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1¢r¢ Partie :
Les microARNSs



l. Introduction

La découverte des microARNs a eu lieu en 1993 suite a I'analyse d’un ver rond : Caenorhabditis
elegans, en étudiant les génes lin-14 et lin-4 et leurs roles dans le développement larvaire.
Des scientifigues mettent donc en évidence le géne lin-4 codant une protéine lin-4. Celle-ci
possede une séquence complémentaire de la région 3’ non codante (3’UTR) de I’/ARNm de lin-
14. Ces chercheurs révelent ainsi gu’une régulation négative de lin-4 sur le géne lin-14 assure
le terme du développement larvaire[1][2]. Une autre équipe a montré que la répression par
lin-4 est post-transcriptionnelle et empéche la traduction de la protéine lin-14 afin que le cycle
larvaire se poursuive normalement. Ces microARNs étaient alors, a ce moment, identifiés
comme « small temporal RNAs » d’apres les effets observés sur le développement des stades
du cycle larvaire [3]

Les travaux qui suivirent sur C. elegans ont également révélé que cet ARN particulier peut
interagir avec plusieurs ARNm : I’ARN codé par lin-4 interagit aussi avec le gene lin-28 qui est
également impliqué dans le cycle larvaire. [4] Un deuxieme microARN est découvert et
nommeé let-7. Le microARN Let-7 intervient a un autre moment du cycle larvaire. [5]

Cette découverte a servi de base pour des recherches postérieures. Des ARN de méme
structure ont été observés dans d’autres organismes : algues, plantes, virus, invertébrés et
vertébrés [6-8] Ce n’est qu’en I'an 2001 qu’apres avoir supposé que ces « small temporal
RNA » avaient plusieurs fonctions et soient considérés comme un sous-type spécifique d’ARN
non codants (ARNNc) qu’on les nommera « microARNs » [9]

Ils sont considérés ainsi car ils possedent certaines caractéristiques propres, qui different des
autres types d’ARNnc dont nous n’évoquerons que les noms. Les microARNs sont des ARN
simples brins et uniquement d’origine endogene au contraire des siARN (petit ARN
interférant) et shARN (petit ARN en épingle a cheveux) qui eux sont doubles brins et peuvent
étre d’origine exogéne en provenant de virus par exemple. [10] Une autre différence qui
caractérise les microARNs sont leur capacité a s’apparier partiellement ou totalement sur leur
cible alors que le siARN s’apparie toujours parfaitement. [11]

Les études portant sur cette nouvelle classe d’ARN continuent d’alimenter des bases de
données répertoriant non seulement les microARNs découverts selon |'espéce concernée
mais aussi leur fonction ainsi que leurs cibles notamment sur le site www.mirbase.org. [12] A
la derniére mise a jour d’octobre 2018, le site en compte plus de 38 000.

La découverte de ces microARNs dans différentes espéces souléve la question de savoir
quelles sont leurs fonctions et s’ils sont impliqués aussi bien dans des processus
physiologiques comme celui décrit pour C. elegans que les processus pathologiques.

Pour reprendre cette idée, Calin et al. a établi un lien entre I’expression dérégulée des
microARNs et le cancer [13]. Nous décrirons plus loin I'avancée actuelle de I'étude des
microARNs impliqués dans la physiopathologie de la maladie rénale chronique.
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. Biogéneése
1. Localisation des génes a miARN

On distingue les microARNs dits intergéniques dont I’expression dépend d’'un promoteur qui
leur est propre et les intragéniques, nécessitant un promoteur codant également d’autres
types d’ARN. llIs se situent soit sur des régions codantes pour des protéines dites introniques
ou bien sur des régions qui ne codent pas de protéines dits exoniques. Dans le génome
humain, la répartition est approximativement équivalente entre les microARNs intra- et
intergéniques [14]. Les loci des miARNs se situent autour de 40% au niveau d’introns et
environ 10% au niveau d’exons que ce soit pour les unités intergéniques ou les unités
intragénomiques. Les microARNs peuvent étre classés en 4 classes selon leurs localisations
dans le gene.

a Non-coding TU with intronic miRNA

miR-15a~16-1

b Non-coding TU with exonic miRNA miR-155

BIC i

¢ Coding TU with intronic miRNA miR-25-93-106b

d Coding TU with exonic miRNA NIR-93:

DI
CACNGS8 i :

Figure 1. Localisation génomique et structure des génes de miARNs : a) localisation dans
I'intron de région non codante (40%) comme miR-15a-16-1 sur le géne DLEU2 (deleted in
lymphocytic leukemia 2). b) localisation dans I’exon de région non codante (10%) comme miR-
155 sur le gene BIC (B- cell Integrated Cluster). ¢) localisation dans lI'intron d’une région
codante (40%) comme miR-25- 93-106b sur le géne MCM7 (Minichromosome maintenance
complexe component 7). d) localisation dans I’exon d’une région codante (10%) comme miR-
985 sur le gene CACNGS (Calcium channel gamma subunit 8).
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2. Biogénése générale des microARNs

Concernant la biogénese des microARNSs, la plupart sont initialement transcrits par I’ARN
polymérase Il en tant que miARN primaires appelés « pri-miARN » ayant une structure en téte
d’épingle d’une longueur de 200 nucléotides. Ces pri-miARN sont ensuite coupés en « pré-
miARN », d’une longueur de 60 — 70 nucléotides par une RNAse nucléaire de classe lll
« Drosha » et son partenaire DGCRS8. Le « pré-miARN » sort du noyau vers le cytoplasme par
I'intermédiaire de la protéine d’exportation nucléaire Exportine 5. Une fois dans le
cytoplasme, le pré-miARN se transforme en miARN mature double brin, long de 18 a 25 bases,
via une autre enzyme RNAse de classe Il « Dicer » [15].

Cette biosynthese en 2 étapes est retrouvée dans les modéles animaux et humains. Chez les
plantes, I’ensemble du processus se fait dans le noyau avec une seule RNAse de type Ill « DCL-
1 » (Dicer-Like 1) [16].

Noyau
Exportine 5
Cytoplasme
Dicer/Agol-4/
— TRBP ou PACT
Inhibition de i G e Déstabilisation de
la traduction 1 /-\ I’ARN messager
ARNm cibl T :
Homologie de

. séquence parfaite

Homologie de RISC
séquence partielle

Ribosome Ribosome

Figure 2 : Voie principale de la biogénése et mécanisme d’action d’un microARN [6]

De maniére générale, les microARNs inhibent la synthése des protéines, soit par inhibition de
la traduction, soit par dégradation de ’TARNm [17]. lls sont en grande partie conservés au cours
de I’évolution parmi les espéces et participent généralement a la régulation de divers
processus cellulaires, notamment [|'apoptose, la prolifération, I'hématopoiese et
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I’angiogenese [18]. Les miARNs sont plus stables que les ARNm et sont présents dans
différents fluides corporels tels que 'urine, ce qui suggére que les miARNs pourraient servir
de biomarqueurs idéaux dans la maladie rénale chronique ainsi que d’autres domaines [19].

IIl. Mécanismes nucléaires de la synthése des microARNs

1. Voie canonique : le micro-processeur

On entend par |3, la voie principale de synthéese de microARN observée chez ’'Homme qui se
compose de 2 étapes :

- Etape de transcription du pri-miARN

La transcription des genes de microARNs est relativement semblable a celle des génes codant
des protéines. Cette étape débute dans le noyau par I’action de I’ARN polymérase Il sur le
géne concerné pour former un pri-miARN (Figure 2). La littérature montre que parfois cette
étape est réalisée par I’ARN polymerase Il [20]. Les pri-miARNs sont de tres longs transcrits
allant jusqu’a plusieurs milliers de paires de bases et dans la moitié des cas, ces pri-miR sont
dits « polycistroniques » c’est-a-dire que leur maturation est a l'origine de plusieurs
microARNs matures [21] on parle alors de « cluster » pour désigner un ensemble de
microARNs produits a partir d'un méme pri-miR. ( Figure 3 ). En reprenant maintenant la Figure
1, représentant différentes structures de pri-miARN, a), b) et ¢) sont des exemples de micro-
ARN transcrits avec d’autres genes car leur unité de transcription fonctionne avec les autres
genes.

- Etape de maturation en pré-miARN

Toujours au sein du noyau, le pri-miR est pris en charge par deux molécules : Drosha, une
enzyme RNAse de type Il et une protéine DGCR8 pour « DiGeorge Syndrome Critical Region
8 ». Ces deux composants forment un complexe permettant la reconnaissance et le clivage du
pri-miARN et pour donner un « pré-microARN », un transcrit de plus courte taille.

En ce qui concerne les caractéristiques de ces 2 acteurs clés pour la maturation du pri-miR ;
Drosha posséde 2 domaines RNAse Il ( RIlIDa et RIlIIDb ) et un domaine de liaison a I’ARN
double brin (=ARNdb) dans sa partie C-terminale [22]. DGCR8 posséde 2 sites de liaison a
I’ARNdb dans sa partie C-terminale [23]. Ces deux protéines interagissent ensemble pour
former un dimere : le « microprocesseur » (Figure 3). Sans une action coordonnée, aucun des
2 ne peut mener a bien la maturation [24]. Yeom et al, ont étudié DGCR8 afin de connaitre
son mode d’appariement sur Drosha et ont montré que sa fixation se fait par sa région C-
terminale. De plus, c’est cette région possédant les 2 domaines de liaison a I’ARNdb qui
permet la liaison du microprocesseur au pri-miR. Han et al. ont prouvé que Drosha ne fixe pas
I’ARN et intervient uniquement pendant la réaction catalytique [23][25]. DGCR8 détermine sa
localisation nucléaire grace a sa partie N-terminale.

Concretement I’étape de maturation s’effectue en 2 temps : la reconnaissance du substrat et
la réaction catalytique. D’abord, le microprocesseur se fixe sur le pri-miR en ne faisant
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intervenir que DGCRS. Celui-ci reconnait le substrat grace a une séquence codée au niveau de
la jonction ARNsb-ARNdb (c’est-a-dire la base de la tige-boucle sur la figure 3) et interagit dans
son ensemble avec 33 paires de bases. Drosha intervient pendant la réaction catalytique qui
suit, clive le pri-miARN a une distance de 11 paires de bases depuis la jonction ARNsb-ARNdb
[26] Plus précisément, ce sont les 2 domaines RNase Il de Drosha qui sont impliqués dans le
clivage : RllIDa s’occupe du brin 3’ du pri-miR et RIlIDb, du brin 5. Il en résulte le « pré-
miARN » constitué de 55 a 70 nucléotides.

Pri-miARN o=

C

DGCRS

Reconnaissance du substrat ’)—4—,_:0

centre catalytique

. , _< I
Réaction catalytique 0y A =)

Produits *

N\ F1 F2 pré-miARN
/ F3

Figure 3 : modele de maturation du pri-miR. lllustration traduite en frangais par Contrant M.
[27] d’aprés Han J. et al. 2006 [28].

DGCR8 sert d’ancre moléculaire a Drosha en reconnaissant la jonction simple brin — double brin de
I’ARN (au niveau de la tige de 33 nucléotides ou de la boucle terminale). Aprés I'interaction de
DGCR8 avec le pri-miARN, Drosha s’associe au substrat par I'intermédiaire de DGCRS et clive le pri-
miARN en pré-miARN. Le centre catalytique en jaune réunit les deux domaines RNase I, et clive la
tige a environ 11 nucléotides de la base et produit une extrémité sortante de 2 nucléotides en 3’.
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2. Voies non canoniques : voie des mirtrons

La séquence spécifique du futur microARN est incluse dans un intron court. C'est un type de
pri-miR/intron particulier nommé « mirtrons » [29][30]. La maturation ne se fait pas grace a
Drosha mais grace a un tout autre intervenant : le spliceosome, qui permet I'épissage de
I'intron pour former un précurseur en forme de lasso dans lequel une partie du brin 3’ est lié
a la partie terminale du brin 5’ (Figure 4B). Aprés 'action d’'un deuxiéme intervenant : le
« lariat debranching enzyme », le précurseur en lasso prend alors la forme d’un pré-miARN
qui peut alors rejoindre ceux issus de la voie principale pour la suite de la biogénése.

Des travaux portant sur des modeles animaux mutants présentant une déficience dans la voie
principale de synthése de microARN, démontrent que la voie des mirtrons permet d’assurer
la régulation des genes car celle-ci est conservée et méme exploitée davantage [31].

pre-mRNA Exon 1 Exon 2
: Lanat. Exon 1 in A3 Exon 2
intermediate

C E—

Floating lariat —_— mRNA

A Exon 1 Exon 2

Figure 4 : Schéma d’épissage de I'intron [32]

Une troisiéme voie pour la production de miARN, la voie indépendante de Dicer, a récemment
été identifiée chez le poisson zebre et les mammiféres [33]. Celle-ci differe de la voie
principale du fait que I’étape de maturation du pre-miR en microARN mature est médiée par
la protéine Ago2 et non pas par I’enzyme Dicer. (Figure 5)

Ces voies alternatives indiquent que les cellules sont capables d’exploiter plusieurs
mécanismes pour générer des microARNSs et assurer la régulation des genes.
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Figure 5 : Trois différentes voies de synthése d’un microARN : A gauche, la voie principale ; au
centre, la voie des mirtrons soit la voie indépendante du microprocesseur ; et a droite, la voie
indépendante de Dicer [33].

3. Transfert vers le cytoplasme

Toutes les voies précédemment vues menent a cette étape importante. Les pré-miR vont étre
transférés dans le cytoplasme pour subir d’autres étapes de maturation pour obtenir un
microARN mature et fonctionnel. Le mécanisme est médié par I'Exportine-5, une protéine qui
est un transporteur nucléaire [34-36].

Pour que le pré-miR soit pris en charge pour le transfert, I’exportine-5 se lie a un dimeére RAN-
GTP. Le RAN reconnait la partie 3’ terminale d’un pré-miR avec 2 nucléotides non appariées
ainsi qu’une partie de la structure double brin [37]. Ensuite, le complexe Exportine-5/RAN-
GTP/pré-miR rejoint le cytoplasme par les pores nucléaires et, en plus de sa fonction de
transport, le complexe protege le transcrit des attaques de nucléases capables de le dégrader.

Cette étape se conclut par I'hydrolyse du RAN-GTP en RAN-GDP dans le cytoplasme
permettant la dissociation du complexe et la libération du pré-miR [38].
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IV. Meécanismes cytoplasmiques de la synthése des microARNs

1. Introduction

Une fois dans le cytoplasme, les pré-miRs sont pris en charge par une autre enzyme RNAse de
type Il : Dicer (Figure 6) ainsi que d’autres molécules qui vont interagir ensemble pour former
un complexe protéique dans le but de libérer le micro-ARN mature et fonctionnel.

1.1. Dicer

Dicer est une enzyme essentielle pour le développement de I'organisme. Plusieurs études sur
des modeéles murins montrent qu’'une déficience de Dicer entraine la mort au stade
embryonnaire [39]. Dicer dispose de plusieurs domaines : un domaine Helicase, un domaine
PAZ (pour Piwi/Argonaute/Zwilli), deux domaines RNAse Il et un domaine de liaison a I’ARN

double brin.

HEL platform PAZ RNase lllakNase Ik dsRBD

Figure 6 : A) représentation de Dicer et ses domaines d’activités. B) représentation spatiale
de Dicer en interaction avec un pré-miR (Podolska, Sedlak et al. 2013) [40]

Le clivage du pré-miR est réalisé par Dicer en permettant I’hydrolyse de la structure en téte
d’épingle et libére un petit ARN double brin que I’on nomme « duplex miARN : miARN* ». Ce
duplex est constitué d’'un miARN fonctionnel appelé aussi brin guide et d’'un miARN dit brin
passager qui se séparera du duplex et sera, le plus souvent, détruit. Toutefois, certains pré-
miR peuvent, aprés maturation, donner des miARNS matures provenant des 2 brins notés miR-
X-3’ et miR-X-5’ provenant respectivement du brin 3’ et 5’ ou bien miR-X et miR-X*. Ces miR-
X* peuvent étre fonctionnels [41].
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Cependant, en regle générale, la sélection du brin guide au sein du duplex va dépendre de la
stabilité thermodynamique des extrémités du duplex. Ainsi le brin le plus faiblement apparié
a son extrémité 5’ est majoritairement incorporé au complexe protéique [42]. On parle ici
d’un complexe protéique car Dicer nécessite I'action de co-facteurs pour accomplir sa tache.
Chez la drosophile, Dicer est aidé d’une protéine chaperonne Hsp90 (Heat-shock protein) pour
recevoir le duplex d’ARN [43].

2.1. Protéines argonautes

Chez I'Homme, il existe quatres types de protéines argonautes (Ago 1-4).Ceci dit, méme si les
4 types sont susceptibles d’étre sollicités dans cette étape, Ago2 semble étre
préférentiellement choisi par TRBP pour former le complexe protéique [44]. Ces protéines
possedent 3 domaines (Figure 7) : le domaine PAZ peut relier les 2 nucléotides non appariés
du pré-miARN [45], le domaine MID permet l'interaction avec le groupement phosphate en 5’
et le domaine PIWI possede une activité de RNAse qui permet le clivage du miR passager mais
aussi de I’ARN messager (ARNm) ciblé par le miR fonctionnel [46].

~ Eukaryotes 3
PAZ
Homo sapiens Argonaute 2 @B+
R'/,.C" ) MID
53 140 229 us s 578 859 . ‘l ‘,;g )\\\é

: S : lt" s r J . -y
f k1 ke, | s

D NS>
i PIWI

Figure 7 : représentations de la protéine argonaute 2 « Ago2 » chez les eucaryotes
(Willkomm, Zander et al. 2015) [47]

3.1. TRBPet PACT

Dicer interagit aussi avec des protéines de liaison a I’ARN double brin : TRBP (transactivating
response (TAR) RNA-binding protein) et /ou PACT (Protein ACTivator of the interferon-induced
protein kinase). Ce sont deux protéines structurellement proches et qui agissent de concert
pour faciliter la production de miARN. De plus, leurs fonctions augmentent la stabilité entre
Dicer et son substrat [48].

2. Le complexe protéique

La formation du complexe commence avec la liaison entre Dicer et le pré-miR. Les protéines
TRBP et Ago vont venir se greffer par la suite. PACT a également un role a jouer dans ce
complexe [49]. Dans un premier temps, le domaine PAZ de Dicer sert de point d’ancrage au
pré-miR en se reliant a ses 2 nucléotides non appariés situé sur le brin 3’ (Figure 6B). Par la
suite, la protéine Ago utilise ses domaines PIWI et MID pour interagir avec la région C-
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terminale de Dicer (ou se trouve les deux domaines RNAse Il et le site de liaison a I’ARN
db)(figure 6A). Ensuite, la région N-terminale de la protéine Ago interagit, en association avec
TRBP ou PACT, avec le domaine hélicase de Dicer. Ce complexe prend une forme triangulaire
avec, en son centre, un canal ou le pré-miR rentre pour y subir la réaction de clivage. [50]

En principe, le brin miARN mature se fixe au complexe multiprotéique appelé RISC (RNA-
induced silencing complex) formé notamment de la RNAse Il Dicer et d’'une endonucléase de
la protéine argonaute (= le domaine PIWI de Ago). [51] Le miARN* se sépare alors du duplex
et va généralement étre dégradé. Le miARN mature associé avec RISC va permettre sa fixation
sur son ARNm cible et ainsi réprimer I’expression post-transcriptionnelle de sa cible [52]. Le
complexe RISC va étre activé par la dissociation du duplex miARN : miARN*. Le miARN mature
va servir de guide vers 'ARNm complémentaire menant ainsi le complexe a s’associer de
maniére spécifiqgue a un ARNm cible.

3. Appariement a ’ARNm cible

L'appariement du complexe protéique activé et guidé par le miARN mature sur son ARNm
cible est essentiel pour permettre une régulation spécifique de I’ARNm. Cette régulation
étant, dans la majorité des cas, négative en agissant sur la traduction et/ou sur la dégradation
de I’ARNm.

Cette spécificité est permise grace a une certaine complémentarité entre la séquence dans
I’ARNm cible appelée MRE (MicroRNA Response Element) et la séquence du miARN. Cette
séquence MRE est le plus souvent située dans le brin 3" UTR de I’ARNm cible. [53]

Le miARN vient au contact de la partie 3' UTR de I’ARNm grace a une séquence de nucléotides
en 2 jusqu’ 8, a partir du brin 5" du miARN. Cette séquence est nommé « séquence seed » et
son rOle est déterminant pour I'activité du miARN. [54][55] Cette appariement peut étre
suffisant pour réprimer I’ARNm cible, cependant le degré de complémentarité entre le miARN
et I'’ARNm cible est corrélé au type de répression qui sera exercé. Le type de protéine
argonaute est aussi une variante a prendre en compte dans le futur mécanisme d’action qui
sera mis en place. Ainsi, Ago2 est le plus souvent retrouvé dans le complexe protéique quand
on est devant un appareillage parfait.

La séquence seed est assez courte et, de ce fait, un miARN peut réguler beaucoup d’ARNm
différents. Les miARN possédant la méme séquence seed sont regroupés en famille, par
conséquent, chaque membre d’une famille d’'un miARN peut réguler la méme cible avec une
inhibition renforcée de ’ARNm a la clé. D’autre part, un ARNm cible peut posséder plusieurs
sites de liaison pour les miARN ce qui multiplie les possibilités de régulation par différents
miARN. [56]
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V. Mécanismes d’action des microARNs

1. Introduction

Un ARNm se caractérise en particulier par sa coiffe (7-methylguanosine en position 5’
terminale) et sa queue Poly(A). Ces deux éléments coopérent pour promouvoir la traduction
de I’ARNm.

La coiffe en 5’ est reconnue par le facteur d’initiation de la traduction elF4F (eukaryotic
initiation factor 4F). elF4F est un complexe protéique formé entre autres, par les facteurs
elF4E (liaison a la coiffe), elF4G (échafaudage moléculaire permettant de recruter la petite
sous-unité 40S du ribosome) et elF4A (une ARN hélicase). La queue poly(A) est recouverte par
une protéine spécifique, la PABP (poly(A) binding protein), qui elle-méme interagit avec elF4G
ce qui conduit a une circularisation de I’ARNm (Figure 8, structure centrale).

Les miARNSs régulent |’expression génique en agissant sur la traduction et/ou la dégradation
des ARN messagers. Globalement, trois processus différents sont décrits: un clivage
spécifique, une inhibition de la traduction (ou rarement une activation) et une dégradation de
I’ARNmM. Le mécanisme qui sera mis en place dépend de la complémentarité entre le miARN
et I’ARNm.

- Sila complémentarité des bases est parfaite : le complexe miARN-RISC va dégrader la
cible par clivage endonucléolytique via I’action de la protéine Ago2, il faut noter que
ce cas de figure est trés rare chez ’lhomme et est bien plus fréquent chez les plantes
(Figure 8A).

- Si la complémentarité des bases est imparfaite : les mécanismes de régulation de
I’ARNm appliqués sont soit, le blocage de la traduction de ’ARNm [57], soit une
réaction de déadénylation suivie de la dégradation de ’ARNm. A noter que ces deux
processus ne sont pas clairement identifiés comme étant reliés a I'autre ou exclusifs.

Il existe cependant quelques cas ou les miARN activent la traduction de I’ARNm au lieu de la
réprimer comme c’est le cas de mir-369-3 pouvant activer la traduction de TNFa (Tumor
Necrosis Factor alpha) [58], ou le miR-10a. [59]

Il existe d’autres facteurs que I'appariement qui interviennent dans la reconnaissance par un
miARN de sa cible et orientent sa fonction :
- Le nombre de sites de liaison d’'un miARN sur un méme transcrit, la distance entre ses
différents sites, la distance par rapport a I’'extrémité 3’ UTR. [60]
- La structure de l'interaction miARN-ARNm : le nombre d’interaction, le type et la
position des mésappariements [61] ainsi que I"accessibilité du miRNA sur le site cible.
[62]
- Le promoteur utilisé pour la transcription de ’ARNm [63]
- La composition du complexe RISC (type de protéine Ago, type de protéines de liaison
associés au complexe) peut également moduler I’effet du miARN sur la cible. [64]
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2. Répression de la traduction par les microARNs

Certaines études montrent que le blocage de la traduction induite par les miARNs survient
pendant I’étape d’initiation et d’autres études, au cours des étapes qui suivent l'initiation de
la traduction.

a Endonucleolytic cleavage

e Stimulation of translation
b Deadenylation and degradation

CCR4-NOT{ GW182 | AGO
gomplex —=, == HIU I ===~ .

d Inhibition after translation initiation c Inhibition of translation initiation

Figure 8 : Régulation des ARNm cibles par les miARNs
a. Clivage endonucléotidique de I’ARNm par AGO2. b. Déadénylation et dégradation de
I’ARNm. c. Inhibition de I'initiation de la traduction. d. Inhibition de I’étape d’élongation. e.
Activation de la traduction. La partie centrale représente la circularisation des ARNm. En
rose, les ribosomes ; en orange, les complexes d’initiation elF et en violet, les protéines de
liaison a la queue poly(A) PABPC. (Pasquinelli 2012). [65]

2.1. Voie canonique : mécanisme coiffe-dépendant

L'initiation de la traduction a la coiffe commence par une dissociation des sous-unités
ribosomiques, par liaison de chacune d’elle a des facteurs d’initiation elF :

- elF1A, 2 et 3 pour sous-unité 40S

- elF6 pour sous-unité 60S
La sous-unité 408, les facteurs d’initiations et I’ARN de transfert initiateur forment le complexe
de pré-initiation. Il y’a un recrutement de ce complexe a la coiffe de ’ARNm grace au complexe
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de liaison a la coiffe elF4F. Ce complexe d’initiation glisse le long de 'ARNm jusqu’au codon
de départ. La sous-unité 60S vient se fixer, forme avec une sous-unité 40S le ribosome 80S et
I’élongation commence. En reprenant les études affirmant que le blocage de la traduction se
fait a I’étape d’initiation, la répression passerait par une reconnaissance de la coiffe.

Il faut noter qu’il existe des mécanismes d’initiation de la traduction dits « alternatifs » tels
que I'entrée interne de ribosomes appelles IRES (Internal Ribosome Entry Site). Les ARNm
traduits par une séquence IRES ou porteur d’une coiffe synthétique (non reconnue par le
complexe d’initiation) sont indifférents a la répression de traduction exercée par les miARNSs.
[66][67]

Une hypothése établie, a la suite des travaux de Kiriakidou [68] est que la protéine Ago2 est
capable de se fixer spécifiquement a la coiffe et d’étre en compétition avec elF4E (c’est-a-dire
I'unité permettant la liaison de la coiffe de I’ARNm au complexe d’initiation) et aussi d’inhiber
la traduction. [69]

2.2. Voies alternatives

Les travaux de Chendrimada ont suggéré que la répression de la traduction pouvait étre
induite par un mécanisme différent de la coiffe par une inhibition du recrutement de la sous-
unité 60S.

Le facteur elF6, qui est impliqué dans la maturation de la sous-unité 60S et qui permet a la
sous-unité 60S d’étre libre et donc disponible pour un nouveau cycle de traduction, a été
identifié comme faisant partie des facteurs associés au complexe RISC des miARNSs. Il pourrait
ainsi bloquer le recrutement de la sous-unité 60S sur des ARNm cible. [70]

D’autres travaux avancent I'hypothése que l'inhibition de la traduction induite par les
microARNs se fait apres I'étape d’initiation comme le détachement des ribosomes pendant
I’élongation. [71] Petersen et al., co-auteur de ce méme travail, affirme aussi que la traduction
d’un ARNm par un mécanisme IRES pouvait étre réprimée par des miARNs. Cette affirmation
semble étre contradictoire a celle de Pillai, ainsi que celle d’'Humphreys. [66][67] La
dégradation des polypeptides naissants en croissance par des enzymes non identifiés est une
autre théorie, émise apres observation sur le miARN humain Let-7a. [72]

2.3. Dégradation de ’ARNm dans les P-bodies

Contrairement au mécanisme précédemment cité sur la complémentarité parfaite des bases
mais néanmoins assez rare (Figure 8A), de nombreuses études ont montré qu’une régulation
par les miARNs se manifestait plus fréguemment par une déstabilisation de la cible par
complémentarité dite « imparfaite » (Figure 8B).

Une étude de Guo et al. a mis en évidence le caractére essentiel de ce mode de régulation en

particulier car elle montre que la déstabilisation des ARNm cible, soit leur dégradation,
constitue déja la principale cause de la réduction de production de protéines. [73]
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Des études montrent que la répréssion de nombreuses cibles de miARNs s’accompagne de
leur déadénylation et de leur dégradation.[74] La déadénylation est la premiére étape de la
dégradation des ARNm. Moléculairement, il s’agit d’une interaction entre les protéines
Argonautes et les protéines GW182 (Glycine-tryptophan repeats containing proteins)
également connues sous le nom de TNRC6A, TNRC6B et TNRC6C chez les vertébrés, qui
permet le recrutement du complexe de déadénylation CAF1-CCR4-NOT et I’élimination de la
queue poly(A). [75] La perte de la queue poly(A) sensibilise les ARNm : |a coiffe est éliminée
par le complexe DCP2 et ses partenaires, et les ARNm décoiffés sont finalement dégradés par
XRN1, une exoribonucléase 5’-3’.

Tous ces éléments sont organisés dans le cytoplasme au sein de structures appelées P-bodies
(Processing Bodies) ou GW-bodies. Ce sont des structures cytoplasmiques permettant le
catabolisme et/ou le stockage temporaire des ARNm non traduits, qui pourront ensuite étre
restituées a la traduction active ou étre dégradées (Figure 9). [76]

Il existe une corrélation entre I'inhibition de la traduction initiée par les microARNs et
I'accumulation des ARNm cibles dans les P-Bodies. Il faut noter que les P-bodies ne sont pas
indispensables a I’action des miARNSs, cependant elles seraient la conséquence de I'inhibition
de la traduction initiée par les miARNs.

RISC loading complex

W
4 L;,:,L -

protein recruitment
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Slicer-independent
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Slicer-dependent
silencing

Figure 9 : la régulation par les P-bodies. Extrait de Macfarlane et Murphy 2010 [77]

26



2.4. Conclusion

Les microARNSs, la plupart du temps, inhibent I’expression de leurs cibles par des mécanismes
de répression ou par dégradation de I’ARNm. Ces différents procédés pourraient également
étre couplés: la dégradation des ARNm pourrait étre la conséquence du blocage de Ia
traduction ou inversement, la déadénylation pourrait entrainer une inhibition de la
traduction. La mécanique exacte n’est pas complétement élucidée, ces processus pourraient
étre couplées ou bien exclusifs, il s’agit donc d’une piste de recherche a approfondir.

Nous avons abordé I’origine des miARNSs, leur biogénése et exposé les principaux mécanismes
d’actions jusqu’a maintenant mis a jour de ces petits nucléotides. Il serait intéressant, a
présent, d’étudier les processus de régulation de leur activité qui motivent les chercheurs a
utiliser cette partie du génome, pour comprendre davantage la physiopathologie de certaines
maladies et élaborer de nouveaux outils a visée diagnostique voire thérapeutique.

VI. Larégulation de I'activité des microARNs.

1. Variations génétiques : SNP et mutations germinales dans les génes de microARNs

1.1. SNP (single nucleotide polymorphism)

En régle générale, les variations de séquences dans les génes de miARNs (matures ou
précurseurs) ont un effet sur la biogénése et/ou la fonction des miARNs matures [78]. Les SNP
constituent la forme la plus abondante de variations génétiques dans le génome humain. lls
représentent 90% de toutes les différences entre les individus. Par définition, c’est un type de
polymorphisme de I’ADN dans lequel une séquence donnée différe par une seule paire de
base et peut apparaitre a n‘importe quel niveau de I’ADN.

Les SNP peuvent étre classés en 3 catégories :
- Un polymorphisme en cis ou trans du promoteur du gene a miARN, ou du gene dans
lequel se trouve le pri-miR pouvant influencer sur les niveaux de transcription
- Une variation dans la séquence méme du pri- ou pré-miR (miR-SNP), affectant la
biogénese du microARN mature
- Une variation dans la séquence du miARN mature (que ce soit dans la séquence seed
ou dans la partie 3’), ayant des conséquences sur sa capacité a réguler une cible et/ou
sa stabilité.
Il existe aussi une autre forme. Un polymorphisme affectant les parties 3 UTR des ARN
messagers (miR-TS-SNP ; TS pour Target Site) et qui peuvent moduler le nombre de sites de
fixation des miARNSs.

En paralléle de la base de données en ligne des microARNs « miRBase », il existe un équivalent
pour les SNP: la base de données « MirSNP » [79], consultable via cette adresse:
http://bioinfo.bjmu.edu.cn/mirsnp/search/.
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Le polymorphisme au niveau des geénes de miARNs n’est pas fréquent. Une étude de Saunders
et al. a évalué la fréquence a laquelle les séquences de pré-miR étaient polymorphes (par
rapport aux régions flanquantes en 5’-3’ c’est-a-dire environ une centaine de nucléotides de
part et d’autre du miARN). [80] Les résultats montrent que, sur 474 pré-miRs étudiés, 90%
n’avaient aucun polymorphisme et que sur le restant, quasiment aucun pré-miR polymorphe
n’a vu sa région seed touchée. Les auteurs ont conclu gu’il s’agit d’une forte pression de
sélection négative qui s’exerce afin de limiter les conséquences délétéres que pourrait avoir
un changement dans la séquence des microARNs matures.

Une autre étude plus récente de Quach et al. séquencant 92 régions contenant des miARNs
(soit 117 miRs matures) chez 91 individus, montre qu’une pression sélective, particulierement
au niveau du microARN mature, limitait le polymorphisme de ces génes. [81]

Cependant, il y a des exemples qui montrent effectivement un polymorphisme (limité) au
niveau des génes a miARNs [78]. Les premieres études fonctionnelles dans le domaine tendent
a prouver que le polymorphisme n’a pas d’effet sur la biogénese. Par exemple, celle de
Diederichs et al. [82] met en évidence des SNP au niveau des génes a miARNSs, surtout au
niveau du précurseur pri-mIR, qui entrainent des changements structuraux visibles mais aucun
effet sur I’expression des miARNs matures.

Par la suite, des études vont contredire ce dogme : Duan et al. identifie un SNP en position 8
sur miR-125a qui bloquerait la biogénése de ce miARN, par blocage de la transition de pri-miR
a pré-miR. [83]

Wwild type
CC
—_— E E miR-16-1
Variant E )
T —_— miR-16-1

lSNP

SNPs in pre-miRNA sequences: rs11614913 mir-196a-2*

i Y ymr
WUCEYECIE ey g R— s, LN
€6 Pre to mature T e e
miRNA processing miR-196a-2
Variant —_— T Yo Yo
T SNP Altered pre to mature miR-196a-2
miRNA processing A

Reduced mature
miRNA

Figure 10 : représentation de SNP aux niveaux pri-miARN et pré-miARN. Extrait de Ryan et al.
2010 [78]

28



(Figure 10): Les SNP se produisant a ces niveaux sont susceptibles de modifier le taux
d’expression du miARN mature, en le régulant en générale a la baisse, comme le pre-miR-196-
a2 polymorphe qui voit I’expression du miARN mature réduite.

L'intérét de I’étude de ces polymorphismes au sein des génes de miARNs est de pouvoir les
associer a des pathologies humaines. Nous reprenons |I'exemple de miR-196a. Hu et al., en
étudiant un polymorphisme au niveau de ce microARN, ont observé gu’il était associé a un
mauvais pronostic chez les patients homozygotes possédant ce SNP et atteints de cancer
bronchique non a petites cellules. [84]

1.2. Mutations germinales

On parle de mutation germinale, quand la mutation porte sur I’ADN des cellules souches d’un
gamete. Peu ont été identifiées dans les genes a miARNs. L'exemple le plus connu et le plus
important est celui des miR-16-1 et miR-15a (Figure 10). Cette mutation germinale se trouve
également étre une SNP.

Dans la leucémie lymphoide chronique (LLC), une délétion fréquente affecte le chromosome
13g13.4 dans lequel sont situés ces 2 miARNs suppresseurs de tumeurs (ils agissent sur BCL2
et répriment son action anti-apoptotique). Calin et al. [85] ont montré que la perte de
I’expression de ces 2 miARNs serait également due a une mutation G — T au niveau de leur
précurseur pri-miR et que I'on retrouve uniquement chez les patients atteints de LLC.

Cette mutation génétique spécifique de cette pathologie nous oriente vers une piste de
recherche a des fins médicaux. Utiliser les miARNs pour confirmer une pathologie serait une
possibilité.

2. Pseudogénes et LncRNA

2.1. Pseudogenes

Les pseudogenes sont des segments d’ADN liés a de vrais genes. lls ont perdu au moins
certaines fonctionnalités par rapport au géne complet notamment leur capacité a coder pour
des protéines.[86] La perte de cette fonction est causée par une mutation ou une délétion. lls
sont, cependant, capable de remplir des fonctions de régulations grace a I’expression de ARNs
non codants.

2.1.1. H19

Gao et al. ont étudié le role du géne H19, codant pour le précurseur du miR-675, sur des
placentas pré-éclamptique a apparition précoce.[87] L'inactivation du gene H19 ou I'inhibition
du miR-675 favorisent la prolifération des cellules trophoblastiques humaines (in vitro). Le
miR-675 peut directement réguler négativement |'expression de la protéine Nodal Modulator
1 (NOMO1) par liaison a sa séquence 3’UTR. La surexpression de cette protéine NOMO1 est a
I'origine de la prolifération cellulaire et la phosphorylation de Smad?2.
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Apres observation dans les placentas pré-éclamptiques a apparition précoce, on note que :

- Letaux d’expression du geéne H19 et de miR-675 étaient plus faibles

- Le taux d’expression de NOMO1 était plus élevé que dans les placentas normaux
Les données assemblées suggérent que le gene H19 pourrait inhiber la prolifération des
cellules du trophoblaste humain via le codage de miR-675 qui ciblait NOMOJ1. La libération
controlée de miR-675, a partir du géne H19, pourrait également permettre une inhibition
rapide de la prolifération cellulaire en réponse a un stress cellulaire ou a des signaux
oncogenes.[88]

Fait intéressant, il a été démontré que H19 sert de précurseur pour des miARN distincts mais
il agit également comme un récepteur de miARN.[89] Un an plus tard, Kallen et al. ont
constaté que chez le vertébré, H19 héberge des sites de liaison canoniques et un certain
nombre de sites « non-canoniques » pour la famille de microARN Let-7, qui ont un role
important dans le développement, le cancer et le métabolisme.

H19 module la disponibilité de Let-7 en agissant comme une éponge a miARN. [90][91] Cette
« éponge » comporte des sites de liaisons non-canoniques ayant néanmoins une implication
réelle dans la régulation génétique.

Dans cette étude, Kallen et al ont mis en évidence, in vitro, qu’un appauvrissement en H19
accélere la différenciation musculaire, a cause de la surexpression de Let-7. Les données
assemblées confirment le role de H19 en tant que régulateur de taux d’expression de Let-7.

Dans la méme période, Cesena et al. ont étudié un IncRNA spécifique au muscle, appelé Linc-
MD1, régulant la différentiation des myofibroblastes en agissant comment une éponge pour
miR-133 et miR-135. [90]

2.1.2. Linc-MD1

Il est retrouvé spécifiquement au niveau des muscles. Il agit comme un leurre pour miR-133
et miR-135, qui sont tous les deux concernés dans la différenciation musculaire et dans la
myogénese. Le miR-133 cible I’ARNm de MAML1 (mastermind-like1l) en s’appareillant avec 2
sites de fixations et le miR-135 cible 'ARNm de MEF2C (myocyte-specific enhancer factor 2c)
avec un seul site. (Figure 11)

MEF2C se lie au promoteur de génes musculaires et régule de maniere positive la
différenciation musculaire. MAML1 a un role de co-activateur de cette transcription. Lorsqu’il
y’a une diminution de Linc-MD1, I'expression de ses 2 cibles baisse, alors que lors d’une
augmentation de I'expression de Linc-MD1, celle des 2 facteurs augmente aussi. Ce IncRNA a
donc un réle essentiel dans cette voie de différenciation.
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Figure 11 : Représentation schématique de Linc-MD1 et son mode d’action. Extrait de
Cesana et al. [90]

2.1.3. PTEN

PTEN (Phosphatase and tensin homologue) est un géne suppresseur de tumeur. Il a pour
fonction d’inhiber I’expression de la protéine PI3k, qui est responsable de I’activation du cycle
cellulaire. Ce gene est réduit au silence dans plusieurs cancers. [92]

L’expression de PTEN est elle-méme régulée par le pseudogéne PTENP1 (PTEN pseudogene
1). L'expression de ce pseudogene conduit a la formation de 3 transcrits dont 2 antisens par
rapport a PTEN : antisens a et B [93]. L’antisens a agit en fixant la chromatine et induit son
remodelage en recrutant DNMT3 et EZH2 au niveau du promoteur de PTEN pour altérer son
expression. L’antisens 3 a pour fonction de stabiliser le transcrit sens car il ne posséde pas de
gueue poly-A. Le transcrit sens partage des éléments de réponses miARNs (MRE) en commun
avec PTEN, ce dernier va pouvoir agir comme un leurre et adsorber les miARN ciblant PTEN,
comme le miR-21 par exemple, en vue de leur dégradation.
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2"de partie :
La Maladie Rénale
Chronique



1. Définition

La maladie rénale chronique (MRC) est définie, indépendamment de sa cause, par la présence
pendant plus de trois mois de marqueurs d’atteinte rénale ou d’'une baisse du débit de
filtration glomérulaire estimé au-dessous de 60 ml/min/1,73 m?2. [94]

2. Dépistage et diagnostic

Le dépistage de la MRC concerne, en théorie, une population a risque, en médecine
ambulatoire. Ce qui caractérise cette population particuliére est la présence d’'un ou de
plusieurs facteurs de risques parmi les suivants : diabéte, hypertension artérielle traitée ou
non, age > 60 ans, obésité (IMC >30), antécédents cardio-vasculaire, maladie auto-immune et
affections urologiques ; pour ne citer que les principales. [94]

Les principaux marqueurs d’atteintes rénales actuels utilisés pour le dépistage et le diagnostic
sont :

L’estimation du débit de filtration glomérulaire (DFGe), réalisé a partir du dosage sanguin de
la créatinine (un déchet métabolique normal produit par I’organisme). Elle permet d’apprécier
la fonction rénale. Cette estimation est réalisée a partir de différentes équations, Modification
of Diet in Renal Disease (MDRD), Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-
EPI)). La clairance de la créatinine se calcule grace a I’équation de Cockcroft et Gault (CG). [94]

Le DFG peut étre mesuré a partir de la clairance de marqueurs exogenes, tels que l'inuline
(méthode de référence) ou I'iohexol. Cependant il s’agit de techniques lourdes qui ne sont pas
utilisé en pratique courante, ni en situation de dépistage.

Les ratios albuminurie/créatininurie (A/C) et protéinurie/créatininurie (P/C) qui sont
déterminés a partir d’'un échantillon urinaire (bandelettes) ou bien Falbuminurie et la
protéinurie sur un recueil des urines de 24 heures. Pour les patients diabétiques, on ne prend
en compte que le ratio A/C, par conséquent, il est d’usage de pratiquer le dosage urinaire de
I'albumine en premiére intention pour tous les patients. Le dosage de la protéinurie est
cependant un marqueur intéressant pour les populations particuliéres (patients agés, patients
séropositifs, ...). A noter qu’il s’agit d’'un moyen non invasif, facile 8 mettre en place, peu
couteux. (Figure 12)

Le diagnostic est confirmé par le médecin en répétant les tests du dépistage :

- Parla persistance d’une diminution du DFG (inférieur a 60ml/min/1,73m?) sur deux
ou trois examens consécutifs positifs réalisés dans les trois mois et avec la méme
technique de dosage de la créatininémie, soit une méthode enzymatique ou un
méthode colorimétrique basée sur la réaction de Jaffé.

- Ou par la persistance d’une albuminurie sur deux ou trois examens consécutifs
positifs réalisés dans les trois mois.

En dehors du diagnostic fait suite a un dépistage positif d’'une personne dit « a risque », le

diagnostic peut étre posé suite une situation urgente nécessitant une prise en charge
spécialisée : une insuffisance rénale aigue, une tumeur, une hématurie, etc.
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Dosage de la protéinurie Dosage de I'albuminurie

Bandelette P/C Protéinurie/24 h* AC Albuminurie/24 h'
Négative NA Négative Négative Négative
<500 mg/24 h < 3 mg/mmol <30 mg/24 h
(= 30 mg/g)
Traces Positive Positive
3a 30 mg/mmol? 30 a 300 mg/24 h?
(=30 a 300 mg/g?)
Positive Positive Positive
> 1+ > 50 mg/mmol >500 mg/24 h > 30 mg/mmol3 > 300 mg/24 h3
(=500 mg/q) (=300 mg/g)
Sévere Sévere Sévere Sévere
> 100 mg/mmol >1g/24 h > 70 mg/mmol >700 mg/24 h
(=19/9) (=700 mg/g)

NA : non applicable
A/C : rapport albuminurie/créatininurie, dosage réalisé a partir d’échantillon urinaire
P/C : rapport protéinurie/créatininurie, dosage réalisé a partir d’échantillon urinaire

" Recueil des urines de 24 h : au temps TO, vider sa vessie puis, a partir de ce moment-la, recueillir TOUTES les
urines pendant 24 heures, jour et nuit, jusqua TO + 24 h ou une derniere vidange de la vessie dans le flacon de
recueil sera réalisée.

2 Valeurs correspondant a une « microalbuminurie », significatives sur le plan clinique et en conséquence définies
comme seuil de positivité chez le diabétique (Nice clinical guideline 73). Une valeur intermédiaire entre celle
définie habituellement chez 'homme (2,5 mg/mmol ou 25 mg/g) et chez la femme (3,5 mg/mmol ou 30 mg/g) est
proposée pour simplifier.

% Valeurs correspondant & une albuminurie « clinique », significatives sur le plan clinique et en conséquence
définies comme seuil de positivité de I'albuminurie chez le non-diabétique (Nice clinical guideline 73).

Figure 12 : tableau des valeurs des dosages urinaire de protéine et d’albumine. Extrait de
I’Annexe 2 du guide HAS. [94]

Une protéinurie est dite « pathologique » quand I’excrétion urinaire de protéines est
supérieure a 150mg/jour. [95] En dessous de cette limite, il s’agit d’'une excrétion
physiologique de protéines dans les urines.

L’albumine est une protéine hydrosoluble avec un poids moléculaire de 65 kilodaltons (kDa)
fabriqué par le foie. En présence d’anomalie de la barriére de filtration ou de réabsorption
tubulaire, une quantité plus importante d’albumine et de protéines est retrouvée dans les
urines, il s’agit alors d’un état pathologique.

Une microalbuminurie pathologique est définie par une production urinaire d’albumine de 30
a 300 mg/jour et elle est spécifique d’une atteinte glomérulaire. Au-dela de 300mg/jour, on
parle de macroalbuminurie. (Figure 12)

Une albuminurie de faible débit (c’est-a-dire un ratio A/C de 3 a 30 mg/mmol2) est considérée
comme un marqueur de risque de maladie rénale chronique chez le patient diabétique de
type 1 ou de type 2 [96] et comme marqueur indépendant de risque cardio-vasculaire chez le
patient hypertendu.

En plus de ces marqueurs, il existe d’autres signes d’atteinte du rein qui affirment le caractére
chronique de la maladie rénale s’ils sont observés pendant plus de trois mois : hématurie,
leucocyturie, anomalie morphologique rénale.
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En pratique clinique courante, la fonction rénale est évaluée a partir de la créatininémie a
I'aide d’équations permettant d’estimer le DFG ou la clairance de la créatinine. Les principales
équations sont celles de Cockcroft et Gault (CG), proposée en 1976, et celle issue de I'étude
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD), établie en 1999. Une autre équation est
produite par Levey et al., en 2009, appelée CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration). Nous rappelons que I’estimation du DFG est moins précise que la mesure du
DFG par un marqueur exogene.

L’équation de Cockcroft et Gault

Cette formule estime la Clcr (en mL/min), trés proche du DFG. Elle consiste a estimer
I'excrétion urinaire de créatinine. Elle prend en compte les facteurs rénaux de variations de la
créatininémie : le poids, I'age et le sexe pour prédire la clairance de la créatinine (Clcr)

Clairance créatinine = (140 - Gge) x Poids x K / créatininémie (umol/l)
K =1,23 pour les hommes, K = 1,04 pour les femmes
Age exprimé en années, Poids en Kg

La correction effectuée pour les femmes est basée sur le fait, qu’a poids égal la femme a en
moyenne 15% de muscles en moins que I’"homme.

La créatinine est le parameétre d’exploration rénale le plus utilisé. Cette substance, dite
marqueur endogéne est un produit de dégradation du métabolisme musculaire normal. Sa
concentration sérique est donc trés dépendante de la masse musculaire des individus.

Cette équation a été recommandé par I’ANAES (Agence nationale d’accréditation et
d’évaluation en santé) [94] en 2002 puisqu’elle a I'avantage d’étre facile d’utilisation.
Cependant il y a plusieurs limites : la premiére est son rapport avec la créatinine, celle-ci
impligue une surestimation du DFG chez les patients obéses, tres maigres ou cedémateux et
une sous-estimation pour les sujets agés (>75 ans). Une étude démontre que la formule
n’est pas exacte des lors que la masse musculaire des sujets ne correspond pas a celle gu’ils
devraient avoir pour leur sexe en fonction de leur age et de leur poids [97]

Cependant I'adaptation posologique des médicaments se fait encore en fonction de Ia
clairance calculée par I’équation de CG avec comme argument majeur que la clairance rénale
de la créatinine est la donnée principale disponible dans la base de données du Vidal® et les
RCP (Résumé caractéristique du Produit). Dans ce seul but, I’estimation de la clairance de la
créatinine par la formule de CG est encore utilisée en attendant que |'adaptation des
posologies en fonction du DFGe par les équations MDRD et CKD-EPI soit possible.

Cette position peut paraitre problématique au vu d’études qui ont montré que la posologie
pouvait varier de plus de 20% selon la formule utilisée pour |’adaptation posologique. [98]
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L’équation de MDRD

Cette équation a été élaborée a partir des données de I’étude de méme nom (Modification of
Diet in Renal Disease) dont I'objectif principale est d’évaluer I'impact de la restriction
protéique et de la diminution de la tension artérielle sur I’évolution de I'insuffisance rénale
chronique. Une étude de Klahr et al. [99] a permis d’établir en 1999 une nouvelle équation
pour estimer le DFG a partir de la créatinine sérique.

DFG = 175 x (créatininémie (umol/l)) 1,154 x Gge- 0,203
x 1,212 pour les sujets d’origine africaine, x 0,742 pour les femmes

En comparaison a I'équation de CG : I'’équation MDRD ne prend pas en compte le poids du
sujet (car insensible aux variations importantes de poids), elle est également plus fiable en cas
d’insuffisance rénale sévere. Elle calcule un DFG normalisé en mL/min/1,73m?2.

Cependant, elle a pour limite de sous-estimer les DFG supérieurs a 60 mL/min/1,73m? soit les
stades 1 et 2 de I'insuffisance rénale chronique dans la classification HAS. (Figure 13)

L’équation de CKD-EPI

En 2009, Levey propose une nouvelle formule qui augmenterait la précision de I’estimation
du DFG pour les valeurs supérieures a 60 mL/min/1,73m2. Un an plus tard, une étude
comparative des différentes équations, menée par Levey et ses collaborateurs, propose méme

que I’équation CKD-EPI fournirait une estimation plus précise que I’équation MDRD pour les
patients en stade 3A. [100]

Cette formule est actuellement la référence validée par la HAS pour I’évaluation de la fonction
rénale. [94]

DFR = 141 x min (Scr/K,1)% x max (Scr/K,1)-1,209 x 0,993Age

x 1,159 pour les sujets d'origine africaine x 1,018 pour les femmes
Avec Scr : Créatininémie

K:0,7 pour les femmes et 0,9 pour les hommes

o :-0,329 pour les femmes et - 0,411 pour les hommes

min (Scr/K,1) : utiliser la valeur minimale entre Scr/K et 1
max (Scr/K, 1) : utiliser la valeur maximale entre Scr/K et 1
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3. Classification et Evaluation de I'insuffisance rénale chronique
3.1. Classification

Les criteres de diagnostic et de degré de sévérité sont fondés sur les classifications de
I'insuffisance rénale chronique (IRC) adoptées en 2012 par la HAS (Haute Autorité de Santé)
et en 2002 par le NKF/KDOQI (National Kidney Foundation/Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative). (Figure13)

DFG (mL/ HAS 2012 (4) NKF/KDOQI 2002 (5)
mn/
1,73m2)
>90 Stade 1: Maladie rénale chronique* Stade 1: Atteinte rénale avec DFG
avec DFG normal ou 1 normal ou 1
60-89 Stade 2: Maladie rénale chronique* Stade 2: Atteinte rénale avec légere
avec DFG légerement diminué | du DFG
30-59 Stade 3A: (DFG entre 45-59): Stade 3: Diminution modérée du
Insuffisance rénale chronique modérée DFG

Stade 3B: (DFG entre 30-44):
Insuffisance rénale chronique modérée

15-29 Stade 4: Insuffisance rénale chronique  Stade 4: Diminution sévere du DFG
sévere
<15 Stade 5: Insuffisance rénale chronique Stade 5: Défaillance rénale
terminale

* - anomalies rénales biologiques et/ou histologiques et/ou morphologiques persistant pendant

plus de trois mois

Figure 13 : Classification HAS et KDOQI de la maladie rénale chronique par stades et de
sévérité de I'IRC. Extrait de Brel. 2015. [101]

Il'y a 5 stades dans cette classification allant du stade 1, le plus faible état d’atteinte rénal,
au stade 5, le plus sévere. Le stade 3 d’insuffisance rénale chronique modérée integre 2
niveaux de sévérité : 3A et 3B. L'avis médical d’un néphrologue associé a celui du médecin
traitant est recommandé a partir du stade 3B, soit dés que le DFG est inférieur a 44
ml/min/1,73m>.

Fin 2009, le CKD Prognosis Consortium effectue une analyse de données provenant de plus de
40 études de cohorte sur la MRC au niveau mondial et il en ressort un accroissement du risque
de mortalité et de la progression vers l'insuffisance rénale chronique terminale (IRCT) lié a
I’effet combiné du niveau d’albuminurie et de la diminution du DFG. Ces résultats incitent a
tenir compte de I'albuminurie dans la classification des stades de I'IRC.

Un an plus tard, le Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) a proposé une
nouvelle classification prenant en compte le parameétre de I’albuminurie [102] Cette nouvelle
classification repose sur le DFG et le ratio A/C et met I'accent sur le diagnostic clinique. [103]
L’'HAS recommande de également de classer I'IRC selon la classification des KDIGO 2012.
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3.2. Evaluation

L’évaluation du DFG permet I’exploration d’une des fonctions rénales, I'épuration. Le DFG est
influencé par de nombreux facteursdont les plus importants sont I’age et le sexe. Plusieurs
méthodes ont été développées pour évaluer le DFG. Le principe de I'’ensemble de ces
méthodes repose sur la clairance rénale qui est une propriété physiologique du rein menant
a I"épuration du volume plasmatique d’une substance donnée par unité de temps.

Un bon marqueur d’évaluation du DFG doit répondre a des critéres spécifiques. Qu'il soit
endogéne ou exogéne, le marqueur doit étre de faible poids moléculaire, étre entierement
filtré par le glomérule, non réabsorbé, non sécrété ou métabolisé au niveau tubulaire, non lié
aux protéines plasmatiques et physiologiquement non toxique. [104]

La clairance rénale de l'inuline a été utilisée pendant longtemps comme technique de
référence pour la mesure de la fonction rénale car elle remplissait les critéres d’'un bon
marqueur. Plusieurs autres molécules exogénes comme l|'iohexol, ou l'iode 125 sont
également employées pour la mesure de la fonction rénale mais précédemment nous avons
vu que ces méthodes n’étaient pas utilisées en pratique courante car elles sont onéreuses,
invasives, et nécessitent une collecte d’urine de 24 heures.

Au quotidien, I'estimation du DFG a été développée a partir de différentes formules basées
sur la créatinine vues précédemment. La créatinine est une molécule de bas poids
moléculaire, filtrée par les glomérules. De plus, des études ont mis en évidence la corrélation
entre la clairance de la créatinine et le DFG, et la créatinine sérique. [105] Cependant, la
clairance de la créatinine est supérieure a celle du DFG parce qu’en plus d’étre filtrée au
niveau glomérulaire, la créatinine est aussi secrétée par les cellules du tube proximal.

4. Epidémiologie

Les études épidémiologiques disponibles en population générale évaluent a 10% la prévalence
des adultes présentant un ratio A/C urinaire supérieur a 3 mg/mmol ou un DFGe inférieur a
60 ml/min/1,73m2. Le nombre de personnes ayant une maladie rénale chronique en France
peut donc étre estimé a pres de 3 millions.

4.1. Incidence et prévalence de I'IRC avant le stade terminal

En France, la prévalence globale de I'IRC non terminal est estimée entre 1,74 et 2,5 millions
de personnes. Cette valeur s’explique par la pyramide des ages observée dans les pays
industrialisées, avec plus de 10% de la population ayant plus de 60ans, et donc le risque de
pathologie vasculaire qui se répercute sur les reins et pouvant aboutir a une IRC est
grandissant.

Par ailleurs, la prévalence de I'IRC croft avec I’dge. A partir de 40 ans, on observe une
diminution du DFG de 1 ml/min par an chez 60% des patients.
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Le taux d’incidence rapporte le nombre de nouveaux cas d’une pathologie observée pendant
une période donnée. Comme I'IRC reste pendant longtemps silencieuse, il est difficile d’établir
son incidence avant le dernier stade de la maladie.

4.2. Incidence et prévalence de I'IRC au stade terminal

Le nombre de patients suivis pour une insuffisance rénale terminale (IRCT) en France est
connu grace au registre national REIN (Réseau Epidémiologique et Information en
Néphrologie), qui a été mis en place progressivement a partir de 2002. Actuellement, selon
les données issues du rapport du réseau REIN en 2016 : 84683 personnes sont au stade 5 dont
plus de 11000 ont commencé un traitement de suppléance pour IRCT en France
métropolitaine et départements d’Outremer, soit une incidence globale de 165 par millions
d’habitant (pmh).

L’objectif de ce registre REIN est d’estimer la prévalence et I'incidence de I'IRCT et d’évaluer
sa prise en charge par traitement de suppléance, dans le but d’adapter le systéme de soins. Il
repose sur un enregistrement en continu d’informations sur I'ensemble des malades en
traitement de suppléance pour une IRCT.

L'incidence est plus élevée chez les hommes (+91%) par rapport aux femmes, surtout en
France métropolitaine. L’dge médian des patients a l'initiation du traitement de suppléance
est de 70,7 ans, alors qu’elle est de 59,5 ans en Guyane. [106] L’incidence globale augmente
fortement avec I’age jusqu’a 75 ans. La greffe préemptive et la dialyse péritonéale
représentent respectivement 4% et 10,1% des premiers traitements de I'IRCT chez I’ensemble
des patients compris dans le registre. La dialyse péritonéale reste pratiquée en premier dans
I’hexagone (hormis en Aquitaine et DOM)

Les néphropathies hypertensive et vasculaire (25%) et la néphropathie diabétique (23%)
représentent environ la moitié des cas. Nous allons donc nous intéresser a ces étiologies
associées a la MRC.

5. Etiologies associées a la maladie rénale chronique

5.1. Diabéte, hypertension artérielle et atteintes vasculaires

L’'IRC est secondaire a une hypertension artérielle dans un quart des cas et un autre quart a
un diabete. Ces pathologies entrainent des |ésions vasculaires qui alterent la fonction rénale,
elles endommagent les vaisseaux sanguins de petits calibres qui amenent le sang vers les
cellules rénales, celles-ci étant chargées de I’élimination de I’eau et des déchets métaboliques.
En cas de privation d’oxygene, ces cellules meurent et la fonction diminue ce qui réduit la
capacité de filtration globale des reins.

Selon une étude en 2003, 10 ans apres le début d’un diabete, un tiers des patients
développeront une IRC dont 6% a un stade avancé. L'incidence de l'insuffisance rénale
terminale liée au diabéte augmente en raison de l'incidence du diabete et de I’allongement
de la survie des patients due a I'amélioration de la prise en charge cardio-vasculaire [107].
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L'atteinte rénale par I’hyperglycémie chronique (ou néphropathie diabétique) est une atteinte
spécifique, portant sur les petits vaisseaux des glomérules rénaux. La premiére manifestation
décelable de la néphropathie diabétique est une augmentation progressive de I'albuminurie :
d’abord faible (micro-albuminurie) puis plus importante (protéinurie), avec une diminution
croissante de la capacité du rein a filtrer (IRC).

A la différence des autres étiologies, celle-ci se distingue par d’éventuelles complications
propres au diabéte, notamment une rétinopathie diabétique qui est constante dans le diabete
de type 1, et présente dans 75 % des cas dans le diabete de type 2 [107].

L'effet délétere sur la fonction rénale d’une pression artérielle élevée et le bénéfice d’'un
traitement antihypertenseur sont reconnus. D’une part, I’hypertension artérielle (HTA) est
une cause potentielle d’'IRC dans la mesure ou elle est responsable d’environ 30% des cas
d’IRCT. D’autre part, I’"hypertension est une conséquence fréquente de I'IRC, environ 80% des
patients souffrant d’une IRC présentent une HTA au cours de la progression de leur maladie
rénale.

Les néphropathies vasculaires regroupent des maladies hétérogenes caractérisée par une
atteinte des vaisseaux rénaux. Ces maladies impliquent les gros vaisseaux (obstruction des
artéres rénales) ou bien les plus petits (néphroangiosclérose) et I'HTA reste au premier plan
en étant soit la cause soit la conséquence de la maladie rénale.

5.2. Les glomérulonéphrites primaires (ou primitives)

Auparavant considéré comme la cause principale d’IRC, aujourd’hui, elle ne concerne plus que
11% des patients en IRCT. Il s’agit le plus souvent d’une maladie inflammatoire auto-immune
du glomérule. L’'hématurie (sang dans les urines) et la protéinurie sont des signes
caractéristiques des glomérulonéphrites.

Certains types de glomérulonéphrites sont relativement bénins, d’autres ont une évolution
lentement progressive et sont souvent associés a une HTA et une IRC.

La réduction de la fonction rénale aboutit a une sollicitation plus importante des néphrons
restants. Cela contribue a I'installation d’une hyperfiltration avec une hyperpression intra-
glomérulaire. Cette derniere aboutit a la perte des néphrons restants et la progression de
I'IRC.

5.3. La polykystose rénale

La polykystose rénale autosomigue dominante (PKRAD) est une maladie génétique
héréditaire, caractérisée par de nombreux kystes au niveau des reins, responsable de 6% des
cas d’IRCT. LA PKRAD est la maladie rénale héréditaire la plus fréquente. L’atteinte rénale est
secondaire au développement de multiples kystes. Leur formation est due a une protéine
impliquée dans la différenciation des cellules de I’épithélium tubulaire. Ces kystes peuvent
étre responsables de pesanteur lombaire particulierement invalidante pour les patients.
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Cette maladie se caractérise par une période de plusieurs décennies sans aucune anomalie
clinique. Une hypertension artérielle apparait vers 30 — 40 ans, puis survient une IRC sans
protéinurie ni hématurie (contrairement a une glomérulonéphrite). Cependant ces signes
cliniques peuvent survenir lors de complications rénales ultérieures. Une échographie
abdominale montrant des reins aux contours déformés par les kystes permet le diagnostic,
ainsi qu’éventuellement une localisation extra-rénale de kyste, au niveau hépatique
notamment. [108] L’age moyen de I'IRCT se situe entre 50 et 70 ans et la PKRAD est la cause
de 8 a 10% des IRCT.

5.4. La pyélonéphrite

Les pyélonéphrites récidivantes (une cause infectieuse de néphropathie interstitielle
chronique) sont a I'origine de 4% des IRCT, surtout chez la femme. Les néphropathies
interstitielles chroniques regroupent une large variété de pathologies, caractérisées par un
dysfonctionnement tubulaire et une évolution lente. Ces néphropathies résultent d’une
atteinte prédominante du tissu conjonctif qui constitue la trame de soutien entre les
néphrons.

La pyélonéphrite se manifeste souvent par des poussées fébriles a répétition des I’enfance. La
répétition dans le temps de ces épisodes entraine au cours du temps la destruction des reins
et peut évoluer vers une IRC.

Les signes qui permettent de diagnostiquer une néphropathie interstitielle chronique peuvent
étre :
- Desdonnées de l'interrogatoire (antécédents d’infections urinaires a répétition, prises
de médicaments)
- Des signes liés a la découverte d'une IRC ou d’une anomalie comme une
microalbuminurie, hématurie microscopique, leucocyturie
- Une fréquente polyurie avec nycturie
- Une HTA d’apparition plus tardive que dans les autres néphropathies chroniques (vers
les stades 4 ou 5 de I'IRC)

5.5. Autres causes de I'IRC

Le lupus érythémateux disséminé

C’est une maladie systémique, auto-immune, qui touche préférentiellement les femmes.
Cette pathologie est la source d’auto-anticorps et de complexes immuns entrainant des
Iésions sur de multiples organes et tissus de I'organisme.

Les symptémes les plus fréquents sont des lésions cutanées au visage caractéristiques (dit
« masque lupique »), des douleurs articulaires type polyarthrite et surtout un retentissement
sur différents organes notamment les reins. [109]

Le syndrome d’Alport

C’'est une maladie héréditaire se caractérisant par des anomalies de la composition
biochimique de la membrane basale du glomérule entrainant un défaut de filtration. Elle
résulte de mutations dans les génes codant pour les chaines de type alpha (a3, a4 ou a5) du
collagéne de type IV qui perturbent la fonction normale des membranes basales capillaire
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dans les reins, yeux et oreille interne [110]. L’association de troubles auditifs, voire oculaire
et d’IRC surtout chez le garcon, doit faire penser a cette maladie. L'IRC s’installe précocement
entre 15 et 30 ans.

En conséquence, I'intégrité de la barriére de filtration glomérulaire est perturbée, entrainant
des modifications hémodynamiques glomérulaires et par la suite, une fibrose glomérulaire et
tubulo-interstitielle progressive avec inflammation sévere [111].

La gravité de la mutation du géne est associée a |’apparition plus ou moins rapide de la maladie
et son évolution agressive [112].

Les néphropathies glomérulaires chroniques secondaires

Ce sont des néphropathies secondaires notamment a une maladie de systéme comme le lupus
érythémateux disséminé, le purpura rhumatoide, la maladie de Berger et d’autres causes plus
rares comme une cirrhose voire le syndrome d’immunodéficience humaine.

Cliniguement, les signes d’appels les plus fréquents sont la protéinurie (I'importance est
variable mais qui peut parfois dépasser 3 grammes par 24 heures), I’'hématurie et I'HTA qui va
s’aggraver au fur et a mesure de la progression de I'IRC.

Le purpura rhumatoide et la maladie de Berger, a l'origine des néphropathies dite a
Immunoglobuline A (IgA), ont en commun la présence de dépots d’IgA dans le mésangium
mais qui peuvent proliférer vers les zones endo- et extracapillaires, décelable grace a un
examen par immunofluorescence.

6. Lafibrose rénale : mécanismes et exemple de la fibrose tubulo-interstitielle

Comme nous I'avons vu précédemment, les causes primitives des atteintes rénales peuvent
étre multiples. Cependant, quelle que soit I'atteinte initiale, la majorité des néphropathies
évolue vers le développement d'une fibrose rénale. La fibrose est définie par une
accumulation exagérée de matrice extracellulaire (MEC), elle peut se développer dans
plusieurs organes (foie, poumons, cceur, rein) et sa présence est souvent associée a la perte
de I'organe concerné [113] [114]. Nous allons ici aborder le cas de la fibrose rénale.

En regle générale, a la suite d’une lésion, le rein déclenche le processus de cicatrisation pour
se régénérer. Ce processus est bien régulé, aboutit a la formation d’un tissu cicatriciel et
permet le maintien structural et fonctionnel du tissu. La fibrose s’assimile a un phénomene de
cicatrisation mal controlé. [115] En effet, lors de ce processus, malgré la résolution du stress
initial le processus de cicatrisation se poursuit ce qui méne a une accumulation de MEC, a la
formation de cicatrices fibreuses, a la déstructuration architecturale de I'organe et a la perte
de la fonction rénale.

Il existe 3 grands types de fibrose rénale, dépendantes de |’étiologie de départ : la fibrose
vasculaire, la fibrose glomérulaire (glomérulosclérose) et la fibrose tubulo-interstitielle (FTI).
La majorité des pathologies rénales chroniques ont pour origine une atteinte du glomérule et
sont donc associées a des lésions de glomérulosclérose. Cependant, la fibrose progresse
ensuite le plus souvent vers le compartiment tubulo-interstitiel [116].

Nous allons brievement présenter I’exemple de la FTI, afin de comprendre la physiopathologie
de la fibrose rénale qui explique biologiquement la diminution de la capacité rénale.
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Figure 14 : Les 3 étapes de la fibrose tubulo-interstitielle. Extrait de I’article de Klein J. [117]
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6.1. Phase inflammatoire

En réponse a l'atteinte initiale, les cellules rénales stressées produisent des cytokines
inflammatoires et des chimiokines, induisant de ce fait une réponse inflammatoire chronique.
Il s’ensuit une augmentation de I’expression des chimiokines et des molécules d’adhésion,
associée a une infiltration massive de cellules inflammatoires[118][119] notamment des
macrophages dont le degré d’infiltration est d’ailleurs considéré comme un facteur prédictif
des néphropathies [120]. Il faut noter qu’il y’ a deux types de macrophages présents dans le

tissu inflammatoire :
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Macrophages de type M1, naissent lorsque les monocytes sont activés par IFNy
(interféron y) et le TNFa (tumor necrosis factor a), qui sont déléteres, produisant des
radicaux libres oxygénés et sécretent des cytokines pro-inflammatoires tels que TNFa

et IL-1-B, contribuant a la progression de la fibrose

Macrophages de type M2, naissent lorsque les monocytes sont activés par IL-4, IL-10
et IL-13 ou TGFP (transforming growth factor B), qui ont un effet protecteur. Méme
s’ils produisent le TGFB et de la MEC, ils ont comme fonction principale de réduire
I'inflammation grace a la sécrétion de cytokines anti-inflammatoire comme IL-10 et IL-

6. [121][122]



6.2. Phase d’apparition des myofibroblastes

Les macrophages activés synthétisent de grandes quantités de TGFB et CTGF (connective
tissue growth factor) soit deux cytokines qui peuvent stimuler la prolifération et I’activation
des fibroblastes en myofibroblastes. [123] Des études récentes suggérent que d’autres
populations de cellules peuvent servir de réservoirs a myofibroblastes tels que les cellules
épithéliales tubulaires des vaisseaux. Ces cellules, lors de |a fibrose, peuvent potentiellement
étre changées par I'intermédiaire de processus appelés respectivement : transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) et transition endothélio-mésenchymateuse (TEndM) selon les
cellules concernées.

Les péricytes, cellules constitutives de la paroi des vaisseaux représenterait aussi un réservoir
a myofibroblastes d’'une grande capacité. (Figure 14)

6.3. Phase d’accumulation de la matrice extracellulaire (MEC)

La population réduite de cellules mésenchymateuse appelée fibroblastes, dont la fonction est
le maintien architectural du tissu rénal devient donc une masse croissante de cellules
différenciées appelées myofibroblastes, lors du processus inflammatoire.

Les myofibroblastes sont les cellules principales responsables de I'accumulation de la MEC car
elles produisent de grandes quantités de protéines matricielles (fibronectine, collagéne de
type l et lll).

Parallélement a cette accumulation, les myofibroblastes vont inhiber la dégradation des
protéines matricielles en synthétisant des inhibiteurs de protéases tels que PAI-1
(plasminogene activator inhibitor 1) ou les TIMP (tissue inhibitor of metalloprotease)

Pour résumer les trois phases, lors de la fibrose, les cytokines profibrotiques synthétisées par
les macrophages infiltrés et les cellules rénales lésées induisent ['activation et Ia
différenciation de multiples types cellulaires, ces phénomeénes convergeant tous vers
I'apparition des myofibroblastes et I'accumulation de MEC. De plus, les myofibroblastes
synthétisent eux-mémes de grandes quantités de TGF-B et de CTGF, faisant ainsi basculer le
processus dans un cercle vicieux a I’origine de la propagation et de |’aggravation des lésions.

Nous reverrons ultérieurement, dans la partie consacrée a la place des microARNs dans la
prise en charge de la maladie rénale chronique, ces étapes plus en détails ainsi que les
mécanismes de progression de la fibrose.

7. Facteurs de risques et facteurs aggravants

Le risque de présenter une IRC est favorisée par un ensemble de facteurs intervenant lors des
différents stades évolutifs de la maladie rénale chronique. La connaissance de ces facteurs
permet d’envisager de facon plus appropriée la prise en charge dés I'IRC. On distingue les
facteurs de susceptibilité, d’initiation et de progression.
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- Les facteurs de susceptibilité, qui augmentent la probabilité de développer une MRC :
antécédents de néphropathies, faible poids de naissance, diminution de la masse
rénale, age élevé, médicaments néphrotoxiques, épisodes d’insuffisance rénale
aigués, expositions a des toxiques professionnels (plomb, mercure, cadmium), faible
niveau socio-culturel.

- Les facteurs d’initiation, qui jouent un role direct dans l'initiation de la MRC. lIs
différent en fonction de la lésion primitive considérée : diabéte, HTA, maladies auto-
immunes, infections systémiques (lié aux néphropathies a IgA), infections urinaires
(incluant les pyélonéphrites), calculs et obstructions, maladie héréditaire.

- Les facteurs de progression, qui sont susceptibles d’aggraver les dommages rénaux et
d’accélérer la progression de la maladie. lls sont modifiables par une prise en charge
adaptée : protéinurie importante, pression artérielle élevée, glycémie élevée,
dyslipidémie, production d’Angiotensine |l élevée, régime riche en protides, anémie,
tabagisme, médicaments néphrotoxiques, grossesse.

L’hypertension artérielle et la protéinurie représentent 2 facteurs majeurs de la progression
de l'insuffisance rénale chronique. L’HTA induit une hyperfiltration des néphrons résiduels ce
qui entraine leurs destruction accélérée et I’évolution vers la glomérulosclérose. Elle peut
également induire une insuffisance cardiaque par augmentation de la post-charge du
ventricule gauche, dont les effets s’ajoutent a ceux de I'IR.

La protéinurie est favorisée par I’hyperfiltration des néphrons restants. La maitrise de I'HTA
et de la protéinurie sont les principaux moyens utilisés pour ralentir la progression de I'IRC
guelque soit I'origine de la néphropathie.

8. Complications de l'insuffisance rénale chronique

Les reins ont une capacité de travail trés supérieure aux besoins habituels du corps (ce qui
explique que I’on peut vivre normalement avec un seul rein). lls peuvent compenser une perte
de fonction progressive. En conséquence, les symptomes de I'insuffisance rénale chronique
apparaissent plusieurs années apres le début de la maladie.

Les symptomes cliniques principaux de la MRC sont :
- Asthénie, anémie, altération de la qualité de vie
Crampes musculaires, démangeaisons, insomnies
Rétention hydro-sodée, urines foncées, hypertension artérielle
Nausées, dénutrition et perte de poids, cedemes [124]
Les signes biologiques sont les suivants :
- Toxicité urémique majeure (urée et créatinine sériques tres élevées)
- Vitesse de dégradation du DFGe
- Troubles électrolytiques et acido-basique majeurs (hyperkaliémie dans les derniers
stades, acidose, hyperphosphorémie, hypocalcémie
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Les symptomes évoqués, du fait de la période asymptomatique de la MRC, n’apparaissent que
tardivement lorsque les reins sont déja endommagés par la maladie. De ce fait, on considére
ces symptomes comme une partie des complications de I'IRC. Ici, nous détaillerons
brievement les principales complications connues.

8.1. Les complications cardio-vasculaires de I'IRC

L'insuffisance rénale chronique contribue a une dégradation de la fonction cardiaque, a une
hypertrophie cardiaque et a un risque plus élevé d’accidents cardio-vasculaire. La
détérioration de la fonction rénale favorise I’altération du systéme cardiovasculaire et
inversement, définissant le syndrome cardio-rénal

8.1.1. Hypertension artérielle

Selon les dernieres recommandations KDIGO 2012, une hypertension artérielle (HTA) est
définie chez les patients souffrant d’IRC par une pression artérielle systolique (PAS) supérieure
a 130 mmHg et/ou une pression artérielle diastolique (PAD) supérieure a 80 mmHg.

La pathogénese de I'HTA associé a la MRC est constituée de plusieurs désordres
hémodynamiques qui interagissent entre eux. En résumé, |'hypertension et la perte de
néphrons s’aggravent mutuellement.

L'HTA est associé également a I'augmentation du débit cardiaque, secondaire a I'anémie et a
I’expansion du volume extracellulaire avec rétention hydro-sodée et pourrait également
refléter le processus d’artériosclérose.

8.1.2. Atteintes cardiaques et vasculaires

L’hypertrophie ventriculaire gauche (HVG) est précoce dans I'IRC et sa physiologie est mixte.
En effet, elle est secondaire aux perturbations hémodynamiques (augmentation de la post-
charge liée a I’'HTA) et fonctionnelles (anémie chronique, hyper volémie, ...)

L'HTA, de par sa fréquence, représente |'étiologie principale de I’'HVG.

L'HVG, en dehors de toute insuffisance cardiaque, est une facteur de risque indépendant de
mortalité cardio-vasculaire.

Les calcifications valvulaires et coronariennes

Le systeme vasculaire de [linsuffisant rénal chronique est dilaté, épaissi et rigide.
Parallélement, les troubles du métabolisme minéralo-calcique contribuent aussi a la
calcification des vaisseaux, notamment coronaires. En conséquence, plus de 50% des décés
sont liés a un accident vasculaire artériel : accident vasculaire cérébral (AVC), infarctus du
myocarde (IDM), artériopathie des membres inférieurs.

La cardiotoxicité des toxines urémiques a montré qu’elle entrainait une augmentation de
I’épaisseur de I'intima et de la média. Le remodelage généralisé de la média artérielle conduit
a larigidité de I'arbre vasculaire.
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8.2. Les troubles du métabolisme phosphocalciqgue

Dans I'IRC, dés que le DFG passe en-dessous de 60 ml/min/1,73m2, on note la réduction de
I’excrétion urinaire de phosphate, se traduisant par une hyperphosphatémie. Il va s’ensuivre
une chaine réactionnelle, en commengant par une augmentation de la sécrétion de FGF23
(Fibroblast Growth Factor 23) qui est une hormone d’origine osseuse (Figure 15). Le FGF23 est
responsable d’'une diminution de la réabsorption proximale des phosphates et de la sécrétion
rénale de calcitriol. Cette diminution aboutit a une réduction de I'absorption de calcium, se
traduisant par une hypocalcémie. [125]

De plus, la diminution du calcitriol entraine également une augmentation de la sécrétion de
la PTH (parathormone ou hormone thyroidienne) par rétrocontrole de parathyroide
(parathyroidie secondaire) entrainant une augmentation du remodelage osseux.

Cliniguement ces troubles du métabolisme phosphocalcique se manifestent par 2 grands
types de |Iésions osseuses pouvant s’associer pour constituer la maladie osseuse rénale
(ostéodystrophie rénale) :
- L'ostéite fibreuse, correspondant a une destruction osseuse accélérée, consécutive a
I’hyperparathyroidie secondaire.
- L'ostéomalacie, correspondant a une diminution de la formation osseuse,
consécutive a une carence en vitamine D.

Tube digestif
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Parathyroides

. hydroxylation
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Figure 15 : Représentation schématique des troubles du métabolisme phosphocalcique —
Extrait du Manuel de Néphrologie CUEN 2018 Item 261. [124]
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8.3. Les troubles hématologiques

Le patient atteint d’IRC développe fréquemment une anémie (hémoglobine inférieure a 12
g/dL chez la femme et inférieur a 13 g/dL chez ’lhomme) en raison d’une diminution de la
production rénale d’érythropoiétine (EPO), hormone qui stimule la production de globules
rouges dans la moelle osseuse. La carence en fer est la raison principale qui limite le
fonctionnement de I'érythropoiése. Les patients atteints de néphropathie chronique sont
prédisposés a une carence en fer, en particulier les patients sous dialyse. [126]

D’une part, I'anémie entraine une altération de la qualité de vie des patients liée a ses
manifestations cliniques : I'asthénie, I'incapacité a faire des efforts, essoufflement, maux de
téte, vertiges, paleur de la peau.

D’autre part, elle entraine une augmentation du débit cardiaque, une dilatation des cavités
ventriculaires suivie d’'une hypertrophie compensatrice, et finalement, un dysfonctionnement
systolique avec insuffisance cardiaque.

L’origine rénale de I'anémie est affirmée par:

- I'absence de saignement en particulier gastro-intestinal ou gynécologique ;

- le caractere normochrome (concentration globulaire en hémoglobine normale),
arégénératif (taux de réticulocytes bas) ;

- le caractere normocytaire (taille des globules rouges normale) ;

- l'absence de carence en folates et vitamine B12 (volume globulaire moyen (VGM)
normale) ;

- I'absence d’inflammation chronique ou aigiie (protéine C réactive (CRP) normale)

8.4. Les troubles de I’équilibre acide base.

L’acidose est définie par une concentration artérielle plasmatique des protons (H+) supérieure
a 43 nmol/L ou un pH (potentiel hydrogéne) inférieur a 7,38. L'acidose est dite
« métabolique » lorsque [|'anomalie primitive désigne une concentration artérielle
plasmatique de bicarbonate (HCO3-) inférieure a 22 mmol/L. [127]

Chez le sujet sain, une alimentation normale et sa métabolisation génére une charge acide
qguotidienne équivalente a 50 a 100 nmol de protons, que I'organisme doit éliminer pour
maintenir le pH du liquide extracellulaire a 7,4. Les reins éliminent cette charge en acidifiant
I'urine a un pH habituellement compris entre 5 et 6. L’excrétion acide dans les urines est
principalement réalisée sous forme d’ions ammonium.

Lorsque I'IRC est |égére, la réduction du nombre de néphrons fonctionnels est compensée par
une augmentation de I'excrétion des protons par néphrons pour maintenir un équilibre.
Lorsque I'IRC progresse, le faible nombre de néphrons fonctionnels restants ne permet plus
une capacité d’adaptation tubulaire suffisante.
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L’exces de protons accumulés consomme des ions des bicarbonates dont la concentration
s’abaisse et se stabilise généralement entre 12 et 20 mmol/L au stade 5 de I'IRC.
L’acidose métabolique chronique a pour conséquences :

- Une aggravation des |ésions au niveau osseux ;

- Un catabolisme protéique musculaire excessif ;

- Une majoration du risque d’hyperkaliémie.

Les manifestations cliniques d’une acidose métabolique sont peu spécifiques: en cas
d’acidose aigue sévere on note une polypnée (hyperventilation compensatrice), une détresse
respiratoire, et en cas d’acidose chronique, lithiases et néphrocalcinose, amyotrophie, retard
de croissance, ostéomalacie.

Un dosage annuel des bicarbonates sériques est recommandé en cas d’IRC légere pour
détecter |'acidose métabolique en stade précoce de I'IRC et débuter une correction

médicamenteuse dés que le taux de bicarbonates descend en dessous de 22 mmol/L.

8.5. Les conséquences métaboligues

8.5.1. Hyperuricémie

L’hyperuricémie est un probléme fréquent chez les patients souffrant d’IRC. Des travaux ont
démontré une association entre le taux d’urates sanguins et une progression de I'IRC. La
manifestation clinigue de I'hyperuricémie la plus commune est appelé « goutte »:
typiguement, I'apparition brutale d’'une monoarthrite douloureuse aux membres inférieurs
(particulierement la 1° articulation métatarso-phalangienne). [128] L’association entre
maladie rénale chronique, la goutte et I’hyperuricémie est courante. [129][130]

L’hyperuricémie, définie par un taux d’acide urique supérieur a 420 umol/L chez ’homme et
a 360 umol/L chez la femme, présente des conséquences directes sur le rein et la fonction
glomérulaire.

Cliniguement, la plupart des patients hyperuricémiques restent silencieuses et ne nécessitent
pas d’étre traités. Cependant, en cas de crises de goutte, I'hyperuricémie doit étre prévenue
et traitée

La prise en charge des crises de gouttes peut étre différente en raison des précautions
d’emploi ou de contre-indications médicamenteuses chez les personnes atteintes dont la
fonction rénale est altérée.

8.5.2. Hyperkaliémie

La concentration extracellulaire en potassium est régulée par divers mécanismes et lorsque la
fonction rénale est normale, I'excédent de potassium est facilement éliminé (90% du
potassium est éliminé par voie rénale). Au cours de I'IRC, cette fonction du rein est
déséquilibrée, dans ce cas la diminution de la capacité d’excrétion rénale se traduit par une
hyperkaliémie.
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L’'Hyperkaliémie se définit par un taux sérique de potassium supérieur a 5,5 mmol/L.
L'hyperkaliémie peut provoquer des probléemes cardiaques (arythmies ventriculaires) et
neuromusculaires (faiblesse musculaire).

Une surveillance s'impose en particulier chez les patients atteints de troubles du rythme et/ou
de la conduction cardiaque chez lesquels méme une légére augmentation de la kaliémie peut
provoquer des arythmies sévéres. Le risque d’hyperkaliémie est majoré chez les diabétiques
(hypoaldostéronisme) et chez les patients traités par les inhibiteurs de I’'enzyme de conversion
de I'angiotensine (IEC), les antagonistes du récepteur AT-1 de I'angiotensine Il (ARAIl) et les
diurétiques épargneurs de potassium (I'amiloride et la spironolactone). [131]

8.5.3. Dyslipidémies

Le développement précoce d’une artériosclérose est favorisé par de nombreux facteurs dont
les anomalies lipidiques dés les stades précoces de I'IRC. L'anomalie la plus fréquente consiste
en une hypertriglycéridémie modérée qui est retrouvée chez 30 a 70% des IRC. Elle est liée a
un défaut d’épuration des triglycérides en rapport avec une baisse de I'activité des différentes
lipases ? Une augmentation du cholestérol total et du LDL-cholestérol (Low Density
Lipoprotein) est rarement observée en I’absence de syndrome néphrotique.

L’hypertriglycéridémie, définie par une concentration sérique des triglycérides supérieure a
1,70 mmol/L n’est pas athérogéne en soi. Par contre, la baisse du taux d’"HDL-cholestérol
(Hugh Density Lipoprotein) ainsi que sa dysfonction[132] et I'augmentation des béta-VLDL
(Very Low Density Lipoprotein) qui lui sont fréguemment associés, sont des facteurs
athérogenes qui augmentent fortement le risque cardiovasculaire des IRC. En effet, les
lipoprotéines de faibles densité (LDL et VLDL), en raison de leurs capacités a infiltrer la paroi
du vaisseau, peuvent se retrouver dans I'intima artériel et sont sensibles a I’oxydation. [133]

Cependant, tandis que le cholestérol dans la population générale est lié au risque de
développer et de mourir d’'une maladie cardiovasculaire, les données de la population IRC sont
moins claires. En fait, on assiste au phénomeéne d’épidémiologie inverse, mis en évidence chez
les patients en dialyse, avec des taux de cholestérol plus bas, associés a des taux de mortalité
plus élevés. Une explication possible serait la malnutrition et le statut inflammatoire de cette
population. [134] Il faut noter que cette tendance observée dans la population dialysée n’est
pas transposable aux populations IRC des stades plus précoces de la maladie.

8.5.4. Dénutrition protéino-energétique

Au cours de I'IRC, une dénutrition peut apparaitre lorsque la filtration glomérulaire devient
inférieure a 40 mL/min/1,73m?2. Cette dénutrition reléve de différents mécanismes :
- Réduction spontanée d’apports protéiques et caloriques (due a I’anorexie), d’autant
plus prononcée que la fonction rénale est altérée ;
- Altération du métabolisme des principaux nutriments ;
- Accumulation de toxines urémiques (acide indol-3-acétique, indoxyl sulfate) [135] ;
- Catabolisme protéique en augmention lié a I'acidose métabolique (surcharge d’acides
non volatils issus de |'alimentation dans les reins) ;
- Résistance a l'insuline ;
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- Hyperparathyroidie et résistance a I’effet anabolique de I’hormone de croissance dues
aux pathologies infectieuses ou inflammatoires intercurrentes. [136]
Cette complication se manifeste cliniquement par une perte de masse maigre avec atrophie
musculaire importante, une altération de I'état général avec faiblesse ce qui affecte
grandement la qualité de vie du patient et augmente le risque de morbidité et de mortalité.
[137]

8.5.5. Troubles sexuels et troubles de la fertilité

Dans la plupart des cas, les troubles sexuels sont observés chez les patients dialysés
(hémodialyse ou dialyse péritonéale) mais apparaissent souvent avant le début de la dialyse.
Cela peut se manifester cliniquement chez la femme par : des irrégularités menstruelles (trop
fréquentes ou trop rares) voire absentes (aménorrhée), des cycles anovulatoires expliquant
une stérilité ; chez I’lhomme par : des troubles érectiles (plus commun si un patient est agé
et/ou en cas de diabéte associé) et une baisse de la qualité du sperme.

Des études ont montré que I'analyse du sperme chez les hommes atteint d’'IRC réveéle souvent
un volume d’éjaculation faible, une faible numérotation des spermatozoides et une
diminution de leur mobilité [138][139]

La détérioration de la fonction rénale peut également impliquer des perturbations de |'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique avec des taux accrus d’hormone lutéinisante (LH) et
d’hormone folliculostimulante (FSH) et de diminution du taux de testostérone, induisant la
diminution de la spermatogénese chez les hommes [140] et des troubles ovulatoires chez les
femmes.

Il est a noter que le facteur hormonal n’est pas la seule cause possible. Ces troubles peuvent
aussi étre dus a une comorbidité (maladie concomitante), des médicaments (bétabloquants)
ou des problemes psychologiques.
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9. Le traitement de la maladie rénale chronique

9.1. Les traitements médicamenteux étiologiques de la MRC

A tous les stades de la maladie, I'information et I’éducation du patient sont essentiels et
posent les bases de la prise en charge de la maladie rénale chronique. Cela permet d’inclure
le patient lui-méme dans le processus de soin et de réduire les risques d’échec thérapeutique
(inobservance du traitement médicamenteux, non-respect des mesures hygiéno-diététiques,
apports alimentaires en sodium et en protéines non controlés par exemple).

Il est a noter que tout au long de I’évolution de la maladie, le contréle clinique, le controle
régulier des marqueurs biologiques associés aux complications de la MRC s’impose afin
d’optimiser la prise en charge médicamenteuse. La prise en charge psycho-sociale est
également importante en particulier dans les stades avancés de la maladie.

En premier lieu, le controle de la pression artérielle et de I'albuminurie sont essentiels au
traitement de la MRC pour réduire le risque cardio-vasculaire et ralentir la progression de
I'insuffisance rénale [94].

En cas d’albuminurie et/ou d’hypertension artérielle, le traitement médicamenteux de
premiere intention inclus les inhibiteurs de I’'enzyme de conversion (IEC) (ou les antagonistes
du récepteur de I’'angiotensine Il (ARAII) si intolérance aux IEC ou contre-indication) soit les
inhibiteurs du systéme rénine angiotensine afin de réduire la protéinurie. Sur le plan clinique,
les IEC ou ARAII ralentissent le déclin du DFG de maniére plus efficace que d’autre traitements
antihypertenseurs [141][142] et leur effet anti-protéinurique est non seulement lié a une
baisse de la pression capillaire mais aussi a une modification de la perméabilité de la
membrane basale glomérulaire [143].

La population des patients « MRC » a un risque cardio-vasculaire élevé. Il faut par conséquent
controler le taux de lipides (prescription de statines justifiée si dyslipidémie, en compléments
des MHD), évaluer le risque thrombotique et, si besoin, fournir une aide au sevrage tabagique.

Le cas particulier de la néphropathie diabétique inclus donc le contréle glycémique et le
traitement du diabéte du patient. L’hyperglycémie, avec I'hypertension artérielle et le tabac,
constituent des facteurs aggravant la protéinurie et contribuent a dégrader la fonction rénale
[94].

A partir du stade 3 (3B) soit lorsque que le DFG est inférieur a 60 (45) mL/min/1,73m? :

Il convient de renforcer les mesures initiales: controle glycémique (hypoglycémies plus
fréquentes, hémoglobine glyquée perturbée), controle de la pression artérielle
(hyperkaliémie) et traiter les complications :

- Anémie (recherche de carence martiale associée et autres déficits en folates et/ou
vitamine B12). Un traitement par agent stimulant de I'érythropoiése (ASE) avec une
supplémentation en fer est justifiée dés que le taux hémoglobine est inférieur a 10
g/dL et/ou que la ferritinémie est inférieure a 100 pg/L. S’il y’a une résistance aux ASE,
ou hémodialyse associée, la transfusion sanguine est une option thérapeutique.
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- Troubles du métabolisme phosphocalcique

o Carence en vitamine D, supplémentation en vitamine D3.

o Hyperphosphorémie, en plus de la restriction protéique, on peut utiliser des
sels de calcium (carbonate et acétate de calcium), carbonate de lanthane et
carbonate de sevelamer soit des chélateurs du phosphore afin d’éviter
I’ostéodystrophie rénale.

o Hypocalcémie, utilisation de sels de calcium (carbonate de calcium)

o Hyperparathyroidie, aprés correction de la carence en vitamine D recours en
deuxiéme intention aux sels de calcium, aux dérivés actifs de la vitamine D
(calcifédiol [25-OH-D3], alfacalcidol [1a-OH-D3] et calcitriol [1,25-(0OH)2-D3],
calcimimétiques (patient dialysé), chirurgie parathyroidienne.

- Acidose métabolique, correction par du bicarbonate de sodium par voie orale, voir
par voie intraveineuse si acidose aigue sévere.

- Hyperkaliémie, arréter les traitements hyperkaliémiants (IEC, ARA I, diurétiques
épargneurs de potassium en premiére intention, si besoin, utilisation de chélateurs du
potassium soit des résines d’échanges d’ions

- Dénutrition, apres correction des MHD, I’ utilisation de complémentation nutritionnels
par voie orale ou par voie entérale/parentérale si incapacité de manger et la
supplémentation en vitamines (vit D, B1, B2, B6, vit C, acide folique, vit E) sont
justifiées.

9.2. Les traitements de suppléance

A partir du stade 4 soit lorsque le DFG est inférieur a 30 mL/min/1,73m? : Avec I’avis d’un
spécialiste en néphrologie, les traitements de suppléance sont envisagés, 1 an avant la date
anticipée. Les traitements de suppléance sont :

- Latransplantation, envisageable au stade 5 de la MRC
- Ladialyse péritonéale, moins utilisé que I’hémodialyse en France (<10% des patients
- L’hémodialyse

La transplantation, quand elle est possible, est le meilleur traitement. La transplantation sans
dialyse préalable est préférable (greffe préemptive)[94]. Deux possibilités existent :

- Greffon prélevé sur un donneur en état de mort cérébrale (probleme de disponibilité)
- Greffon chez un donneur vivant (probléme d’information des patients et de leur
famille, ainsi que des proches)

La dialyse est indiquée lorsque le DFG est inférieure a 10 mL/min/1,73m? ou quand
apparaissent les premiéres manifestations cliniques d’insuffisance rénale terminale. La
dialyse péritonéale (DP) est ambulatoire et réalisée quotidiennement : en journée, c’est la DP
continue ambulatoire (DPCA); la nuit, c’est la DP automatisée (DPA). Quant aux séances
d’hémodialyse, celles-ci sont réalisées en centre de dialyse en environnement contrélé, ou
hors centre voir a domicile: le patient recoit une formation pour les effectuer seul ou
accompagné d’'un membre proche ou de personnel médical.
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3¢me partie : Les
microARNSs dans la
maladie rénale
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Dans cette derniere partie, apres avoir présenté les microARN et la maladie rénale chronique
de maniere générale, nous allons voir plus en détails I'impact que les miARN ont sur la maladie
rénale chronique. En passant en revue les publications a ce sujet, nous verrons ol en est la
recherche scientifique dans I'implication des principaux microARN anti- et pro-fibrotiques, le
diagnostic et principalement la recherche de solutions thérapeutiques pour traiter la maladie
rénale chronique.

1. Introduction

Les analyses des profils d’expression de miARN ont permis d’identifier un panel de miARN,
dont miR-215, miR-146a et miR-886, ainsi que d’autres miARN (miR-192, miR-194, miR-21,
miR-200a, miR-204 et la famille let-7(a a g) dont I’expression est enrichie dans le rein par
rapport aux autres organes.[145] En comparant les niveaux de miARN des reins normaux par
rapport aux reins fibreux, Gomez et al.[146] ont identifiés 21 miARN régulés a la hausse et 3
régulés a la baisse.

La signature des miARN régulés positivement incluait plusieurs facteurs associés a la survie
cellulaire dans divers cancers, dont miR-15,-21,-200 et -451. Lors de la comparaison des
résultats obtenus avec des modeles de MRC humains et des modeles murins de |ésion rénale
avec fibrose due a une obstruction urétérale unilatérale ou a une lésion ischémique, il a été
constaté que 24 miARN étaient régulés en commun. Ceux-ci incluent : let-7i, miR-15b, -21,-
25,-132,-199 et -214, ce qui suggere que ces miARN pourraient jouer un role dans la régulation
du processus de la maladie.

2. Les microARNs anti-fibrotiques dans la MRC

2.1. La famille miARN let-7

Lethal-7 (let-7), I'un des premiers miARN découverts, a été impliqué dans le cancer et la
pluripotence [147][148]. Let-7 et les membres de sa famille sont hautement conservés d’une
espéce a I'autre et ont un réle essentiel dans la régulation de la reprogrammation cellulaire
[148]. Chez la souris, 12 genes codent pour des membres de la famille let-7, qui correspond a
neuf miARN : let-7a, let-7c, let-7f (codés par deux génes) et let-7b, let-7d, let-7e, let-7g, let-7i
et miR-98 (tous codés par un seul gene) [147]

Les membres de la famille Let-7 agissent comme des régulateurs négatifs des processus pro-
fibrotiques dans plusieurs états pathologiques, y compris la fibrose rénale[149][150].
L'inhibition de let-7b dans les cellules épithéliales tubulaires proximales de rat augmenterait
I’expression du récepteur 1 de TFG-R1 (TGF-BR1) et imiterait certains des effets profibrotiques
de TGF-R1 [151]. Park et al.[150] ont découvert que les miARN de la famille let-7 ciblaient les
produits géniques tels que le collagene de type 1- a2 et le collagéne de type 4- al (Colla2 et
Col4al) de la matrice extracellulaire de la voie de signalisation du TGF-R dans les cellules
mésangiales de souris, et que la famille let-7 modulait négativement I’accumulation de Ia
matrice extracellulaire en régulant plusieurs acteurs dans la voie en partant du récepteur
jusqu’au produit final du gene.

Inversement, le régulateur négatif de la biogénése des microARN let-7, lin28b, a été régulé a
la hausse par TGF-R. Lin28 agit comme un amplificateur de la traduction et est un facteur de
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transcription qui forment un complexe avec OCT4 (octamer-binding transcription factor 4) sur
I’ADN[152].

Lin28 a été longuement étudié en tant qu’oncogéne et, récemment, il a été démontré gu’il
peut supprimer |'expression des miARN let-7 en se liant a un motif situé dans la boucle
terminale de son précurseur pre-let-7 et recrute 2 enzymes TUTases : Zcchcl1 et Zcchce6 pour
contréler la maturation du précurseur et ainsi réguler le taux de microARN let-7 mature
[153][154]

Il est a noter que dans les glomérules de souris diabétiques, les niveaux de let-7b sont
diminués, alors que les taux de lin28b, Col1a2 et Col4al ont augmenté. Ces résultats suggerent
que la restauration des taux de let-7 pourrait jouer un role en tant que suppresseur naturel
de la voie du TGF-I dans les cellules rénales au cours de la néphropathie diabétique (ND)
[150]. Park et al.[150] ont démontré que la suppression des miARN de let-7 par lin 28 est
médiée par le TGF-B par I'action des Smads. Le TGF-B induit par les conditions diabétiques
augmente la régulation de Lin28b par I'activation de Smad2 / 3. La régulation négative induite
par Lin28b des microARN de la famille let-7 facilite la régulation positive des collagénes (cibles
des microARN « let-7 »), conduisant a une accumulation de matrice extracellulaire
glomérulaire, une caractéristique principale de la néphropathie diabétique. Ces résultats
identifient Lin28 comme un nouveau géne cible de TGF-B et suggérent un nouveau role pour
la voie Lin28 / let-7 dans le contrdle de I’'accumulation de collagéne induite par TGF-B dans la
ND.
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Figure 16 : Modele schématique issue de la publication de Park et al. [150] décrivant les
mécanismes de l|'accumulation de collagéne dans la pathogenése de la néphropathie
diabétique dépendant des familles Lin28b et Let-7.
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La transition endothélio-mésenchymateuse (TEndM), citée précédemment, est une source
importante de fibroblastes dans la fibrose rénale. Une étude de Chen et ses
collaborateurs[155] ont rapporté que I'induction du miARN let-7 induite par le récepteur du
facteur de croissance des fibroblastes (FGFR) agit comme un régulateur négatif du processus
TEndM en inhibant la signalisation du TGF-R via la suppression de |’expression de TGF-B3, de
TGF-RR1 et du Smad?2.

Le tétrapeptide endogene, la N-acétyl-séryl-aspartyl-lysyl-proline (AcSDKP), possede des
actions antifibrotiques au niveau du coeur et des reins en raison de la prolifération cellulaire
et de la signalisation du TGF-R. Nagai et al. [156] ont démontré que les effets antifibrotiques
et anti-TEndM rénaux de AcSDKP chez des souris diabétiques de type 1 étaient associés a la
restauration des niveaux du miR Let-7. L’AcSDKP est hydrolysé presque exclusivement par
I’enzyme de conversion de |'angiotensine, et I’administration d’un IEC avec le tétrapeptide
ralentit la progression de la fibrose et inhibe la transition endothélio-mésenchymateuse par
rapport a un traitement par IEC en monothérapie. Des résultats similaires ont été observés
dans un modele de souris diabétique [157].

Les lipoxines sont des médiateurs lipidiques produits de maniére endogene qui favorisent la
résolution de I'inflammation et inhibent la fibrose, ce qui suggere un réle dans l'insuffisance
rénale. Les lipoxines atténuent la fibrose rénale dans un modéle d’'OUU chez le rat, ce
phénomeéne est associé a une expression a la hausse de miR let-7c [153]. Brennan et al. [153]
ont démontré que les lipoxines suppriment la fibrose rénale induite par le TGF-B1 par un
mécanisme impliquant une régulation a la hausse de let-7c et une régulation a la baisse de
son récepteur cible TGF-BR1.

2.2. La famille miARN-29

Les miR-29a, -29b et -29c ont une séquence germinale commune mais sont codés par des
locus génomiques distincts. Dans I’ensemble, on a signalé que ces miARN antifibrotiques sont
régulés a la baisse dans les maladies rénales chroniques [158][159]. De nombreux génes de la
MEC sont des cibles pour miR-29, notamment la fibrilline, les collagénes (I et Ill), I’élastine, les
laminines et I'intégrine-R1. En fait, la famille miARN-29 a le potentiel de réduire I’expression
d’environ 20 genes qui ont une action sur la formation de collagene.
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Figure 17 : Résultat d’expérience issue de la publication de Wei et al.[159] Un transfert de
géne miR-29b évite la fibrose rénale chez un modele murin de néphropathie (7¢ jour).
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D’apreés la figure 17, miR-29b aurait une action antiproliférative des collagénes | et Il ainsi
que sur l'actine alpha des muscles lisses (a-SMA) qui, comme les collagenes, participe au
maintien structural de la MEC. Ces résultats précisent méme une action plus importante sur
les collagenes (notamment celui de type Ill) que sur I'a-SMA.

Dans le cas spécifique de la néphropathie diabétique, une étude de Du et al.[160] montre des
taux de glucose élevés régulant négativement I'expression de miR-29a dans les cellules
tubulaires rénales HK-2 (human kidney 2), régulant négativement I’expression du collagéne
de type IV. Dans un modele diabétique, induit par streptozotocine, chez des souris
transgéniques miR-29a, miR-29a a réduit la fibrose glomérulaire et I'inflammation. Ces
résultats sont confirmés chez des souris avec expression de miR-29 nulle (=souris KO miR-29
pour Knock-Out) qui ont montré une hausse de |'activité histone désacétylase, induisant un
dysfonctionnement rénal par apoptose des podocytes et protéinurie [161][162].

La régulation négative de miR-29c a été associée a des augmentations significatives de la
fibrose interstitielle, des niveaux de protéines de collagene de type Il al et de tropomyosine
la dans le rein de rats soumis a une néphrectomie partielle au 5/6¢ et dans les reins de
patients présentant une néphropathie a IgA [163]. Cependant Guo et al. ont mis en évidence
un effet pro-inflammatoire de miR-29c dans la néphropathie diabétique (ND), réalisée par la
tristétraproline (TTP), en ciblant les patients ND et les podocytes de souris immortalisées
MPC5 (mouse podocyte cell line 5) [164].

Le TGF-B1 neutralise le role bénéfigue des membres de la famille miR-29 en régulant
négativement leur expression dans les cellules épithéliales tubulaires proximales (pTEC), les
cellules mésangiales et les podocytes [165]. La régulation négative induite par le TGF- de
I’expression de miR-29 est médiée par |'activation de la signalisation de Smad3. La liaison de
ce Smad3 avec un élément de liaison (SBE= Smad-binding element) dans la région promotrice
de miR-29 inhibe sa transcription dans les pTEC (cellules épithéliales tubulaires proximales) et
les fibroblastes en culture, ainsi qu’in vivo, dans un modéle murin aprés obstruction urétérale
unilatérale (OUU) [159]. En revanche, les souris KO Smad3 présentent une expression accrue
de miR-29 avec une fibrose rénale réduite dans le modéle murin OUU[159].

Fang et al.[163] ont rapporté que le chlorure de cobalt, qui augmente les taux de facteurs
induits par I’hypoxie (HIF — Hypoxia Inducible Factors), augmenterait aussi I'expression de miR-
29c dans les cellules rénales HK-2 épithéliales. La régulation a la hausse de miR-29c était
significativement atténué par I'inactivation de HIF-1 ou HIF-2a [163]. Ces résultats suggerent
que HIF-1 et HIF-2a contribuent également a la régulation de I’expression de miR-29c dans le
rein.

Long J. et ses collaborateurs[166] ont rapporté que I'accumulation de MEC et I'apoptose des
podocytes sont provoquées dans un modele murin de diabéete de type 2. L'inactivation de miR-
29c a réduit l"albuminurie et I'accumulation de cellules mésangiales. lls ont identifié
I’"homologue 1 de Sprouty (Spryl) comme cible directe de miR-29c¢ et ont apporté la preuve
que la régulation négative de Spry1 favorise |'activation de la Rho kinase, acteur important de
la régulation du cytosquelette et de la migration cellulaire, entrainant une augmentation de
I’apoptose cellulaire et de la synthése de la fibronectine (figure 18).
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Le traitement par inhibiteurs de Rho kinase atténue le développement de Iésions rénales dans
différents modeéles animaux [167]. Bien que les données reliant I'activation de la voie Rho /
Rho kinase et I'insuffisance rénale chez ’lhomme fassent défaut, ces études ont fournies des
démonstrations des effets néphroprotecteurs des inhibiteurs de la Rho-kinase [167-169].
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Figure 18 : Mécanisme proposé pour les effets supposés d'une glycémie élevée (HG = High
Glycemia) sur la voie de signalisation médiée par miR-29c conduisant a la néphropathie
diabétique. lllustration issue de la publication de Long et al.[166] GBM = membrane basale
glomérulaire

2.3. MiR-126

L'intron 7 de la protéine 7 du domaine semblable au facteur de croissance épidermique
(EGFL7= Epidermal Growth Factor-like domain-containing protein 7) héberge le gene
microRNA miR-126. Celui-ci posseéde des propriétés proangiogéniques, se situe dans les
cellules endothéliales[170] et fortement exprimé dans les vaisseaux sanguins[171]. Bijkerk et
al. [172] ont signalé que des souris, surexprimant mir-126 dans le compartiment
hématopoiétique, présentaient une diminution des marqueurs de fibrose aprés une Iésion
d’ischémie/reperfusion rénale. Les effets bénéfiques de miR-126 ont été attribués a la
préservation de l'intégrité vasculaire en raison de leur mobilisation vers les reins.

Al-Kafaji et al. [173] ont découvert qu'une diminution de I’expression de miR-126 en
circulation était associée au développement de la néphropathie diabétique (ND) chez des
patients diabétiques de type 2 et ont suggéré que miR-126 serait un potentiel biomarqueur
de progression de la ND.
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MiR-126 régule la réactivité des cellules endothéliales au VEGF. L'une des cibles de miR-126
est EGFL7, qui est impliqué dans la migration cellulaire et la maturation des vaisseaux sanguins
et qui fonctionne en interagissant avec le récepteur Notch et le ligand de Notch de type Deltad
[174]. En régulant négativement EGFL7, miR-126 peut coordonner |’angiogenese et la
maturation vasculaire. Toutefois, des recherches approfondies sont nécessaires car les
conséquences de cette régulation négative ne sont pas entierement comprises [175].

MiR-126 réduit également au silence de nombreux acteurs du maintien du phénotype
cellulaire des vaisseaux :
- Les protéines Spread-1 (Sprouty-related, EVH1 domain-containing protein 1) codés par
le géne SPRED1], ciblé par le miR-126, qui régulent négativement la signalisation du
VEGF (Figure 19)
- La DLK1 (delta like non-canonical Notch ligand 1)
- Des facteurs de transcriptions comme IRS1 (insulin receptor substrate 1), HOXA11
(homeobox protein)
- ainsi qu’un régulateur de la protéine G16 (RGS16), qui est un inhibiteur de la
signalisation du récepteur couplé a la protéine G. [174][176]

Pendant la réparation tissulaire, la délivrance de miR-126 aux cellules vasculaires du récepteur
supprime le régulateur RGS16 et permet a CXCR4, un récepteur membranaire de CXCL12
jouant un role important dans le développement de la vascularisation [177] et de la
cicatrisation vasculaire [178], de soutenir une boucle de rétrocontréle positif qui augmente la
production de son ligand CXCL12. Cela favorise le recrutement de cellules progénitrices et la
protection vasculaire. [179] (Figure 19)

MiR-126 peut également inhiber I'apoptose des cellules endothéliales vasculaires en
renforgant la signalisation PI3K / Akt (Phosphoinositide 3-kinases / protéine kinase B). [180]
(Figure 19) Ainsi, miR-126 pourrait protéger le rein en agissant sur plusieurs voies de
signalisation. L'intérét potentiel pour le traitement de la MRC requiert de futures recherches.

Fourdinier O. et ses collaborateurs [181] ont étudié miR-126 ainsi que le miR-223 en tant que
biomarqueurs potentiels de la MRC, sur une cohorte de patients atteints a différents stades
de la maladie, comparativement a des cas-témoins. Ils ont constaté une corrélation de ces
microARNSs a un DFGe plus faible pour les patients atteints ainsi gu’une tendance d’expression
a la baisse de miR-126 et de miR-223, respectivement a partir du stade G2 et G3B. (Figure 20,
encadrés rouge).

En ce qui concerne la mortalité globale de cette cohorte, I’équipe a constaté un taux de survie
plus bas pour les patients avec une expression de miR-126 ou 223 a la baisse. Le constat est
similaire quant aux événements cardiovasculaires et rénaux, ceux-ci surviennent quand
I’expression de ces miARNs est basse. Ces données permettent d’affirmer que la MRC est
associée a une diminution des niveaux circulants de ces deux microARNSs.

Cependant, d’apres leurs résultats, miR-126 et miR-223 ne peuvent pas étre utilisés comme
marqueurs pronostiques en raison de leur variabilité liée au DFGe. En effet, les niveaux de
miR-126 et miR-223 n'étaient pas associés de maniére indépendante a une survie médiocre
aprés ajustement pour le DFGe.
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Les résultats étaient similaires pour la mortalité, les événements cardiovasculaires et les
événements rénaux - aucun d'entre eux n'étant prédictif d'un déclin ultérieur du DFGe. Tous
ces événements semblent reposer sur le DFGe.
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Illustration issue de la publication de Fourdinier et al. [181]
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2.4. La famille miR-30

Cette famille de microARN comprend cing membres, miR-30a a miR-30e[183]. Les membres
de cette famille partagent tous une séquence germinale commune et sont codés par six genes
situés sur les chromosomes humains 1,6 et 8 [184]. Il a été démontré que la famille miR-30
était régulée négativement dans les podocytes de patients atteints de glomérulosclérose a
segmentation focale (FSGS) [185][186]. Le traitement des podocytes humains en culture avec
du TGF-B ou de I"aminonucléoside de la puromycine (ANP) conduit a des lésions du
cytosquelette et a I'apoptose, qui sont améliorées par une régulation positive de I’expression
de miR-30 et aggravées par l'inactivation de celui-ci. Le r6le protecteur de mir-30 a été
attribué a I'inhibition des voies Notch1 et p53 [186].

La famille miR-30 inhibe également la production de MEC par les cellules épithéliales et les
changements de phénotype en régulant négativement la protéine de découplage
mitochondriale 2 (Ucp2) [187] Il a été démontré que I’OUU sur des souris pouvait induire Ucp2
dans les cellules épithéliales tubulaires et que les souris auxquelles on a soustrait cette
protéine résistaient a la fibrose rénale induite par une obstruction.

Dans les cellules épithéliales de rein en culture (modeéle rat), I’expression de Ucp2 a été induite
par le TGF-B1. Le knockdown de UCP2 a largement annulé I'effet du TGF-f1, alors que la
surexpression de UCP2 a favorisé les changements de phénotype des cellules tubulaires
notamment la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Il a été démontré que ’ARNm
d’Ucp2 était une cible directe de miR-30e, qui était régulé négativement dans les cellules
tubulaires des reins fibrotiques et dans les cellules épithéliales rénales traitées au TGF-B1. De
plus, la TEM des cellules tubulaires était inhibé par un précurseur de miR-30e, alors qu’un
inhibiteur de miR-30e agissait comme le TGF-B1.

D’autre part, le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF), une molécule clé dans le
processus de fibrose rénale, est régulé par le miR-30. Druisters et al.[188] ont démontré que
I’expression du miARN-30 était inversement associée a la quantité de CTGF dans deux modeles
d’animaux de maladie cardiaque, ainsi que chez deux patients présentant une hypertrophie
du ventricule gauche. In vitro, l'inactivation de miR-30 a augmenté les taux de CTGF dans les
cardiomyocytes et les fibroblastes. La surexpression de miR-30c a diminué les niveaux de CTFG
et réduit la production de collagénes. Ces résultats suggerent que la famille de miR-30
représente une cible thérapeutique attrayante pour les maladies fibrotiques, y compris la
maladie rénale chronique, puisqu’elle influence le processus fibrotique en régulant Ia
production d’ATP (adénosine triphosphate) et de CTGF mitochondrial.
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3. Les microARNs profibrotiques dans la MRC
3.1. MiR-21

MiR-21 est I'un des miARN les plus abondants dans les tissus humains et est régulé
positivement dans plusieurs modeles animaux de maladie rénale et dans le tissu rénal
provenant de patients atteints de néphropathie. De plus, les reins des souris miR-21 KO ont
montré une protection marquée contre le développement de la fibrose rénale [189]. Des
études de puces a ADN sur les reins de souris miR-21 « wild-type » (WT) c’est-a-dire dont
I’expression de miR-21 n’a pas été modifié par ’homme, et de souris miR-21 KO indiquent que
I’expression des genes cibles prédits de miR-21 ne differe pas de maniere significative dans
des conditions normales [190]. Cependant, aprés une augmentation de I’expression de miR-
21 suite a une lésion d’'OUU ou d’ischémie/reperfusion, des différences d’expression des
geénes cibles de miR-21 ont été observées entre les souris WT et miR-21 KO, les souris miR-21
KO présentant beaucoup moins de problemes rénaux, de fibrose interstitielle rénale apres
une lésion.
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Figure 21 : Schéma modifié des voies de signalisation de TGF-B1 associé a certains microARNs
profibrotiques menant la progression de la MRC. lllustration issue de la publication de Van der
Hauwaert C. [191]
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L’analyse des profils d’expression génique des souris WT et KO en réponse a une lésion a
suggéré que miR-21 contribue au développement de la fibrose rénale via la régulation des
voies métaboliques impliquées dans I'oxydation des acides gras et des lipides [190]. Le
récepteur activé par les proliférateurs des peroxysomes a (PPAR-a) est I'un des facteurs de
transcription les plus puissants qui régulent I'oxydation des acides gras et est une cible
identifiée de miR-21. Dans les reins normaux, des taux d’expression élevés de PPAR-a peuvent
étre détectés dans les cellules interstitielles, mais apres une lésion, |I’expression de PPAR-a
diminue fortement (Figure 21). La régulation a la hausse de I'expression de PPAR-a chez des
souris transgéniques soumises a I’OUU a diminué I'accumulation de la MEC et réduit la fibrose
interstitielle rénale. Ces observations confirment I'importance de |I’oxydation des acides gras
dans la prévention de la fibrose rénale et I'importance de la régulation a la baisse voire de la
réduction au silence de miR-21 de I’axe PPAR-a.

La génération d’especes réactives de I'oxygene (ROS) contribue a la fibrose rénale. La protéine
de type Mpvl7 est une protéine de la membrane interne mitochondriale qui régule la
production de ROS et protége du stress oxydatif mitochondrial et de I’apoptose. La protéine
Mpv1l7 est régulée négativement par miR-21 lors d’une lésion rénale [190]. MiR-21 régule
également positivement la signalisation des kinases extracellulaires régulées par le signal (ERK
= Extracellular signal-regulated kinases) au niveau rénale [190]. Les voies de signalisation
ERK1/2 et TGF-B/Smad semblent jouer un rble dans le développement de la fibrose rénale
dans les modeles diabétiques [192]. (Figure 21)

Le role de miR-21 dans I’lhoméostasie de la MEC peut étre influencé par la régulation des
métalloprotéinases (MMP) et des inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP). Wang
et al. [193] ont décrit I'association entre MMP-9/TIMP1 et miR-21 dans la néphropathie
diabétique (ND) en utilisant des souris KK-Ay (KK-Ay étant une désignation pour un modeéle
murin obése et atteint de diabete de type 2). lls ont confirmé les prédictions informatiques
selon lesquelles la MMP-9 serait une cible potentielle pour miR-21. Avec la progression de la
ND, I’expression de miR-21 régule directement I’expression de la protéine MMP-9 et induit
indirectement une hausse de I'expression de '’ARNm de TIMP1 et de la protéine [193].
Notamment, le traitement des souris KK-Ay atteints de ND avec un antagomir-21 a amélioré
la fonction rénale et diminué les taux de protéines rénales TIMP1, Col(IV) et |a fibronectine.
En outre, une analyse du transcriptome global a révélé que miR-21 affecte I'expression d’une
autre cible impliquée dans la régulation de la MEC, a savoir la protéine RECK (protéine riche
en cystéine induisant une réversion des motifs kazal), qui est une glycoprotéine inhibitrice
ancrée dans la membrane basale de MMP-9 et de MMP-2 [194].

L’expression de plusieurs MMPs semble étre régulée par la phosphatase et son homologue
tensine (PTEN), un géne suppresseur de tumeur, comme décrit précédemment, et un
régulateur négatif de la signalisation Akt qui s’avere étre régulé négativement par miR-21 au
cours de la TEM induite par le TGF-B1 [195][196](Figure 21). La réduction au silence de miR-
21 dans les reins entraine également une diminution de MMP-2 (en raison d’une signalisation
Akt atténuée), ce qui suggere que PTEN est également ciblé par miR-21 dans les reins
[190][197]. En effet, les génes de PTEN humain et de souris sont des cibles connues pour miR-
21 d’apres la base de données en ligne miRTarBase 2016 [198]. La MMP-2 est impliquée dans
la fibrose interstitielle rénale, éventuellement par induction du TEM [199].
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De plus, Chen et al. [200] ont démontré que la néphrotoxicité induite par la cyclosporine A
était associée a une augmentation de miR-21 et a une augmentation rapide de |'Akt
phosphorylé ainsi qu’une régulation négative du PTEN (Figure 21). L'inhibition de miR-21 a
empéché I'activation de I’Akt induite par la cyclosporine A et I’expression du géne TEM [200],
ainsi que l'activation des génes profibrotiques dans les podocytes et les cellules tubulaires
humaines dans un modele de néphropathie a IgA [201].

Il est bien établi que le TGF-B1 est une cytokine essentielle dans la fibrose rénale. La
signalisation du TGF-B est régulée par miR-21. Le TGF-B1, a son tour, induit I’expression de
miR-21 par le biais de la signalisation Smad [202]. Grace a une étude sur divers modeles
animaux, McClelland et al. [203] ont rapporté que I'étendue de la fibrose et le déclin de la
fonction rénale chez les patients atteints de ND étaient corrélés a la régulation a la hausse de
miR-21. A I'aide de cellules épithéliales tubulaires proximales de rat, ces chercheurs ont
démontré que I'expression de miR-21, induite par TGF-B1, augmentait I'expression génique
de la fibrose, en renforcant la signalisation de Smad3 et Akt induite par TGF-B1 en raison de
la régulation a la baisse de Smad7 et de PTEN. (Figure 21)

Des études démontrent que Smad3 stimule la génération de miR-21. Davis et ses
collaborateurs [204] ont rapporté que I'induction de miR-21 mature et de pré-miR-21 n’était
pas précédée d’'une augmentation de pri-miR-21 en réponse a la stimulation de TGF-B1,
indiquant une régulation a la hausse de miR-21 se produisant au niveau post-transcriptionnel.
Cette méme équipe de chercheurs a suggéré que Smad3 s’associe au complexe de
microprocesseurs Drosha/DGCR8/p68 pour faciliter le clivage de I’ARN pri-miR en ARN pré-
miR.

Dans une étude ultérieure, il a été constaté que la signalisation du TGF-B et de la protéine
morphogénique osseuse (BMP = Bone morphogenetic protein) régulait un groupe de
microARNs (incluant miR-21) aprés la transcription, par liaison directe de Smad3 aux régions
de la tige des pri-miARNSs ciblées, qui contiennent une séquence conservée semblable aux
éléments de liaison aux Smad (SBE) présent dans les promoteurs des génes cibles de Smad.
[205]. Le recrutement de Smad3 a été postulé comme étant nécessaire pour un recrutement
efficace du complexe de microprocesseurs. Smad3 peut également se lier 3 un SBE du
promoteur du géne miR-21 pour moduler son expression en réponse a la stimulation par TGF-
B1.[151]

Liu XJ et al. [206] ont trouvé un nouvel objectif pour miR-21. Ils ont suggéré que miR-21
interagissait avec ka région non traduite en 3’ (UTR) de 'ARNm de la diméthylarginine
diméthylaminohydrolase 1 (DDAH1) dans la voie de signalisation Wnt dans les cellules rénales
humaines HK-2. Le DDAH1 décompose la diméthylarginine asymétrique (ADMA), un inhibiteur
endogéne de I'oxyde nitrique synthase (NOS). Ainsi, la régulation a la hausse de miR-21
contribue a la fibrose rénale en réduisant I'activité de de DDAH1 et, par conséquent,
augmenter les taux d’ADMA, réduisant ainsi la production de NO.
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Des études utilisant des oligonucléotides anti-miR-21 ont démontré leur capacité a réduire
les lésions rénales et la fibrose dans divers modeéles animaux d’insuffisances rénales aigues,
ainsi que dans le syndrome d’Alport [190]. La néphropathie secondaire est provoquée par une
mutation d’une protéine de la membrane basale des capillaires (COL4A5) entrainant un stress
cellulaire qui déclenche ensuite le recrutement de leucocytes et la fibrose. Dans les cultures
de cellules primaires de reins obtenues a partir d’'un modéle murin de néphropathie d’Alport,
des oligonucléotides anti-miR-21 protegent les cellules contre les dysfonctionnements
mitochondriaux dus au stress cellulaire et inactivent des fibroblastes par divers stimuli.

L’administration hebdomadaire d’oligonucléotides anti-miR-21 a des souris apres
I'apparition de la maladie a considérablement ralenti la progression de la maladie, amélioré Ia
survie, rétabli la fonction tubulaire et réduit les parametres histologiques de la MRC,
notamment la fibrose interstitielle, la glomérulosclérose, les lésions tubulaires et
I'inflammation [146]. La figure 22 renseigne sur une partie du contenu des expériences
menées pendant les travaux d’lvan G et al. [146]. En résumé, au-dela des modifications
histologiques constatées, il y a eu des modifications comprenant les myofibroblastes, les
marqueurs de lésions rénales, le taux de cellules apoptotiques observé. Ces observations ont
été faites sur ces cellules épithéliales tubulaires. Les résultats décrits soutiennent le postulat
sur |'efficacité des oligonucléotides anti-miR-21 dans le ralentissement de |la progression de la
fibrose rénale.

Les oligonucléotides anti-miR-21 peuvent étre administrés a des animaux pendant plusieurs
semaines sans effets déléteres notables [146]. D’apreés la figure 22, issu de la méme étude, les
résultats font suite a 9 semaines d’administration.

Par conséquent, les oligonucléotides anti-miR-21 représentent une nouvelle classe potentielle
de produits thérapeutiques destinés au traitement des maladies rénales fibreuses et sont a
présent entrés dans les essais cliniques de phase 1[[190]. Une étude récente de Guo et al. [207]
ont fait une comparaison des résultats des recherches d’lvan G et al. avec des échantillons
humains de reins provenant de patients atteint de néphropathie d’Alport, ce qui soutient la
validation du modéle animal et la volonté de poursuivre ces recherches chez ’lHomme.
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Figure 22 : Images microscopique et tableaux illustrant les résultats d’expériences d’injection
d’anti-miR-21 sur des souris transgéniques Col4a3 -/-, menées par lvan G et al. Issus de la
publication de Ivan G et al.[146] «A-miR-21 » pour oligonucléotide anti-miR-21.

(A) Images de cellules épithéliales tubulaire en apoptose (fleches), macrophages (Cd11b) et
de myofibroblastes (aSMA).

(B-H) Quantification de plusieurs parametres: apoptose tubulaire, marqueur de lésion
tubulaire NGAL sérique et urinaire, macrophages rénaux Cdl1lb et F4/80, protéine du
développement vasculaire (PDGFRB = platelet-derived growth factor receptor beta), et
myofibroblastes (aSMA) a la 9% semaine.

(J) Quantification de la densité capillaire péri tubulaire

67



3.2. MiR-214 et miR-199a

MiR-214 est exprimé a des niveaux élevés dans les modéles de la maladie rénale chez I’homme
et chez I'animal [208]. MiR-214 est co-transcrit avec la famille miR-199a sur un seul long brin
d’ARN non codant (ARNInc) situé sur le brin complémentaire d’un intron du gene DNM-3. Ces
microARNs ont fait I’objet d’études sur le cancer pancréatique, comme potentielles cibles
thérapeutiques dans les cellules étoilées de tumeurs pancréatiques [209], et leur implication
dans la tumorisation des cellules germinales testiculaires [210].

Les génes mir-214 et mir-199a sont régulés positivement par I'activation du facteur de
transcription TWIST et par I’'hypoxie via HIF-1a. Dans des échantillons de reins provenant de
patients atteint de diverses maladies rénales, le miR-214 a été détecté dans les tubules
rénaux, les glomérules et les cellules immunitaires infiltrantes [211]. Denby et al. [211] ont
récemment suggéré que miR-214 fonctionne en favorisant la fibrose rénale indépendamment
de la signalisation de TGF-B. Dans un modéle d’'OUU murin, une diminution de |’expression de
miR-214 protége contre le développement de la fibrose et un traitement des souris WT avec
un anti-miR-214 avant que I'OUU n’entraine des effets antifibrotiques similaires. Les
mécanismes sous-jacents de I'action de miR-214 dans la fibrose rénale restent, pour le
moment, inconnus. L’antagonisme de miR-214 ne bloque pas I’activation de Smad2/3 et le
blocage du TGF-B, associé a la suppression de miR-214, offre une protection supplémentaire,
indiquant que miR-214 induit des effets fibrotiques indépendamment de Smad2/3. En outre,
I'inhibition de la signalisation « classique » du TGF-B n’affectait pas la régulation de miR-214
endogene [211].

L'inhibiteur de la voie de signalisation endogéene Akt, le PTEN, est également une cible
reconnue du miR-214 [212]. L'équipe de Wang X. et al. [213] ont récemment rapporté que
'inhibition de miR-214 réduisait significativement I’albuminurie et I’expansion mésangiale
chez les souris db/db, ce qui était associé a une réduction de I'expression de I'actine du
muscle lisse a (aSMA), du collagéne IV ainsi que des niveaux partiellement restaurés de
PTEN. (Figure 23)

Des études, in vitro, ont confirmé que PTEN est une cible de miR-214 et que l'inhibition de
miR-214 réduit I’expression des génes fibrotiques et réduit partiellement les taux de protéines
PTEN dans les cellules mésangiales humaines exposées a une glycémie élevée (Figure 23B,
23C). La régulation a la hausse de miR-214 était spécifiquement liée a I’hypertrophie dans ce
modele, car la surexpression de PTEN atténue |’hypertrophie, médiée par miR-214, des
cellules mésangiales en milieu fortement glucosé, tandis que la réduction au silence de PTEN
permet I’hypertrophie de ces cellules.
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Figure 23 : Le miR-214 contribue a I’hypertrophie des cellules mésangiales glomérulaires en
ciblant directement le PTEN. Illustrations issues de la publication de Wang X et al. [213]

LG+Osm : milieu faiblement glucosé (5 mmol/L) + du mannitol (20 mmol/L)

HG : milieu fortement glucosé (25 mmol/L)

ScRNA : milieu fortement glucosé associé a des petits ARN conditionnels (SCRNA = Small
conditional RNA), stable sans interactions et pouvant générer une réaction (ici le
developpement fibrotique via I’activation de miR-214)

Anti-miR-214 : milieu fortement glucosé avec adjonction d’inhibiteur de miR-214

(A) Les niveaux d’ARNm de miR-214, PTEN, aSMA, SM22 et Collagene IV selon le milieu

(B) Les niveaux de protéine de PTEN, aSMA, SM22 et Collagene IV selon le milieu

(C) Analyse quantitative des niveaux de protéine de PTEN, aSMA, SM22 et Collagene IV selon
le milieu
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Comme mentionné précédemment, la famille miR-199a est co-décrite avec miR-214. MiR-
199a-5p et miR-199a-3p sont produits a partir d’une seule molécule, le pré-miR-199a [210].
Plusieurs études sur des tissus non rénaux ont mis en évidence des réles discrets pour ces
miARN dans la modulation de la migration cellulaire et le dép6t matriciel [209][210].
Cependant I'importance de la famille miR-199a dans l'insuffisance rénale n’a pas été établie,
pas plus que les actions différentielles potentielles de miR-199a-5p et miR-199a-3p [210].

Une augmentation de I’expression de miR-199a-5p a été rapportée dans le modéle murin de
fibrose rénale OUU, et il a été démontré que miR-199a-5p était plus efficace que miR-199a-
3p pour réduire les taux de cavéoline-1 dans les fibroblastes au niveau des poumons, un
processus clé dans I’activation des fibroblastes par TGF-3 [214].

D’autres ont rapporté que la protéine membranaire Klotho était une cible de miR-199a-5p
dans les cellules mésangiales de rat exposé en milieu fortement glucosé [215]. L’absence
d’expression de Klotho induite par miR-199a-5p était liée a une expression accrue de génes
inflammatoires et profibrotiques secondaires a une signalisation accrue du récepteur de type
Toll 4 (TLR4)/NF-kB p65 / NGAL. (Figure 24)

Compte tenu de son association positive avec l'inflammation et la fibrose, miR-199a-5p peut
également représenter une autre cible thérapeutique pour le traitement de la fibrose rénale
associée au diabete.
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Figure 24 : Représentation schématique des voies de signalisation miR-199a-5p / Klotho
impliquées dans la fibrose et l'inflammation induites par I'HG dans les CMR. Illustration issue
de la publication de Wu C. et al. [215]

HG : milieu enrichi en glucose; TLR4 : toll-like receptor-4; NF-kB p65 : nuclear factor-kB p65;
NGAL : neutrophil gelatinase associated lipocalin; FN : fibronectin; CTGF : connective tissue
growth factor; : monocyte chemoattractant protein 1; CXCL5 : chemokine C-X-C motif ligand
5.
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3.3. MiR-433

Les premieres études sur miR-433 étaient axées sur son role dans le cancer [216]. Récemment,
il a été signalé que miR-433 était régulé positivement dans la fibrose rénale et cardiaque
[217][218]. Le miR-433 humain, situé dans la région chromosomique 14q32.2, appartient au
groupe de miARN DLK1-DIO3 (delta-like 1 / iodothyronine deiodinase 3) et fonctionne comme
un suppresseur de tumeurs dans plusieurs cancers humains. La programmation épigénétique
joue un réle important dans la régulation de miR-433 [219]. Une étude tres récente de Hindle
et al. [220] ont identifié plusieurs microARNs (incluant miR-433) comme potentiels
biomarqueurs du glaucome.

MiR-433 est régulé positivement dans le modele de souris OUU, tandis que la suppression de
miR-433 atténue 'induction et la progression de la fibrose rénale dans ce modele [217]. Dans
un modele in vitro, la surexpression de miR-433, dans les cellules tubulaires épithéliales de
rat, majore la fibrose induite par le TGF-B1, tandis que sa suppression atténue la fibrose.

Smad3 lie le promoteur miR-433 pour induire son expression. Ainsi, miR-433 est un
composant important de la fibrose rénale induite par TGF-B/Smad3 (Figure 25). L'inhibiteur
d’antizymel (AZIN1), un régulateur de la synthése de polyamine, a été identifié comme un
géne cible de miR-433 lié au signal de TGF-B dans la fibrose rénale [217]. La surexpression de
miR-433 annule I'expression d’AZIN1, alors que la régulation a la hause d’AZIN1 fait cesser la
signalisation de TGF-B et la fibrose. En tant que composant de la fibrose rénale induite par
TGF-B/Smad3, le miR-433 pourrait constituer une cible thérapeutique potentielle dans la
fibrose rénale
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Figure 25 : Représentation schématique de microARNs (y compris miR-433) impliqués dans la
signalisation TGF-B/Smad3 menant vers le processus fibrotique. Issue de la publication de
Tang et al. [221]
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3.4. Famille miR-132 et miR-212

Mir-132 et mir-212 sont groupés dans le génome et sont transcrits ensemble sous la régulation
par la protéine de liaison a I'élément de réponse a I’AMPc (CREB = C-AMP Response Element-
binding protein), dont I’expression est régulée par I'angiotensine Il (AGIl.) [222] Le géne
miR212/132 a une structure équivalente chez toutes les espéces. Les deux génes miARN sont
organisés en tandem sur le chromosome 10 chez le rat, 11 chez la souris et 17 chez I’'humain
[223]. Le groupe de génes miR-212/132 produit quatre miARN matures : miR-132, miR-132%,
miR-212 et miR-212*. Les séquences miARN et miARN* représentent les deux brins du duplex
dérivé du précurseur miARN. Bien qu’ils soient produits en quantités égales par transcription,
leur accumulation differe et dépend des différences de stabilité thermodynamique de
I’extrémité 5’ de chaque brin [223].

Récemment, des rapports indiquent que miR-132 et miR-212 seraient augmentés dans le
cceur, I'aorte et les reins de rats hypertendus, induit par I’AGII, et seraient diminués dans les
artéres humaines de patients ayant subi un pontage, en réponse au blocage du récepteur AT1
de I'AGII [222].

Dans la fibrose rénale, la plupart des myofibroblastes aSMA activés proviennent de cellules
périvasculaires. Bijkerk et ses collegues [224] ont constaté que le miR-132 était 21 fois plus
important lors de la transformation du péricyte en myofibroblastes chez des souris soumis
a 'OUU et que le miR-132 inhibait la diminution de dépo6t de collagéne et de I'apoptose
tubulaire. Une étude plus approfondie a identifié un réle limitant pour miR-132 dans la
prolifération des myofibroblastes. Ce r6le de miR-132 dans la régulation de la prolifération
cellulaire est sélectif pour le compartiment interstitiel. On a découvert que miR-132 régulait
de maniére coordonnée I'expression de plusieurs genes impliqués dans les voies STAT3/ERK,
la signalisation du TGF-B et la prolifération cellulaire (Foxo3/p300) [224].

Compte tenu de la preuve que MMP-9 est une cible de miR-132 [225], le r6le de celle-ci dans
la médiation de |'effet de miR-132 sur la fibrose rénale mérite une attention supplémentaire.
Dans l'ensemble, les données disponibles appuient miR-132 comme cible potentielle du
traitement antifibrotique dans les cas d'IRC [224].

3.5. MiR-324-3p

Macconi et ses collaborateurs [226] ont analysé le profil d’expression de miARN des
glomérules du rat MWF (Munich Wistar Fromter), qui développe spontanément une
néphropathie progressive. lls ont découvert que miR-324-3p était le miARN le plus régulé.
Etant donné les effets antifibrotiques notables des IEC, les chercheurs se sont concentrés sur
les cibles potentielles de miR-324-3p impliquées dans le métabolisme des peptides pro- ou
antifibrogénes, y compris I'angiotensine Il (AGII).

Une analyse bio-informatique a indiqué que la prolyl endopeptidase (Prep) était une cible de
miR-324-3p impliquée dans la formation de I’AGII [224] [227], qui possédes des propriétés
rénoprotectrices, et du peptide antifibrotique AcSDKP. La transfection transitoire de cellules
tubulaires en culture avec un mimique de miR-324-3p réduit le taux de protéine Prep ainsi
gue son activité. Une surexpression de miR-324-3p chez les souris MWF réduit I’expression
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dela protéine Prep dans les tubules et les glomérules, il réduit également I’excrétion d’AcSDKP
et provoque une augmentation du dép6t de collagéne.

Inversement, le traitement avec un IEC régule a la baisse I’expression de miR-324-3p au niveau
glomérulaire et tubulaire, augmente |’expression rénale de Prep ainsi que les taux sériques et
urinaire d’AcSDKP et atténue la fibrose rénale. Ces résultats suggérent que les effets
néphroprotecteurs des IEC résultent en partie grace a la modulation de la voie de miR-324-
3p, ce qui améne a pouvoir considérer miR-324-3p comme cible thérapeutique potentielle de
la fibrose rénale [226].

Xu et ses collegues [228] ont découvert que Smad7 est une cible directe de miR-324-3p.
Compte tenu du réle important que Smad7 possede en tant que régulateur négatif de la
signalisation TGF-B/Smad3 dans la fibrose rénale (Figure 25), le réle de miR-324-3p dans
I’opposition a Smad7 devrait faire I’objet d’études supplémentaire [229].

4. Les microARNs avec des résultats contradictoires.

4.1. La famille miR-192

Le géne de miR-192, qui est fortement exprimé dans le rein normal, est situé sur le
chromosome 11q13.11, plus exactement a 109 paires de bases (pb) en amont de la région
codant pour miR-194-2 [230] [231]. Il est possible que miR-192 and miR-194-2 soient régulés
comme une unité de transcription commune [231]. Plusieurs études de modeles rénaux de
maladies rénales et de lignées cellulaires démontrent le réle profibrotique de miR-192 dans
les cellules tubulaires et mésangiales du rein [232 - 235]. De ce fait, Sun et al. [236] ont signalé
qgue lI"'administration du médicament anticancéreux Taxol® entrave la prolifération cellulaire
en modifiant le cytosquelette, ce qui améliore la fibrose dans le modeéle de rein restant en
abaissant les niveaux de miR-192.

Un lien fonctionnel entre I'augmentation des taux de miR-192 et la fibrose rénale induite par
TGF-B1 est déja bien documentée [232] [234] [237]. A I'instar de miR-21, miR-192 favorise la
fibrose rénale en amplifiant la signalisation du TGF-B (Figure 25). Les glomérules de souris
diabétiques montrent une expression accrue de miR-192, soit induit par TGF-B (via Smad3),
soit induite par le glucose dans les cellules épithéliales tubulaires [232] [234].

Dans les cellules mésangiales, miR-192 induit I’expression du collagéne induite par le TGF-B
en régulant négativement I’expression de Zeb1/2 (Zinc finger E-box-binding homeobox 1 et 2)
qui est un facteur de transcription pour la E-cadhérine, une protéine associée aux TEM [234].
Dans les cellules épithéliales tubulaires, I'expression de miR-192 s’intensifie et son inhibition
s'oppose a |'expression du collagéne [232].

Kato et al. [238] ont fourni la preuve qu’un circuit miARN impliqguant miR-192 contrélait la
régulation des taux de TGF-B1 dans les cellules mésangiales. Les taux de TGF-B1 ont été
augmentés par miR-192 ou miR-200 b/c. Les niveaux de miR-200 b/c ont également été
régulés a la hausse par miR-192, ce qui suggére que miR-200 b/c est une cible en aval de miR-
192. L'activité du promoteur TGF-B1 est régulé positivement par TGF-B1 ou miR-192,
démontrant que la cascade miR-192/ miR-200 induit I'expression de TGF-B1. (Figure 26)
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Le TGF-B1 augmente |'occupation des activateurs, des facteurs de stimulation en amont et de
Tfe3 (Transcription Factor Binding to UGHM Enhancer 3), et diminue I'expression du
répresseur Zeb1 sur les sites de liaison du promoteur TGF-B1. De plus, les inhibiteurs de miR-
192 ont diminué I'expression de miR-200 b/c, Colla2, Colla4 et TGF-B1 dans les cellules
mésangiales de souris, notamment grace a une inhibition de I'expression de Zeb2 (Figure 26).
Pour résumer, les circuits régulés par les miARN peuvent amplifier la signalisation du TGF-B1,
accélérant ainsi la progression de la MRC [238].

Il existe également une amplification de rétroaction induite par TGF-B du circuit entre p53 et
miR-192 dans les cellules mésangiales de souris, via le miR-192 ciblant Zeb2, impliquée dans
la pathogénese de la néphropathie diabétique. La réduction médiée par miR-192 de Zeb2 a
augmenté les niveaux de p53, ce qui a amené a l'expression de miR-192.
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Figure 26: Représentation schématique des mécanismes miARN-dépendants pour
I’expression de MEC induit par le TGF-B dans la pathogénése de la néphropathie diabétique.
[llustration issue de la publication de Kato et al. [239]

Contrairement a ces rapports, Krupa et al. [237] ont rapporté que |la perte de miR-192 favorise
la fibriogénése dans la ND. Cependant, le stade de la maladie peut avoir un impact sur le role
de miR-192. Pour citer un exemple, Kato et ses collégues [234] ont mis en évidence une
régulation a la hausse de I’expression rénale de miR-192 et du Coll1a2 chez les types 1 et 2 au
stade précoce de modeles murins de diabéete. Krupa et al. [237] ont découvert une diminution
de l'expression de miR-192 dans des échantillons humains de biopsies rénales de
néphropathie diabétique au stade avancé, accompagnée d’une fibrose tubulo-interstitielle.
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Jenkins et al. [240] ont rapporté que le TGF-B1 régule a la baisse les génes miR-192 et miR-
194, qui sont co-transcrits dans le précurseur commun pri-miR-192/194. Ils ont identifié des
sites de liaison pour le facteur nucléaire hépatocytaire (HNF) et p53 dans la région du
promoteur miR-194-2 / 192 requise pour I’activité constitutive, qui était diminuée par TGF-p1
par le biais d’'un mécanisme dépendant de Alk5 (un récepteur membranaire pour TGF-f1).

Le traitement au TGF-B1 a diminué la liaison du HNF au promoteur miR-194-2 / 192, alors que
I'inactivation de HNF-1 a inhibé I'expression des microARNs matures miR-192 et miR-194
[240].

Dans des cellules tubulaires proximales humaines en culture, I'équipe de Krupa et al. [237] ont
également signalé une régulation négative de I’expression de miR-192 et TGF-B1, alors qu’une
expression accrue de ce transcrit réprimait I'expression de Zeb1 et Zeb2, diminuant ainsi la
répression de la E-cadhérine et exercant un effet antifibrotique.

Les résultats contradictoires concernant le réle de miR-194-2 / 192 dans la fibrose rénale
peuvent étre attribués a des différences intrinseques dans les modéles animaux utilisés, les
types de cellules, le stade de la maladie étudié et/ou les conditions expérimentales utilisées
pour les cellules en culture. Une étude a décrit une induction en 2 phases de miR-192 par TGF-
B1 dans des cellules mésangiales de souris. Celle-ci implique initialement la voie de Smad,
suivie d’'un mécanisme qui soutient I'expression du miARN en relachant structure de la
chromatine du gene miR-192 par I'acétylation d’Etsl et I’histone H3 par Akt p300 activé
[241]. (Figure 27)

Ce mécanisme peut contribuer a la néphropathie diabétique car I'activation de Akt et de p300
(cercle de couleur bleue sur Figure 27) et I'acétylation d’Ets1 et d’histone H3 (cercle jaune)
ont augmenté dans les glomérules de souris diabétiques db/db. Dans le rein, I’expression de
HNF est limitée au compartiment tubulaire, alors qu’elle est absente dans les cellules
mésangiales et les podocytes, ce qui explique en partie la régulation spécifique de miR-192
par les cellules [234]. Une étude plus approfondie du réle potentiel de miR-192 et des
mécanismes qui régulent I'expression de miR-192 au cours de la fibrose rénale chez
différentes espéces est nécessaire [242] [243].

MIiR-215, qui est situé sur le chromosome 1g41, a la méme séquence seed que miR-192. lls ne
différent que de deux nucléotides et mir-215 constitue donc un autre membre de la famille
miR-192 [231] [244] Une publication de Lan et al. [245] rapporte que le miR-215 joue un réle
dans I'inhibition de la prolifération des fibroblastes dans la conjonctive de la surface oculaire.
Cela suggere que miR-215 pourrait également contribuer a réduire la fibrose rénale.

Une étude d’Elvira-Matelot et al. [246] suggere I'implication des miARN dans la régulation du
transport tubulaire rénal des électrolytes : I’expression de WNK1 (with no lysine [K]), une
protéine impliqguée dans la régulation du transport rénal d’électrolytes, pourrait étre
modulée par miR-192 dont |'expression est elle-méme régulée par les apports de
sodium/potassium et I’aldostérone, une hormone-clé du transport rénal de sodium et de
potassium.
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Figure 27 : Modele proposé pour la régulation progressive de miR-192 dans les MC traitées au
TGF-B. Issue de la publication de Kato et al. [241]
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4.2. La famille miR-200

La famille miR-200 s’est vue attribuer un role dans le maintien de la différenciation des cellules
épithéliales, suggérant qu’elle pourrait avoir des effets antifibrotiques dans la ND [247]. Cette
famille est composée de cing membres (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 et miR-
429), codés par deux loci génomiques distincts sur le chromosome 1 (miR-200b~200a~429
and miR-200c~141) [248] Les membres de cette famille ont des séquences « graines » tres
similaires qui reconnaissent la séquence 3’-UTR dans le transcrit cible des genes régulés. Sur
la base de leur séquence graine, les membres de la famille peuvent étre classés en deux
groupes fonctionnels. Le groupe 1 comprend miR-200b, miR-200c et miR-429 et le groupe 2
comprend miR-200a et miR-141. En raison des différences dans la séquence graine, les deux
groupes ont des cibles d’ARNm différentes. [249]

Dans I'étude de Wang et al. [247], ces chercheurs ont observé une régulation a la baisse du
groupe 2 (miR-200a et miR-141) dans un échantillon rénal fibrotique de souris. (Figure 28)
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Figure 28 : Modifications de I'expression de miR-141 / 200a dans le rein dans le modele de
fibrose rénale induite par I'adénine. Issu de la publication de Wang et al. [247]

A — Coloration au trichrome de coupes de tissus de cortex rénal de souris témoins et nourries
avec de l'adénine apres 4 semaines de traitement. La coloration bleue indique des niveaux
élevés de collagéne dans le rein de souris nourri a I'adénine par rapport au témoin.

B — gPCR en temps réel, révélant une augmentation significative de I'expression du collagéne
I, du collagene lll, de la fibronectine, de la vimentine, du TGF-B1 et du TGF-B2.

C— L'expression accrue de TGF-B1, TGF-B2 et de collagene était associée a une diminution de
I'expression de miR-141 et miR-200a
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Le mécanisme responsable des effets antifibrotiques de miR-200 peut impliquer la prévention
delaTEM dans les pTEC, voie commune dans la fibrose rénale [249]. Tang et ses collaborateurs
[250] ont démontré que miR-200b supprime la TEM induite par le TGF-B1 dans les cellules
rénales humaines HK-2 via une augmentation de I’'E-cadhérine et une expression réduite de
I’ARNm de la fibronectine et de la protéine. Le premier était di a une diminution de
I’expression de Zeb1/Zeb2, tandis que le dernier résultait du ciblage direct de I’ARNm de la
fibronectine.

L’expression de Zeb1 et de Zeb2 a augmenté apres I’OUU et I'administration du précurseur de
miR-200b a bloqué cet effet. Malgré des taux élevés de miR-200b suite a I’'OUU, I"apport d’un
précurseur de miR-200b améliore la fibrose chez ces souris [251]. Les membres de la famille
miR-200 seraient également capable de réprimer I’expression de TGF-B2, ce qui peut inhiber
la TEM et la fibrose [252]. Gregory et al. [253] ont également signalé que les membres de la
famille miR-200 et miR-205 étaient régulés négativement pendant la TEM, médié par le TGF-
B1, dans les cellules rénales MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells), et que I'expression
forcée de la famille miR-200 était suffisante pour prévenir la TEM.

En revanche, Kato et al. [238] ont trouvé que la quantité de miR-200b/200c augmente dans
les cellules mésangiales de souris traitées avec TGF-B1 in vitro et dans les glomérules obtenus
a partir de souris diabétiques. L'augmentation de miR-200b/200c est liée a une expression
accrue du collagéne via une régulation a la baisse de Zeb1/Zeb2 (Figure 26). Une étude
ultérieure a démontré que miR-200b/200c augmente les taux de TGF-B1, créant ainsi une
boucle autorégulatrice permettant d’amplifier la signalisation du TGF-B1 dans les cas de
fibrose rénale chronique [238].

De plus, des rapports antérieurs indiquaient que Smad3 se liait directement a un SBE (Smad-
binding element) dans la région promotrice de miR-200a/200b et fonctionnait comme un
activateur de la transcription d’une maniere indépendante au TGF-B [227] [254]. Dans les
cellules mésangiales traitées au TGF-B1 et dans les glomérules de souris diabétiques db/db,
miR-200b et miR-200c ont réprimé l'inhibiteur de la PI3K, FOG2, améliorant ainsi la
signalisation PI3K/Akt [255].

Ainsi, I'expression induite par le TGF-B1 de miR-192 active la famille miR-200 car, comme vu
précédemment avec |'étude de Kato et al. [238], miR-200 b/c est une cible en aval de miR-92.
Cela va mener a I’activation de I’Akt (Figure 27), a I’hypertrophie et a la fibrose rénale dans les
cellules mésangiales.

5. Autres microARNs impliqués dans la fibrose rénale

5.1. MiR-146a et miR-146b-5p

Il a été signalé que miR-146a inhibe I'inflammation en supprimant la signalisation de NF-kB
en ciblant des ARNm tels que le facteur 6 associé au récepteur du facteur de nécrose tumorale
(TRAF®6), la kinase 1 associée au récepteur de l'interleukine-1 (IRAK1) et le TLR4 [256]. La
surexpression de miR-146a inhibe la fibrose rénale, I'expression de I'a-SMA ainsi que
Iinfiltration de macrophages dans un modele de souris OUU [257]. Le miR-146a aurait donc
une action antifibrotique. En outre, miR-146a inhibe les voies de signalisation du TGF-
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B1/Smad et du TRAF6/ NF-kB (comme vu juste avant), notamment dans un modele de
néphropathie lupique murin [258].

Ces résultats suggérent que miR-146a atténue la fibrose en inhibant les voies de signalisation
profibrotique et inflammatoire et pourrait donc constituer une nouvelle cible thérapeutique
pour le traitement de la fibrose rénale [257]. Cependant, une expression accrue de miR-146a
a été observée dans des échantillons de rein prélevés chez des patients atteints de
néphropathie diabétique [259]. De plus, la régulation a la hausse de miR-146a dans le rein de
rats diabétiques induit par STZ ne s’est pas accompagnée d’'une régulation a la baisse des
médiateurs inflammatoires, suggérant un éventuel défaut de la boucle inhibitrice a
médiation par miR-146a dans le diabéte permettant une activation prolongée de NF-kB [260].

Récemment, il a été signalé que miR146a est également lié au processus inflammatoire dans
Iésions rénales aigues. Il est régulé positivement dans les états inflammatoires par I’activation
de NF-kB par interleukine-1 (IL-1) in vitro sur des pTEC en culture [261]. Ces découvertes
récentes indiquent que les mécanismes dépendant de ce microARN ne sont pas tous élucidés
et que des recherches ultérieures sont a mener.

Sheng ZX et al. [262], dans une étude récente, ont montré que miR-146b-5p jouait un role
protecteur dans la réduction des taux d’interleukines pro-inflammatoires 6 et 8 (IL-6 et IL-8)
dans les cellules mésangiales et glomérulaires de souris atteints de néphropathie lupique.

5.2. MiR-34

Morizane et ses collégues [254] ont démontré que la surexpression de miR-34c diminuait la
fibrose rénale et I’expression de I'a-SMA, du CTGF, des collagenes | et lll et de la fibronectine
chez la souris ayant subi une OUU. De plus, ils ont découvert que la surexpression de miR-34c
atténue la TEM, induite par le TGF-B, dans une lignée cellulaire tubulaire de souris. IIs ont émis
I’hypothése que la fibrose rénale améliorée par miR-34c par suppression de la voie
Notch/Jagl, bien qu’une relation directe entre miR-34c et Jagl n’ait pas été démontrée [254].
MiR-34c pourrait également étre une nouvelle cible pour le traitement de la fibrose rénale.

Une étude réalisée sur un modeéle expérimental de Iésions rénales aigues, induite par la
cisplatine, chez la souris a montré que miR-34 avait une action profibrotique car il est
impliqué dans la régulation positive du Foxo3 [263].

5.3. MiR-216a

Dans les cellules mésangiales de souris, TGF-B1 régule a la hausse |'expression de Colla2
associée a I’expression élevée de miR-216a [264]. Cet effet serait médié par la régulation a la
hausse post-transcriptionnelle de Tsc22 (TGF-B-stimulated clone-22), une protéine
modulatrice d’apoptose, en raison de |'atténuation des actions inhibitrices de la protéine de
liaison a I’ARN Ybx1 dans les P-bodies. Ybx1 s’est avéré étre une cible spécifique de miR-216a.
(Figure 29)

Parallélement, avec la suppression des actions inhibitrices de Zeb1 sur le promoteur Colla2,
I'interaction Tsc22 avec le facteur de transcription E3 (Tfe3) augmente |’expression de de
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Coll1a2 dans le diabéte. Conformément a ce modele, une augmentation de Tsc22 a été
observée dans le~ ~'~mérules de souris diabétiques db/db [264]. (Figure 30)
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Figure 29 : Modele schématique de la régulation a la hausse de la traduction de Tsc-22 par le
TGF-B ou des conditions diabétiques. lllustration issue de I’étude de Kato et al. [264]

La diminution de Ybx1 par miR-216a libére I'ARNm de Tsc-22 a partir du « Process-body »,
conduisant a I'amélioration de la traduction de Tsc-22.

(Zeb1 D
E-box |-/ /—| Cola2

Diabetic conditions
TGF-p

~—

L/ / %t

Figure 30: modele schématique d'activation du promoteur Colla2 en réponse au TGF-p.
[llustration issue de I’étude de Kato et al. [264]

E-box

En I'absence de TGF-B, Zeb1 occupe les boites E situées dans la région tres en amont du géne
Colla2 et inhibe la transcription. Le traitement par TGF-B ou les conditions diabétiques
inhibent Zeb1 mais augmentent Tfe3 et Tsc-22. Le complexe Tfe3-Tsc-22 se lie a son tour aux
boites E du géne Colla2 et améliore la transcription.

5.4. MiR-382

Il a été démontré que la fibrose interstitielle rénale induite par 'OUU chez la souris était
associée a la régulation a la hausse de miR-382, qui cible la kallikréine 5, une enzyme
impliqguée dans la dégradation de plusieurs protéines de la MEC [265]. L’administration
intraveineuse d’un anti-miR-382 empéche la diminution de I’expression de la protéine
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kallikréine 5 et réduit la fibrose de la médullaire interne. De plus, les effets protecteurs du
traitement anti-miR-382 ont été éliminés par neutralisation de la kallikréine 5 rénale.

Des travaux antérieurs avaient montré que miR-382 était régulé positivement par TGF-B1 dans
les cellules épithéliales rénales humaines et contribuait a la TEM [266]. Cette action de miR-
382 était liée a la diminution de la superoxyde dismutase 2 (SOD2). Ainsi, plus d’un processus
sous-tend les actions profibrotiques de miR-382 dans les reins.

5.5. MiR-503

Une étude récente de Mann et al. [267] a mis en évidence le miR-503, un régulateur de
I’expression de KCNN4 (potassium calcium-activated channel subfamily member 4), un canal
potassique calcium-dépendant dont I’expression est régulée positivement dans les reins
fibrotiques. Pendant le processus de fibrose, on observe une régulation a la hausse de KCNN4
dans les fibroblastes stimulés. Un blocage génétique et pharmacologique de KCNN4, via le
miR-503 pourrait inhiber la fibrose [267].

6. Les nouvelles stratégies antifibrotiques potentielles utilisant les microARNs

La connaissance croissante du réle des miARN dans la régulation des voies profibrotiques dans
diverses maladies rénales a suscité 'intérét pour le développement d’agents bloquant les
miARN pathogénes ou rétablissant les niveaux de miARN recombinés. La grande majorité des
aspects de la signalisation du TGF-B qui sont impliqués dans la fibrose rénale sont régulés par
les miARNs (Figure 31). De plus en plus de preuves indiquent que les miARNs sont a |a fois des
acteurs en aval du processus fibrotique dépendant de TGF-f et aussi des régulateurs en amont
de ce méme processus. [165] Les boucles de rétroaction entre le TGF-B et les miARN ont mis
davantage l'accent sur l'utilisation de thérapies a base de miARN pour le traitement de
I'insuffisance rénale.
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Figure 31 : Modele schématique des mécanismes impliquant les microARNs et la signalisation
du TGF-B dans la fibrose rénale dépendante de TGF-B. lllustration issue de la publication de Lv
et al. [268]

Les miARN antifibrotiques sont colorés en rouge, les profibrotiques sont de couleur verte.
Les miARN pro- et antifibrotiques majeurs impliqués dans la signalisation du TGF-B dans le
rein. TGF-B est I’élément principal dans l'initiation et la progression de la fibrose rénale en
menant la TEndM et la TEM, ainsi que le remodelage de la MEC et I'accumulation de protéines.
Les voies de signalisation canoniques (dépendantes de Smad) et non canoniques (MAPK et
AKT) sont impliquées et ciblées par divers microARNs qui favorisent ou s’opposent de maniére
générale a la fibrose.

Cependant, au vu du large éventail de cibles, il est peu probable qu’un miARN particulier soit
strictement anti- ou profibrotique. De plus, le méme géne cible peut avoir des actions
contradictoires. Dans le cas de Zeb2, bien qu’il soit impliqué dans le processus de la TEM via
en partie la répression de E-cadhérine, il est aussi impliqué dans la répression de |’expression
du TGF-B. Des actions en conflit sont également signalées pour la cascade de signalisation ERK,
impliquée dans la TEndM et TEM mais inhibant également les récepteurs Smad.

6.1. Les oligonucléotides anti-miARN

En raison de leurs caractéristiques distinctes, telles que la séquence courte et I’homologie
inter-espéces, les microARNs matures sont des candidats intéressants comme agents
thérapeutiques potentiels. La manipulation de |'activité de miARNs spécifiques dans le rein a
été réalisée par I’administration d’inhibiteurs pour bloquer la fonction de miARN ou De mimer
celui-ci pour restaurer les niveaux de miARNs. De nombreux miARN sont activés par le stress
(Iésion rénale aigue par exemple) et semblent étre inactifs dans les cellules saines, ce qui
constitue un avantage thérapeutique pour élaborer des traitements sdrs qui ciblent les
miARN. Les oligonucléotides d’ARN se distribuent largement dans tout le corps et accedent
aux compartiments intracellulaires. Cependant, les oligonucléotides anti-miARN
s’accumulent dans les reins et le foie aprés une administration systémique, ce qui les rend
idéaux pour le traitement de la fibrose rénale.

Il est a noter que les glomérules sains ne prennent pas les oligonucléotides anti-miARN, mais
les podocytes et autres cellules dans les glomérules endommagées, ce qui indique que le
traitement par oligonucléotides anti-miARN peut étre bénéfique pour les maladies rénales
ainsi que tubulo-interstitielle [269].

Cependant, plusieurs limites, comme les problemes de sécurité et les méthodes
d’administration, doivent étre surmontés avant que les traitements a base de miARN pour
I'insuffisance rénale chronique puissent étre traduits en pratique clinique. Idéalement, le
miARN cible devrait étre spécifique au rein pour éviter des effets indésirables sur d‘autres
tissus et organes. Pour minimiser les effets secondaires, le traitement ne devrait affecter
gu’une cible cellulaire (ou des cibles agissant dans le méme trajet).

Des études récentes ont identifié les cibles de miARN particuliers dans des cellules et des tissus
par diverses techniques, telles que la précipitation de complexes de silengage induits par I’ARN
(RISC), incorporant un miARN spécifique, ont montré qu’'un miARN avait fréquemment plus
de 100 cibles [208]. Le plus souvent, beaucoup de ces autres cibles sont modérément réduits
au silence par le miARN, bien que de nombreux genes cibles soient fonctionnellement liés.
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6.2. Les mimiques de miARN

Parallélement avec la découverte du silencage génique basé sur I’ARN, et le développement
des oligonucléotides anti-miR capables de pénétrer dans les cellules aprés une administration
systémique pour supprimer la traduction. Des efforts similaires ont été faits pour générer des
copies de miARN. Bien que les microARNs soient généralement résistants avec une longue
demi-vie, ils peuvent subir une détérioration rapide dans des contextes cellulaires spécifiques
[145]. Plusieurs progrés ont été réalisés pour améliorer la stabilité de I’ARN in vivo par
modification moléculaire du squelette [208].

Bien que ces mimiques aient été largement utilisées dans des cellules en culture in vitro, leur
usage en tant que médicaments potentiels n’a pas abouti du fait de 'administration et de Ia
sélectivité pour I'organe cible. Ces limitations ont été partiellement surmontées (Figure 32),
par une administration ciblée ou en utilisant des vecteurs contenant des promoteurs
spécifiques du rein [145].

L’administration de médicaments a base d’antisens pourrait également bénéficier des
systemes d’administration a base de nano-particules, car les agents hydrophiles ne peuvent
pas traverser les membranes cellulaires. Le transfert de génes a I'aide de microbulles et
d’ultrasons a également été expérimenté pour délivrer des plasmides produisant divers
miARN dans les reins de mammiféeres. Les ultrasons a haute intensité provoquent une
oscillation des microbulles, amenant a la libération d’agents thérapeutiques attachés aux
microbulles ou contenus dans celles-ci [270] [271].

Kidney Targeted miRNA Delivery

Renal Interstitial Infusion
Tubules

Systemic Administration
Glomerular epithelium, podocytes and proximal tubule

* Hydrodynamic — intra-arterial high pressure
+ Ultrasound-microbubble - liposomes
+ Systemic — microRNA Agomir/Antagomir + carrier (~60kDa)

Medullary collecting ducts

[ Pelvic Perfusion ]

Figure 32 : lllustration de stratégies d'administration pour le ciblage intra rénal de miARN.
Issue de la publication de Lv et al. [268]
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6.3. Autres techniques

En plus des anti-miR et des mimiques, I'inhibition des miARN peut étre obtenue en exprimant
des séquences miARN cibles capables de capturer des microARNs pathogenes (éponges
miARN) ou par des plasmides d’ARN en épingle a cheveux qui annulent I’expression des
miARNs par interférence d’ARN [145]. Une suppression efficace peut également étre obtenue
en utilisant des oligonucléotides complémentaires de I'’extrémité 3’-UTR des ARNm cibles ou
a la séquence des miARN eux-mémes. Plusieurs études sont menées a propos du potentiel
des cibles de miARN sélectionnées sur la base de leur fonction connue dans la fibrose.

6.4. Conclusion

Le cumul de ces recherches démontre I'intérét des miARNs dans le traitement de la maladie
rénale chronique. Leur absence de toxicité chez les animaux en fait des candidats prometteurs
mais il reste a confirmer la transposabilité de ces résultats chez I’étre humain. Une avancée
de phase Il de I’essai cliniqgue concernant I’hépatite C chronique traitée par un anti-miR-122
(Miravirsen©) représente une étape importante dans la mise au point des thérapies ciblant
les miARN. [272 — 274]

Cependant, le potentiel de cibler des miARN en tant que traitement antifibrotique efficace n’a
été démontré que dans des modeéles expérimentaux de néphropathie chronique. Comme la
plupart des miARN sont hautement pléiotropes et agissent différemment selon le type de
cellules, un seul miARN ne peut pas étre en mesure d’inverser le processus de fibrose rénale.
Au contraire, un complexe de miARN ou d’anti-miARN ciblant différents points du processus
fibrotique pourrait étre plus efficace.

L’administration in vivo de mimiques ou d’inhibiteurs de miARN est devenue une stratégie
thérapeutique prometteuse pour le traitement de la néphropathie congénitale. Une
transfection rénale réussie a été réalisé chez I'animal par injection intra-péritonéale,
intraveineuse ou sous-cutanée de mimiques ou d’inhibiteurs ou, le plus souvent, par injection
intraveineuse de plasmides exprimant des miARNs ou des ARNs en téte d’épingle. [145]

On peut penser que plusieurs agents ciblant divers miARN entreront dans les phases d’essais
cliniques dans les années a venir et que de nouvelles thérapies fondées sur cette approche
entreront dans la pratique clinique a I’avenir.
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Conclusion



Les microARNs se sont imposés comme acteurs incontournables dans la régulation génique.
L'identification et I’étude de nouveaux microARNs affine la compréhension de la physiologie
cellulaire notamment dans diverses pathologies.

Les voies physiopathologiques menant a la fibrose rénale ne dépendent pas toutes des Smad
comme celle de miR-214, ce qui rend les mécanismes de progression de la fibrose plus
complexes mais cela élargi le champ de recherche pour détecter et soigner les complications
de la maladie rénale chronique. En ce qui concerne la nature du microARN, on peut évoquer
sa capacité a pouvoir agir par plusieurs mécanismes, a se lier a plusieurs cibles et la nature de
I’ARNmM a pouvoir étre cibler par plusieurs microARNs. L'ensemble de ces informations nous
indiquent que la régulation génique devient plus ouverte et aussi plus précise.

La plupart des microARNSs cités sont issus d’études sur la néphropathie diabétique facilement
reproductible, cependant, hormis les expériences comprenant un milieu de culture glucosé,
les résultats peuvent étre appliqués de maniére générale au procédé commun de toutes les
étiologies de la maladie rénale chronique, la transition épithélio-mésenchymateuse.

Les études se concentrant sur I'implication des microARNs dans les pathologies
rénales évoquent une dérégulation de ces miRs qui serait la cause de ces
pathologies. On en déduit un usage diagnostic en tant que biomarqueur pour
la détection et le suivi de la fibrose rénale en raison de leur présence dans les
fluides corporels et de leur absence de toxicité. Il est a noter que d’apres les
résultats observés, le microARN n’est pas assez spécifique pour constituer a lui
seul un biomarqueur viable mais peut compléter efficacement un ensemble de
parametres déja bien documentés.

L'usage médical est également envisagé puisque I'avancée des recherches a permis d’élaborer

des solutions thérapeutiques notamment les oligonucléotides anti-miR21, cependant les

recherches dans ce domaine sont encore trés récentes et restent au stade préclinique.
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Résumé

La maladie rénale chronique, définie par un débit de filtration glomérulaire réduit, devient un
probléme de santé publique majeur. Au niveau histologique, la fibrose rénale est la derniere
voie commune menant a 'insuffisance rénale au stade terminal, quelle que soit la lésion
initiale. Les microARNs sont de petits ARNs non codants, longues de 18 a 25 nucléotides, qui
contrélent de nombreux processus cellulaires et de développement en tant que régulateurs
post-transcriptionnel de I'expression génique. Leurs présences et leurs stabilités dans les
fluides corporels (sang, urine) et I’absence de toxicité en font d’éventuels biomarqueurs ou
cibles thérapeutiques. De nouvelles preuves suggerent que les microARNs ciblés sur des genes
impliqués dans la fibrose rénale pourraient étre des candidats potentiels pour le
développement de traitements antifibrotiques pour les néphropathies.

Summary

Chronic kidney disease, defined as reduced glomerular filtration rate, is becoming a major
public health issue. At the histological level, renal fibrosis is the final common pathway leading
to end-stage renal disease, whatever of the initial injury. MicroRNAs (miRNAs) are small
noncoding RNA molecules, 18-25 nucleotides in length, that control many developmental and
cellular processes as posttranscriptional regulators of gene expression. Their presence and
stability in body fluids (blood, urine) and the absence of toxicity make them potential
biomarkers or therapeutic targets. Emerging evidence suggests that microRNAs targeted
against genes involved in renal fibrosis might be potential candidates for the development of
antifibrotic therapies for chronic kidney diseases.
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