est 

une nouvelle piste thérapeutique.  

4.3)  ÉP I G É N É T I Q U E  E T  S U I V I  D E  L A  R É P O N S E  A U  

T R A I T E M E N T  

Afin d’améliorer la prise en charge des patients, il est indispensable de suivre la réponse de 

la tumeur à la thérapie au cours du traitement, et les épimarques circulantes sont des outils 

prometteurs. Dans cette partie, nous nous sommes intéressés non pas à un type de cancer 

à proprement parler, mais à des pathologies touchant plusieurs organes mais ayant le 

même traitement : les cancers traités par irradiation. In vitro, nous avons travaillé sur des 

lignées cellulaires de GBM et de cancer de la prostate, alors que chez les patients nous 

avons eu accès à des biopsies liquides de patients traités pour des GBM et des cancers du 

col de l’utérus. De plus, nous nous sommes concentrés sur un type d’épimarques 

circulantes : les miRNA contenus dans les exosomes, appelés exomiR. En effet, ces exomiR 

reflètent assez bien l’évolution de la tumeur et peuvent permettre de détecter la résistance 

au traitement [330]. Après avoir démontré que les exosomes issus de cellules irradiées 

induisaient une diminution de la cytotoxicité des NK envers les cellules tumorales, nous 

avons identifié le miR responsable de cet effet : le miR-378a-3p. En effet, ce dernier a pour 

cible décrite le granzyme B, acteur majeur de la cytotoxicité des NK. Dans la lignée de GBM 

utilisée, les U87, la diminution de la cytotoxicité des NK est due à une cascade d’étapes : 
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les cellules tumorales irradiées surexpriment TET2, qui déméthyle le promoteur du miR-

378. ATF2, un facteur de transcription est recruté sur le promoteur, induit alors la 

surexpression du miR-378. Il est alors exporté dans les exosomes et arrive jusqu’aux NK, où 

il se fixe à l’ARNm codant pour le granzyme B et empêche sa traduction. Le granzyme B est 

une enzyme qui clive après une asparagine, notamment les caspases 3, 7, 9 et 10, 

inductrices d'apoptose. Cette lyse est donc aspécifique et peut avoir lieu dans n'importe 

quel type de cellule. Le NK perd alors son activité cytotoxique et n’est plus capable d’induire 

la mort des cellules tumorales. Chez les patients, nous avons observé une évolution en 

miroir de l’exomiR-378a-3p et du granzyme B dans le sang chez 75% des patients. De plus, 

une corrélation inverse a été établie entre l’expression du miR et celle du granzyme B. Le 

miR-378a-3p pourrait donc avoir une double utilité : biomarqueur et cible thérapeutique. 

Les cellules tumorales déploient de nombreux moyens pour parvenir à survivre malgré 

l'éventail thérapeutique utilisé. Au-delà de l'acquisition de la résistance au traitement, elles 

mettent aussi en place des stratagèmes leur permettant d'échapper au système 

immunitaire. Pour cela, deux grands types de réponses sont utilisés : l'échappement au 

système immunitaire, notamment via l'expression de checkpoints inhibiteurs, mais aussi, 

comme ici, la réduction de la cytotoxicité des cellules immunitaires. 

Ici, nous avons démontré que par un phénomène de communication intercellulaire les 

cellules tumorales irradiées sont capables de diminuer la cytotoxicité des NK en 

augmentant leur production de miR-378-3p et son exportation dans les exosomes afin 

qu'ils puissent atteindre leur cible (Figure 40). 
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Figure 40 : Abstract graphique de l'article "Radiotherapy-induced 

overexpression of exosomal miRNA-378a-3p in cancer cells limits Natural 

Killer cells cytotoxicity via the downregulation of granzyme B" 

 

Nous ne sommes pas les premiers à démontrer l’effet des traitements sur la modification 

de l’expression des miRNA. En effet, Ma et al. ont démontré que le miR-622 était 

surexprimé suite à l’irradiation de cellules de cancer colorectal et que celui-ci induisait une 

radiorésistance [331]. Le miR-770-5p est quant à lui surexprimé dans des cellules de cancer 

du sein suite à l’irradiation de ces cellules [332]. De même, une signature de miRNA 

surexprimés suite à l’irradiation de fibroblastes a été établie [333]. Le point fort de notre 

article est de démontrer le mécanisme épigénétique sous-jacent à la surexpression du miR-

378 induite par l’irradiation : la déméthylation du promoteur du miR-378a par TET2 et 

ATF2. 

L’effet du miR-378 sur l’expression du granzyme B dans les NK était déjà connu [334], mais 

nous sommes parmi les premiers à démontrer le rôle d’une communication intercellulaire 

dans ce mécanisme. Il serait également pertinent d'étudier l'impact de l'exomiR-378-3p sur 

les lymphocytes T cytotoxiques car ces cellules produisent aussi du granzyme B [335], il est 

donc possible que l'exomiR agissent de la même manière sur ces cellules que sur les NK, 
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diminuant fortement leur cytotoxicité et donnant un avantage considérable aux cellules 

tumorales. 

Dans le sang, le dosage du granzyme B est facilement réalisable, mais reflète-t-il vraiment 

la réponse immunitaire ? Chez des patients infectés par Plasmodium falciparum, une 

augmentation de la quantité de granzyme circulant a été observée [336], ainsi que chez des 

patients avec une infection bactérienne [337]. De plus, la chimiothérapie induit aussi une 

augmentation du taux de granzyme B circulant [338]. Le granzyme B circulant est donc bien 

révélateur d'une activité immunitaire. 

La question de la cinétique est également intéressante. En effet, la surexpression du miR-

378 est concommittante à l’augmentation du relargage des exosomes. Comme décrit dans 

l’introduction, l’exportation de miRNA dans les exosomes n’a pas seulement pour objectif 

d’exporter le surplus à l’extérieur de la cellule. Dans cet article, nous ne nous sommes pas 

intéressés à l’expression des RNA-binding protéines, responsables de l’export des miRNA 

dans les exosomes, mais l’exomotif de hnRNPA2B1 est présent dans la séquence du miR-

378a-3p. Une étude plus poussée au niveau des mécanismes épigénétiques (méthylation 

de l’ADN et modifications des histones) permettrait de comprendre comment l’irradiation 

est capable de modifier l’expression des miR et leur relargage. À ce sujet, une thèse débute 

au laboratoire. 

Les enzymes de la famille des TET ont déjà été décrits comme modifiant l’expression des 

miR. Par exemple, la surexpression de TET1 induit une expression aberrante des miR dans 

la leucémie myéloïde aigüe [339]. TET1 et TET3 quant à eux régulent l’expression du miR-

365-3p [340]. 

Dans cet article, ATF2 a été décrit comme le facteur de transcription responsable de la 

transcription du miR-378 suite à la déméthylation de son promoteur par TET2. Dans les 

carcinomes rénaux, l’expression d’ATF2 est de mauvais pronostic [341]. Il faudrait 

déterminer si l’interaction TET2/ATF2 est directe et si elle est de mauvais pronostic, auquel 

cas casser les complexes TET2/ATF2 grâce à un peptide pourrait être une piste 

thérapeutique, comme décrit dans la partie « épithérapies » de l’introduction. De plus, ce 
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travail tend à renforcer les preuves d’existence de mécanismes de transcrition factor-

directed demethylation. 

La dernière question que soulève ce travail est : quelles sont les causes de la surexpression 

de TET2 suite à l'irradiation ? Est-ce un rétrocontrôle positif, ce qui voudrait dire que TET2 

déméthylerait lui-même son promoteur, permettant la fixation d'un facteur de 

transcription ? Ces questions pourront ouvrir un nouvel axe de travail et être explorées en 

profondeurs dans les prochaines années. 

Nos articles suggèrent donc un rôle de TET2 positif pour le glioblastome multiforme, 

puisque sa surexpression est corrélée à une rechute plus rapide mais aussi à l’échappement 

au système immunitaire suite à l’irradiation. 

Bien que ce travail soulève des questions, il permet tout de même d'esquisser le 

développement d'un nouveau type de protocole thérapeutique. En effet, afin de limiter les 

phénomènes de résistance au traitement (ici la radiothérapie), il est possible d'imaginer un 

protocole où l'expression de l'exomiR-378a-3p dans le sang serait monitorée au cours du 

temps, et lorsqu'elle dépasse un certain seuil, la radiothérapie est interrompue et/ou un 

anti-miR-378 est administré (Figure 41). Lorsque l'expression de l'exomiR-378 repasse sous 

le seuil fixé, la radiothérapie peut reprendre si elle a été interrompue, et l'anti-miR n'est 

plus administré puisqu'il n'est plus utile, n'ayant plus de cible. Derrière cette idée, le but 

est aussi de limiter l'administration de médicaments à des moments inopportuns, ayant 

possiblement l'effet inverse de celui attendu. 

Par exemple, notre laboratoire a démontré que poursuivre l'administration d'anticorps 

anti-PD1 alors que 90% des récepteurs présents sur les LT sont saturés induisait la 

surexpression de l'exomiR-4315, ciblant Bim, une molécule pro-apoptotique dans les 

cellules tumorales. Ce qui veut dire que l'administration non raisonnée d’anti-PD1 peut 

aller au contraire des intérêts du patient (article en révision). 
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Figure 41 : Suivi de l'expression du miR-378a-3p au cours du temps chez un 

patient traité par radiothérapie 

Afin d'améliorer la prise en charge des patients atteints d'un cancer traité par irradiation, 

l'expression du miR-378a-3p pourrait être monitorée au cours du temps, et un anti-miR-378a-

3p pourrait être administré à partir d'un certain seuil. Cette nouvelle stratégie thérapeutique 

pourrait permettre l'amélioration de l'efficacité de la radiothérapie, en utilisant la médecine 

personnalisée. 

 

4.4)  ÉP I T H É R A P I E S  

4.4.1) AVEC UN MIRNA 

Enfin, nous nous sommes penchés sur l’utilisation de nouveaux traitements tels que les 

miRNA. Afin d'étudier le potentiel thérapeutique des microARN dans le traitement du 

cancer, nous nous sommes intéressés au miR-370-3p dans le glioblastome, déjà décrit 

comme permettant la restauration de la sensibilité au témozolomide in vitro en ciblant 

MGMT [199]. Dans le premier article de cette partie, nous avons essayé de déterminer 

l’utilisation potentielle du miR-370-3p en tant que biomarqueur permettant de prédire la 

réponse au traitement, mais aussi son utilisation comme outil thérapeutique. Pour 

l'utilisation en tant que biomarqueur, le miR-370-3p ne permet pas de prédire la survie 

avant le début du traitement. En effet, au moment de l’intervention chirurgicale, nous 
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n’avons pas pu corréler l’expression du miR-370-3p à la survie du patient, que ce soit dans 

la tumeur ou circulant dans le sang. Peut-être que son évolution au cours du traitement a 

valeur pronostique, comme démontré dans l’article 3 pour TET2. Cependant, le miR-370 

pourrait avoir un rôle thérapeutique. En effet, en diminuant l’expression de MGMT il 

sensibilise les cellules tumorales au TMZ. Le miR-370-3p, en combinaison avec le traitement 

au TMZ permet, chez la souris, une diminution de la taille des tumeurs (Figure 42). 

 

Figure 42 : Abstract graphique de l'article « miR-370-3p is a therapeutic tool 

in anti-glioblastoma therapy but is not an intratumoral or cell-free 

circulating biomarker »  
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Bien que le miR-370-3p ne soit pas pronostic de la survie au moment de l’intervention 

chirurgicale, d’autres miRs ont été identifiés comme ayant valeur pronostique. La 

diminution de l’expression du miR circulant -125b-5p dans le cancer du pancréas est 

corrélée à une diminution de la survie globale, et une signature de 6 miR dans le cancer 

colorectal permettent de définir deux groupes : haut risque et bas risque de progression, 

par exemple. De plus, le miR-370-3p a été démontré comme réprimant l’expression de 

WNT7a, protéine activant la voie WNT et promeuvant invasion des cellules tumorales de 

vessie. Au contraire, dans le cancer du sein, il contre l’effet suppresseur de tumeur de 

GRM4. Cela montre une fois de plus le caractère versatile des miRNA. Dans le glioblastome, 

Gao et al. avaient déjà démontré que le miR-370-3p restaurait la sensibilité au TMZ en 

ciblant MGMT, mais seulement in vitro. 

Cet article est une sérieuse piste thérapeutique pour le traitement du glioblastome, même 

si bien évidemment l'utilisation des miRNA en thérapie reste discutable et discutée. En 

effet, les miRNA, bien qu'étant de potentiels nouveaux traitements ne sont pas encore 

largement utilisés de par leur manque de spécificité et leur administration problématique. 

En effet, un même miR est capable de cibler aussi bien des oncogènes que des gènes 

suppresseurs de tumeurs, ils peuvent donc avoir un rôle ambivalent voire versatile. 

Cependant, en 2018, le tout premier siRNA a été approuvé pour le traitement de l’amylose 

héréditaire à transthyrétine [342, 343]. Cette approbation ouvre un champ des possibles 

dans l’utilisation d’ARN interférents pour le traitement de différentes pathologies. 

Plusieurs essais cliniques sont en cours à propos de l’utilisation des miRNA dans le cadre de 

cancers. L’utilisation du miR-34 est à l’étude dans le traitement du cancer du foie, du 

lymphome et du mélanome. Pour les deux premiers, le miR était administré dans des 

liposomes, mais des effets secondaires indésirables trop importants ont été mis en 

évidence (essai NCT01829971). Le même problème s’est révélé pour le mélanome (essai 

NCT02862145).  

Des TargomiR sont à l’étude dans le cancer du poumon et le mésothéliome pleural malin 

et montrent pour le moment moins d’effets indésirables. Ce sont des miR-mimétiques 

empaquetés dans des EnGeneIC’s bacterially-derived EDV™ nanocell, portant à leur surface 
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un anticorps anti-EGFR permettant de cibler préférentiellement les cellules tumorales 

[344]. Il est possible que la cytotoxicité dépende du mode d’administration plus que du 

miRNA en lui-même. 

Dans d’autres types de cancers, le miR pourrait être administré directement dans la 

tumeur, mais dans le cadre du GBM cette méthode n’est pas envisageable. C’est pourquoi 

plusieurs méthodes d’administration ont été spécifiquement développées pour des 

tumeurs difficilement accessibles. Par exemple, des disques chargés de carmustine, une 

chimiothérapie, en lieu et place de la tumeur après résection, le Gliadel.  

Comme l’addition du miR-370-3p au traitement TMZ augmente son efficacité, cela pourrait 

permettre, au-delà d’induire une meilleure survie des patients, de diminuer la dose de TMZ 

utilisée et donc de limiter la cytotoxicité. En plus de l’impact direct du miR-370-3p sur la 

tumeur, son impact indirect sur l’état de santé global du patient, connu pour être lui aussi 

impliqué dans la survie, est intéressant. 

Dans le cas du miR-370-3p, étant donné que dans le cas du glioblastome il fonctionne en 

ciblant MGMT, il sera inefficace dans les cellules qui n'expriment pas cette enzyme de 

réparation de l'ADN. Il faudrait dans ce cas cibler les patients qui possèdent cette enzyme. 

Cette étape est indispensable en amont de l'administration du traitement mais ne 

représente pas de gros défi technique, la méthylation de son promoteur pour 

l’administration de folate étant déjà étudiée en routine (essai FOLAGLI, RECF1898). 

De plus, le miR-370-3p peut avoir un rôle versatile selon les cancers, certainement lié à 

l’ARNm ciblé. En effet, ce miR est connu pour cibler MGMT et FOXM1, oncogènes, mais 

aussi FOXO1 et TGFβR1, gènes suppresseurs de tumeurs [188, 197, 345, 346]. Avant 

l’administration du miR en traitement il semble pertinent de s’intéresser à la présence des 

cibles recherchées. Cela permettrait aussi de limiter les problèmes de spécificité associés à 

l’utilisation des miRNA en thérapie. 

Même si le miR-370-3p n'est pas pronostique au moment du diagnostic, des études sont à 

mener au cours du traitement du patient. En effet, il est possible que l'évolution du miR au 



266 

 

cours du traitement permette d'évaluer la réponse du patient, et donc potentiellement 

d'adapter la thérapie.  

Nous nous sommes ici concentrés sur l'utilisation de d’un miRNA pour le traitement du 

GBM, mais notre article reste pour le moment au début du cheminement indispensable au 

développement d'un nouveau traitement. 

4.4.2) AVEC UN MIRNA  ADÉNOSINE MÉTHYLÉ  

Si les miRNA sont des cibles et outils thérapeutiques prometteurs, le même problème 

qu’avec la chimiothérapie se pose : comment éviter un effet off-target des miRNA utilisés ? 

La modification chimique de ces miR est une piste prometteuse : ainsi, seules les cellules 

tumorales seraient capables de restaurer leur activité de répresseurs transcriptionnels. 

Dans cet article, nous avons confirmé l’existence de l’adénosine méthylation des miRNA 

matures et décrit son effet sur l’activité de répression transcriptionnelle des miRNA ainsi 

que le potentiel thérapeutique de cette découverte (Figure 43).  

 

Figure 43 : Abstract graphique de l'article "N6-adenosine methylation of 

mature miRNA-200b-3p influences its funtionality and appears as a 

theranostic tool" 

Mais quelles adénosines sont méthylées exactement ? Existe-t-il des dinucléotides type, 

comme les CpG pour la cytosine méthylation ? La séquence consensus semble être RRACH, 

avec R=A ou G et H=A, C, U [125, 347], et le miR-200b-3p étudié dans cet article contient 

cette séquence, à un nucléotide près. 
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Est-ce que la position des bases dans la séquence du miR a un impact sur la méthylation et 

sur son rôle biologique ? Un même miR méthylé différemment aura-t-il un rôle biologique 

différent ? À ce jour, il n’y a pas de réponses claires à ces différents questionnements. 

Des articles semblent aller dans le sens où la m6A participerait à la maturation de primary 

miR en pre-miR [133], augmenterait la stabilité des miRNA [348], et nos données montrent 

qu’en étant adénosine méthylés les miRNA perdent leur activité de répresseur 

transcriptionnel.  

Un éventail de rôles très large s’ouvre aux scientifiques, avec la découverte de ces 

modifications de miR : les phénomènes de «RNA directed methylation/demethylation» 

sont toujours discutés, mais personne n’a pris en compte la méthylation des miR dans ces 

études. Il est possible que la méthylation soit indispensable à ce phénomène. 

Il est aussi possible que la méthylation des miR participent à leur export, et favorisent la 

liaison à des RNA binding proteins. En effet, il a été démontré que HNRNPA2B1 était 

capable de reconnaitre la m6A des miRNA [349], et cette protéine est impliquée dans 

l'export des ARN vers les exosomes [151].  

Ou encore il a été démontré que des ARN circulaires étaient capables de jouer un rôle 

d’éponge et de se lier aux miRNA, les empêchant de jouer leur rôle de répresseur 

transcriptionnel [350]. La méthylation des miR pourraient favoriser ou empêcher ce 

phénomène. 

Enfin, il est important de garder à l'esprit qu’à l’image des protéines MBD recrutées sur 

l’ADN méthylé, il existe des « readers » de la 6mA contenant un YT521-B homology (YTH) 

domain [134]. Ces protéines sont recrutées sur les sites méthylés, et que ce sont elles plus 

que la simple modification chimique qui participe à l’inhibition de l’effet de répresseur 

transcriptionnel. En effet, au laboratoire il a été démontré qu’en système acellulaire un miR 

méthylé se lie aussi bien à l’ARNm qu’un miR non méthylé. 

Le fait que le miR-200b-3p ne soit adénosine déméthylé que dans les cellules tumorales 

non IDH mutées est un vrai atout thérapeutique car cela permet de limiter la toxicité à 

l’organisme entier, mais les raisons de cette spécificité restent à explorer. Les cellules 
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tumorales présentent peut-être une surexpression de FTO, une sous expression de METTL3 

ou encore un métabolisme modifié qui induit une plus grande production d’αcétoglutarate. 

En effet, les cellules tumorales présentent un métabolisme dérégulé par rapport aux 

cellules normales, notamment au niveau du cycle de Krebs, lors duquel l'αcétoglutarate est 

produit [351, 352]. Les cellules IDH muté quant à elles possèdent plus de miR m6A 

méthylés, ce qui s’explique par le fait que la mutation d’IDH induit la production du 2-HG 

au lieu de l’αKG et donc une diminution de l’activité de FTO. La mutation d’IDH, au-delà 

d’être un évènement oncogénique de la gliomagenèse (mais présent dans seulement 3% 

des GBM primaires) [353] peut donc avoir un double rôle : diminuer l’efficacité des TET 

mais aussi de FTO, et donc augmenter le taux d’adénosine méthylation globale de l’ADN et 

des miRNA. 

Plusieurs essais cliniques en cours testent l'utilisation du birinipant, un inhibiteur chimique 

des XIAP (NCT01940172). Mais dans un des essais le recrutement a été stoppé au vu d'un 

manque d'effet clinique observable (NCT01681368). Le miR-200b-3p adénosine méthylé 

présente une spécificité supérieure à cette molécule en ne ciblant que les cellules 

tumorales. 

Les résultats de l’article sur le miR-370-3p sont à corréler avec celui sur l’adénosine 

méthylation des miR. En effet, même si le miR-370-3p montre un potentiel thérapeutique 

intéressant, la méthylation des miR pourrait amener un nouveau niveau de régulation et 

améliorer la spécificité. Cet argument est d'autant plus pertinent que le miR-370-3p 

possède la séquence consensus RRACH (GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU).  

Au-delà de l'aspect thérapeutique de la méthylation des miR, Konno et al. ont démontré 

que le niveau de méthylation de deux miR était plus élevé dans le sérum de patients 

atteints de cancers colorectaux et pancréatiques et sont diminués après la chirurgie [130]. 

Afin de déterminer des biomarqueurs précoces du développement tumoral, il semble donc 

crucial d'aller au-delà de l'étude de l'expression des miR et de s'intéresser à leurs 

modifications chimiques.  
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Dans un article en cours de publication, nous démontrons que les miRNA pouvaient être 

cytosine méthylés, et que cette modification induit une perte de l'effet biologique. La 

question qui se pose maintenant est : existe-t-il un cross talk entre les différents types de 

méthylations ? Le fait qu'un miR soit cytosine méthylé favorise-t-il, ou au contraire 

empêche-t-il son adénosine méthylation ? La même problématique se pose en ajoutant la 

m7G dans l’équation. 

Évidemment, cet article étant un des premiers à s'intéresser à la méthylation des miR, il 

soulève énormément de questions bien qu'il soit novateur et démontre des mécanismes 

prometteurs, notamment dans l’utilisation comme pro-drogue dans le traitement de 

cancer ou comme biomarqueur dans la détection précoce. 

4.5)  D I S C U S S I O N  G É N É R A L E  

Dans le domaine de la recherche en cancérologie, de nombreux axes sont envisageables et 

envisagés, mais il est à mon sens crucial de garder en tête le caractère global de la 

pathologie. 

Dans ce travail de thèse, j'ai essayé de balayer les différents stades par lesquels passent les 

patients, mais il y en a deux que je n'ai pas abordé : la détection précoce, et l'après 

traitement.  

À propos de la prédiction de l'apparition de cancers, le NGS liquide n'est-il pas l'avenir du 

diagnostic précoce ? En effet, si des signatures de développement d'un cancer sont 

connues en amont, il serait possible à partir d'une simple prise de sang de détecter au plus 

tôt l'apparition d'un cancer, pour soit essayer de l'empêcher soit prendre au mieux la 

pathologie en charge. Comme pour toute intervention médicale, qu'elle soit 

médicamenteuse ou de diagnostic, une notion de coût entre en jeu. Bien évidemment, ce 

coût est à mettre en regard des bénéfices sociétaux liés à la diminution d'apparition de 

cancers et à l'amélioration de la survie.  

À propos de l’après traitement, lorsque le patient survit, mettre en place un suivi d'un 

biomarqueur pourrait permettre de prédire au plus tôt une rechute et ainsi d'agir en 

conséquence. Certains biomarqueurs épigénétiques et non épigénétiques ont déjà été 
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identifiés pour prévenir une rechute : la protéine amyloïde A dans le cancer nasopharyngé 

[354] ou le miR-29c dans le cancer colorectal [355]. 

Ce travail de thèse confirme le fait que la médecine de précision et personnalisée est 

l’avenir du traitement du cancer. De plus, la combinaison de différents types de thérapie 

permettra d’agir sur les différents leviers impliqués dans le développement tumoral. Un 

suivi du patient du diagnostic jusqu'à la rémission est un levier thérapeutique à ne pas 

négliger.  La notion de prévention et de détection précoce reste aussi un point important, 

puisque limiter l’apparition d’une tumeur ou la détecter le plus précocement possible est 

le meilleur moyen d’augmenter l’efficacité des traitements et de réduire la mortalité. 

Des progrès techniques et un développement clinique poussé seront néanmoins 

nécessaires à la démocratisation des outils épigénétiques, mais l'émergence des travaux à 

ce sujet nourrissent cet espoir. 
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