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Role de miR-21 au cours de la réponse rénale a une agression

Résumé :

Toute maladie rénale chronique (MRC) se caractérise par le développement de
lésions de fibrose rénale et d’'une perte de fonction qui peut, a terme conduire vers
'insuffisance rénale chronique terminale. miR-21 est un microARN ubiquitaire impliqué
dans le processus de fibrose, notamment rénale. Toutefois, des données expérimentales
contradictoires suggerent que miR-21 pourrait jouer un rdéle ambivalent dans la
constitution des lésions rénales de fibrose.

L’objectif de ce travail est de préciser I'implication de miR-21 au cours des lésions
rénales chroniques chez 'Homme au cours de la néphropathie a dép6ts mésangiaux
d’IgA (maladie de Berger), ou aigiies, en s’appuyant sur un modéle murin de toxicité
rénale du cisplatine.

Dans un premier travail, une cohorte rétrospective de patients porteurs d’une
néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA a été caractérisée de fagon systématique sur le
plan clinico-biologique et anatomo-pathologique (classification d’Oxford). L’expression
rénale de trois « fibromiR » (miR-21-5p, miR-199a-5p et miR-214-3p) est associée aux
lésions de fibrose rénale (p < 0,02). Parmi ces microARN, miR-21-5p semble le plus
pertinent car il présente des amplitudes de variation d’expression tissulaire rénale plus
importantes selon le niveau de fibrose, il est également associé aux lésions de sclérose
glomérulaire (p = 0,001) et son niveau d’expression tissulaire rénale est associée a une
moins bonne survie rénale.

Un second travail a été mené en utilisant un modele murin d’insuffisance rénale
aigué secondaire a l'injection intra-péritonéale de cisplatine chez des animaux invalidé
pour miR-21. Deux schémas d’injections ont été réalisés afin explorer le réle de miR-21
au cours de lésions rénales aigués (injection d'une dose unique de 10mg/kg de
cisplatine) ou subaigués (injections répétées de 7 mg/kg de cisplatine). Les souris ayant
recu une injection unique de cisplatine ne présentent pas de différence significative
d’'urée sanguine, de marqueurs de souffrance rénale (NGAL, KIM-1), d'inflammation
(TNF-a, IL-6) et de stress oxydant (HO-1, NRF2), ni d’activité apoptotique selon leur
statut sauvage ou invalidé pour miR-21. Le modeéle d’injections répétées de cisplatine a,
quant a lui, permis de mettre en évidence des lésions plus importantes chez les souris

miR-217/-. En effet, les souris miR-217/- cisplatine présentent une urée sanguine plus



élevée et une expression rénale de NGAL plus importante que le souris sauvages
cisplatine. Enfin les lésions rénales de nécrose tubulaire aigué observées sont plus
séveres chez les souris miR-21+/-.

Ainsi ces résultats montrent qu’'une forte expression rénale de miR-21 est
associée a la fibrose et au pronostic rénal chez des patients porteurs d'une MRC. Dans
notre modele expérimental, les souris déficientes pour miR-21 présentent une
sensibilité plus importante au développement de lésions rénales induites par le
cisplatine, notamment en cas d’injections répétées. Ces résultats confirment que miR-21
joue probablement un réle ambivalent au cours des lésions rénales, protecteur a la
phase précoce d’'une agression rénale aigué et délétere lorsque le processus se prolonge

dans le temps.

Mots clefs : miR-21, rein, fibrose, néphropathie a IgA, nécrose tubulaire aigué, cisplatine.



Role of miR-21 in the response after a renal damage

Abstract :

Independently of the cause, active Chronic Kidney Disease (CKD) leads to the
development of fibrotic lesions, responsible for a loss of renal function and ultimately,
end-stage renal failure. MiR-21 is a ubiquitous microRNA involved in the fibrosis
process, especially renal fibrosis. However, contradictory experimental data suggest that
miR-21 could play an ambivalent role in the regulation of renal fibrosis.

The aim of this work was to investigate the involvement of miR-21 in chronic
renal lesions based on human renal samples and in acute lesions by using a murine
model of renal toxicity induced by cisplatin.

In a first part of the work, a retrospective cohort of patients with IgA
nephropathy has been systematically characterized clinically, biologically and
pathologically (according to Oxford classification). The renal expression of three
“fibromiRs” (miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p) is associated with renal fibrosis
lesions (p < 0.02). Among these microRNAs, miR-21 appears to be the most relevant as it
displayed larger amplitudes of variation in renal tissue, it was also associated with
glomerular sclerosis (p = 0.001) and its strong expression was associated with lower
renal survival.

A second part of the work was carried out on a murine model of acute renal
failure secondary to the intraperitoneal injection of cisplatin. Two injections schemes
were established to investigate the role of miR-21 in acute renal lesions (injection of a
single dose of 10 mg/kg cisplatin) or subacute (repeated injections of 7 mg/kg cisplatin).
After a single injection of cisplatin, no significant difference in blood urea, renal (NGAL,
KIM-1), inflammation (TNF-a, IL-6) and oxidative stress (HO-1, NRF2) nor apoptotic
activity was observed in miR-217/- mice compared to wild-type mice. In a model of
repeated injections of cisplatin, we observed more renal lesions in miR-217/- mice.
Indeed, miR-21/- mice treated with cisplatin exhibited higher blood urea and an
increased renal expression of NGAL compared to wild-type mice.

Thus, these results suggest that renal expression of miR-21 is associated with
fibrosis and renal prognosis in patients with a CKD. By contrast, in acute renal injury
(cisplatin-induced renal injury), mice deficient for miR-21 exhibit a higher sensitivity

when cisplatin was administered several times. These results confirm that miR-21



probably plays an ambivalent role in renal lesions and seems to be protective at an early

stage, or deleterious when the process is prolonged over time.

Key Words : miR-21, kidney, fibrosis, IgA nephropathy, acute kidney injury, cisplatin.
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ABBREVIATIONS

ADAM(-TS) : A Disintegrin And Metalloproteinase (with ThromboSpondin motifs)
AGO : Argonaute

AKI : Acute Kidney Injury

ARNm : ARN messager

AP-1: Activator Protein 1

ATP : Adénosine Tri-Phosphate

a-SMA : o - Smooth Muscle Actin

BCL2 : B-Cell Lymphoma-2

ChIP : Chronmatin ImmunoPrecipitation

CTP : Cellule Tubulaire Proximale

DGCRS8 : Di George Syndrom Critical Region 8
HDL : High Density Lipoprotein

HIF-1a : Hypoxic Inducible Factor-1

HITS-CLIP : High-Throughput Sequencing of RNAs isolated by CrossLinking

ImmunoPrecipitation

HO-1 : Heme Oxygenase-1

IgAN : Néphropathie a IgA

IL : interleukine

IRA : Insuffisance Rénale Aigué
KIM-1 : Kidney Injury Molecule 1
KO : Knock Out

LNA : Locked Nucleic Acid
IncARN : long ARN non codant

MEC : Matrice Extra-Cellulaire
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miARN / miR : microARN

MKK3 : Mitogen Activated Protein Kinase-Kinase 3
MMP : Matrix Mettalo Protease

MRC : Maladie Rénale Chronique

mTor : mammalian Target of rapamycin

ncARN : ARN non codant

NGAL : Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin
NRF2 : Nuclear Factor Erythroid-Derived-2 like-2
NTA : Nécrose Tubulaire Aigué

PBS : Phosphate Buffer Saline

PDCD4 : Programmed Cell Death protein 4

PHD?2 : Prolyl Hydroxylase Domain

PTEN : Phosphatase and TENsin homologue
piRNA : piwi interacting RNA

RECK : REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal motifs
RISC : RNA-Induced Silencing Complex

siRNA : small interfering RNA

snoRNA : small nucleolar RNA

STAT3 : Signal transducer and activator of transcription 3
TEM : Transition épithélio-mésenchymateuse
THSP-1 : thrombospondine-1

TIMP3 : Tissue Inhibitors of MetalloProteinase 3
TNF-o : Tumor Necrosis Factor a

UTR : UnTranslated Region



INTRODUCTION

I. MicroARN : généralités

1) ARN non codants

Le génome humain est composé d’environ 3,4 milliards de paires de base, dont
seulement 2% conduisent a la synthése de protéines. Dans les années 80 (Zaug and Cech
1980) émerge I'idée que des ARN non codants (ncARN) jouent un réle prépondérant
dans différents mécanismes cellulaires, notamment la régulation de I’expression génique
et le remodelage de 'ADN (Cech and Steitz 2014). Les premiers ncARN décrits furent les
ARN ribosomiques et les ARN de transfert. De nombreux autres ncARN, caractérisés par
la longueur du transcrit, leur biogenése et leur fonction, sont impliqués dans différents
processus cellulaires, dont par exemple la régulation de I'expression génique ou du

remodelage de I’ADN (Figure 1).

Non-coding

Coding RNA RNA

19-22nt 18-25nt 28-33 nt 70-100 nt
-
17-27 nt
Figure 1 : Classification des ARN. Les ARN non codants sont divisés en sous catégories en fonction de
leur taille et de leur nature. rRNA : Ribosomal ARN, tRNA : transfert RNA, tRF : tRNA-derived RNA
fragments, siRNA : small interfering RNA, piRNA : piwi interactings RNA, snoRNA : small nucleolar RNA,
sdRNA : sno-derived RNA. D’apres Cech and Steitz 2014.
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a. Longs ARN non codants

On distingue ainsi les longs ARN non codants (IncARN) de taille trés variable et
comprenant plus de 200 nucléotides. Cette classe d’ARN non codants est encore mal
caractérisée, mais semble intervenir principalement dans la modulation de 'expression
des genes. Ainsi, les IncRNA peuvent favoriser l'interaction de protéines, guider des
complexes protéiques vers leurs genes cibles, séquestrer des protéines ou des
microARN et influencer les processus post-transcriptionnels liés aux ARNm, comme la
traduction, I'épissage et la dégradation de '’ARN messager (ARNm) (Mathieu et al. 2014).
A titre d’exemple, HOTAIR recrute les complexes PRC2 (Polycomb Repressive Complex
2) (Rinn et al. 2007) et LSD1 (Lysine (K)-Specific Demethylase 1A) (Tsai et al. 2010) afin
de réprimer la transcription des genes HOXD (Homeobox D), impliqués dans le

développement embryonnaire.

b. ARN non codants circulaires

Les ARN circulaires (ARNc) sont caractérisés par une boucle formée par une
liaison covalente entre les extrémités 3’ et 5’ de 'ARN et ont une taille comprise entre
100 et 4000 nucléotides (Abu and Jamal 2016). La plupart des genes des ARNc sont
situés dans des régions exoniques de genes codants. Certains ARN circulaires agissent
comme des régulateurs de la transcription en cis (Lasda and Parker 2016), d’autres

jouent le role d’éponges a microARN (Yonghua Chen et al. 2016).

c. Petits ARN non codants

Parmi les petits ncARN (< 200 nucléotides), les microARN (miARN), les small
interferring ARN (siARN) et les piwi-interacting ARN (piARN) interagissent avec les
différentes protéines argonautes (protéines se liant a de petits ARN non codants) et
régulent ainsi la traduction. Il existe des petits ncARN non régulateurs de la traduction,
par exemple les small nucleolar ARN (snoARN), guidant des modifications chimiques des

ARN ribosomiques dans le nucléole (Matera, Terns, and Terns 2007).

i.  piARN
Les piARN sont des molécules de 26 a 31 nucléotides caractérisés par une uridine

en 5’ et une 2’-0-méthylation en 3’, permettant probablement d’augmenter la stabilité de
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la molécule. Les piARN sont des éléments centraux du développement des lignées
germinales, en particulier chez la drosophile (Ghildiyal and Zamore 2009), en ciblant les
transposons. Les piARN joueraient également un role de « gardiens du génome » dans
les cellules germinales grace a un systeme de dégradation des séquences mutées
indésirables reconnues par complémentarité parmi un vaste répertoire de piARN
(Muller, Raman Pandey, and Pillai 2013). Leur role en dehors du développement reste

'objet de débat.

ii. ~ siARN endogénes

Ces petits ARN de 21 nucléotides (orientation sens ou anti-sens) ont une
extrémité 3’ modifiée et, contrairement aux miARN et aux piARN, ne présentent pas
nécessairement un uracil en début de séquence. Ces molécules ont été plutot décrites
dans le régne végétal et leur fonction est encore mal connue. Néanmoins, certains siARN
se complexent avec des ARNm, suggérant qu'une de leurs fonctions est liée a la

régulation de 'expression génique (Ghildiyal and Zamore 2009).
iii. ~ miARN

En 1993, deux équipes américaines (R. C. Lee, Feinbaum, and Ambros 1993;
Wightman, Ha, and Ruvkun 1993) montrent que I'abondance de la protéine LIN14,
impliquée dans le développement de Caenorhabditis Elegans, est régulée par un petit
ARN codé par le gene lin-4. En 1998, Fire et Mello mettent en évidence que l'injection
d’ARN double brin permet une répression extrémement efficace de I’ARNm,
contrairement a des molécules simple brin dont I'effet est modeste et aléatoire. Cette
découverte suggérant qu'un processus intra-cellulaire permet d’optimiser 'action des
ARN interférence (Fire et al. 1998) sera récompensée par le prix Nobel de médecine en
2006. Cependant, il faut attendre 2000 pour qu’un autre petit ARN tres conservé entre

les especes, let-7, soit mis en évidence, validant ainsi le concept d’'une régulation de

I'expression génique par de petits ARN non codants endogenes (Pasquinelli 2012).

Les miARN sont des ncARN d’environ 22 nucléotides, conservés entre les espéeces,
impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle de I'expression génique.
Actuellement, environ 2600 miARN matures sont identifiés chez I'homme ( version 21),
régulant pres de 60 % des transcrits (R. C. Friedman et al. 2008). Les miARN sont

impliqués dans la majorité des processus physiologiques, tel le développement
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embryonnaire, le maintien de I'homéostasie cellulaire ou la différenciation cellulaire
(Bartel 2009). Les miARN sont également impliqués dans lI'immense majorité des
processus pathologiques, au premier rang desquels, les néoplasies (Croce and Calin
2005), les pathologies cardio-vasculaires (Small and Olson 2011), les maladies
génétiques (Mendell and Olson 2012) et les pathologies neuro-développementales ou

psychiatriques (Im and Kenny 2012).

2) Biogeneése et régulation des microARN

a. Biogenéese des miARN

I3 Transcription

Environ 40% des génes codants pour les miARN sont situés dans les régions
introniques de genes codants pour des protéines (Baskerville 2005) et 60% sont situés
dans des régions intergéniques. Parfois, des génes de miARN tres proches constituent
une unité de transcription polycistronique (Y. Lee et al. 2002). La transcription des
miARN est la plupart du temps concomitante du gene dans lequel ils se situent, mais
certains d’entre eux possedent parfois leur propre promoteur (Baskerville 2005). Leur

biogenese et leur maturation sont schématisées dans la Figure 2 (Ha and Kim 2014).

Les genes des microARN sont transcrits par I’ARN polymérase II en longs
transcrits primaires (pri-miARN) de plus de 1000 nucléotides. Les pri-miARN ont une
structure en épingle a cheveux (ou tige-boucle) avec une tige d’environ 33 paires de
bases imparfaitement appariées, une extrémité 5’ comprenant une coiffe méthyl-7-

guanine et une queue polyadénylée a I'extrémité 3’ (X. Cai 2004).

ii. Maturation nucléaire

Les pri-miARN sont clivés par un complexe protéique comprenant Drosha, une
RNase III de type endonucléase clivant les ARN double brin. Cette enzyme possede un
site de recrutement pour son co-facteur indispensable, DGCR8 (Di George Syndrom
Critical Region 8), qui permet la fixation de I’ARN double brin au sein du complexe (Han
2004; Denli et al. 2004). Ceci aboutit ainsi a la formation d’'un pré-miARN en tige-boucle
de 60 a 80 nucléotides caractérisé par 2 nucléotides « flottants », non appariés a

I'extrémité 3’, dits « 3’ overhang », signant le clivage par la RNase de type III. Le pré-
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miARN est reconnu par I'exportine 5 grace aux 2 nucléotides « 3’ overhang » et est
exporté dans le cytoplasme (Okada et al. 2009). La protéine RAN-GTPase (RAs related
Nuclear protein - Guanosine Tri-Phosphatase) associée permet la libération du pré-

miARN grace a I’énergie libérée par '’hydrolyse de la GTP en GDP (Lund et al. 2004).

RNA Pol Il Export
a “‘_--.. Lg .l. b Nucleus lj/_‘
ImiRNA gene Cytoplasm

Dicer <« A-TRBP
(Dicer-1
in flies)

Dicing and
product

release

Micro-
processor
Drosha
DGCRs

SN
—

AGO loading

l Pre-RISC
pre-miRNA AGO1-4
o ANEE?; HSC70-HSP90
Nucleus

Cytoplasm Unwinding |
(G-RANGDP Mature
RISC O

AGO1+4

Figure 2 : Représentation schématique de la biogenése des microARN (miRNA). a : Etapes
nucléaires de la maturation : transcription du pri-miARN par I’ARN polymérase II (Pol II), intégration au
complexe Drosha/DGCR8 permettant la maturation du pré-miARN et export cytoplasmique par
'exportine 5 (EXP5) en association avec la RAN-GTPase. b: Etapes cytoplasmiques de la maturation :
intégration dans le complexe comprenant Dicer et la protéine TRBP (TAR RNA-binding protein)
permettant de lier 'ARN double brin, maturation induite par Dicer, libération de I'ARN double brin,
intégration dans le complexe protéique AGO1-4 grace a I'énergie libérée par '’hydrolyse d’'un ATP par le
complexe heat shock cognate 70 (HSC70) - heat shock protein 90 (HSP90), libération du brin passager,
formation du complexe RISC mature. D’aprés Ha and Kim 2014.
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fii. Maturation cytoplasmique

Les pré-miARN sont reconnus dans le cytoplasme grace a leur extrémité « 3’
overhang » par Dicer, une RNase de type IlI, associée a une protéine de liaison a I’ARN,
TRBP (Tar-RNA binding protein) (Bernstein et al. 2003). Le domaine PAZ (PIWI-AGO-
ZWILLE) permet la reconnaissance et le positionnement de Dicer, puis le domaine
RNAse III excise la boucle du pré-miARN, générant un duplex de miARN de 22
nucléotides (]J.-E. Park et al. 2011, 201). L’association avec une protéine Argonaute (AGO
1 a 4) permet la dissociation du complexe (Su et al. 2009). Le brin passager (miARN¥)
est alors clivé et relargué dans le cytoplasme pour étre dégradé (Xuhang Liu et al. 2012).
Parfois les 2 brins conduisent a un miARN mature, ils sont alors identifiés par le suffixe -
3p ou -5p selon qu'’ils proviennent de I'extrémité 3‘ ou 5’ de leur précurseur. Le brin
guide, ou microARN mature, persiste au sein du complexe protéique nommé RISC (RNA-

Induced Silencing Complex) (Stefanie Jonas and Izaurralde 2015).

iv. Maturation non canonique

Le séquencage des petits ARN a partir des cellules déficientes pour les protéines
Drosha ou Dicer a mis en évidence la présence de certains miARN, a l'origine de
l'identification de voies de maturation alternatives (Babiarz et al. 2008; ].-S. Yang and Lai
2011). En effet, en 'absence de du complexe Drosha/DGCRS8, des mirtrons (produits de
I'épissage de certains ARNm) ou des pré-miR avec une coiffe 7-méthylguanosine
peuvent étre exportés dans le cytoplasme pour étre pris en charge par Dicer (Ha and
Kim 2014). D’autres pré-miR produits par Drosha/DGCR8 peuvent étre incorporés a
AGO2 sans clivage préalable pour étre ensuite maturés par PARN (Poly(A)-specific
Ribonuclease) (Ha and Kim 2014).

b. Réqulation

L’expression des microARN est régulée, au méme titre que les ARN codants, par
des facteurs de transcription et des mécanismes épigénétiques (B. N. Davis and Hata
2010), mais également au cours des différentes étapes de leur maturation et par le
complexe RISC lui-méme (Siomi and Siomi 2010). Ainsi, les protéines associées a
DROSHA et DGCRS8 sont impliquées dans la modulation de la maturation en pré-miARN.

De plus, il existe de nombreuses boucles de régulation positives permettant
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I'amplification d’'un signal ou négatives permettant le maintien d'un équilibre

(Margaret S. Ebert and Sharp 2012).

3) Mécanismes d’action des miARN

a. Meécanisme intra-cellulaire

Au terme du processus de maturation, les miARN sont intégrés au sein du
complexe RISC. Ils sont alors capables d’exercer une fonction de régulation post-
transcriptionnelle de I'expression génique en réprimant la traduction et en déstabilisant

puis en dégradant 'ARNm cible.

i.  Reconnaissance de ’ARNm cible par le miARN

Les miARN possédent une séquence de reconnaissance dite « seed (racine) »
comprenant généralement les nucléotides 2 a 7 de la région 5’ (Agarwal et al. 2015).
Grace a cette séquence, les miARN reconnaissent par complémentarité leur site de
liaison classiquement situé dans la région 3’ UTR (UnTranslated Region) de 'ARNm cible.
Parfois, le nucléotide 8 participe a la séquence de reconnaissance (R. C. Friedman et al.
2008) (Figure 3A-C). Des sites marginaux ne comprenant que 6 nucléotides appariés
sont moins fonctionnels que les sites canoniques (Figure 3D-E). Plus rarement,
I'extrémité 3’ du microARN joue également un rdle dans la fixation du miARN, en
particulier lorsque la complémentarité de la séquence « seed » avec '’ARNm est faible (R.
C. Friedman et al. 2008) (Figure 3F-G). Chez la plante, la totalité de la séquence du
miARN reconnait la séquence cible (hormis le 1¢r nucléotide enfoui dans la protéine
Ago2 qui ne participe jamais a la reconnaissance de la cible) (Huntzinger and Izaurralde
2011). Chaque miARN a plusieurs cibles, avec toutefois une fonctionnalité de
'interaction variable. En effet, outre la complémentarité, I'accessibilité de la séquence
cible influence la fixation des miARN a leur séquence cible. L’accessibilité est modifiée
notamment par la localisation de la séquence cible au sein de la région 3’'UTR, le site
d’appariement a la séquence « seed », la structure secondaire des ARNm, ou la présence

de protéines de liaison a '’ARN (Ameres, Martinez, and Schroeder 2007).
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Figure 3: Regles d’appariement entre un miARN et sa cible. (A-C) Sites d'interaction
canoniques, comprenant 7 a 8 nucléotides, impliqués dans la reconnaissance entre un miARN et sa cible.

(D-E) Sites d’interaction marginaux, comprenant 6 nucléotides appariés Ces sites « 6mer» ont

généralement une efficacité réduite. (F-G) Sites d’interaction atypiques comprenant une seconde zone
d’appariement en 3' du miARN. Parfois, ces sites ont un réle de renforcement d’une interaction canonique
(F). Dans d’autres cas, le site 3’ est compensatoire d’'un appariement incomplet au niveau du site classique
(G). Ces sites atypiques permettent 'obtention d'un site fonctionnel. Les tirets verticaux indiquent
I'appariement Watson-Crick contigu. D’apreés Bartel 2009.

ii.  Mécanismes de répression

Le complexe RISC permet au miARN d’exercer une action de régulation post-

transcriptionnelle. Le noyau central du complexe RISC est formé par le miARN mature et

une protéine AGO (1 a 4 chez 'humain) (Figure 4). Les protéines AGO ont une structure

bilobaire comprenant un domaine PIWI fixant I'extrémité 5’ du miARN, et un domaine

PAZ fixant l'extrémité 3’. Le miARN est ainsi positionné de fagon optimale en

conformation d’hélice a au sein du sillon d’AGO (Ha and Kim 2014).
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La complémentarité parfaite des séquences miARN-ARNm cible entraine une
dégradation directe de '’ARNm par la protéine Argonaute (Huntzinger and Izaurralde
2011). Ce mécanisme est la regle dans le regne végétal mais reste un mécanisme
minoritaire chez les animaux. Chez I’humain, seule AGO2 est dotée d'une activité
enzymatique permettant ce clivage (Ipsaro and Joshua-Tor 2015). A contrario, on a
longtemps pensé qu’'une complémentarité imparfaite conduisait a l'inhibition de la
traduction sans dégradation de ’ARN. De nombreuses données expérimentales ont
montré qu'une diminution de la quantité de ’ARNm cible suite a l'inhibition par un
miARN était de loin la situation la plus fréquente, remettant en cause ce paradigme
(Huntzinger and Izaurralde 2011). Lorsque 'ARNm n’est pas clivé directement, les
protéines AGO recrutent des protéines permettant de réprimer la traduction, puis
d’entrainer la désadénylation, I'ablation de la coiffe en 5’ et enfin la dégradation de

I’ARNm (Huntzinger and Izaurralde 2011).

Translational repression Deadenylation

elF4F miRISC /\
1

miRNA

I mRNA

elF4E e|F4A‘\/

Decapping and
5'-to-3’ decay

CCR4

Figure 4 : Mécanismes d’action des miARN animaux sur I’ARNm cible. Le miARN associé a une
protéine Argonaute (AGO) au sein du complexe RISC se lie par appariement a un ARNm cible. La protéine
GW182, recrutée par AGO, permet a son tour le recrutement de protéines permettant 'inhibition de la
traduction (inhibition du complexe elF4F), la désadenylation (PABPC, complexes cytoplasmiques de
désadénylation), le «decapping» (décoiffage) puis la dégradation (dégradation de 5 en 3' par
I'exoribonuclease 1) de ’ARNm cible. D’aprés Jonas and Izaurralde 2015.
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L’association a une protéine GW182 est indispensable a la fonctionnalité du
complexe RISC (Rehwinkel 2005). Cette famille de protéines est constituée d'un
domaine N-terminal de liaison a AGO et d'un domaine C-terminal participant au
recrutement du complexe de désadénylation.GW182 recrute ainsi deux complexes de
désadénylation PAN2-PAN3, CCR4-NOT, ayant des fonctions redondantes. Cependant, le
complexe CCR4-NOT est multifonctionnel puisqu’il a également une fonction d’inhibition
directe de la traduction (Cooke, Prigge, and Wickens 2010) et qu'il recrute 'enzyme
DCP2 (Decapping Protein 2) permettant l'ablation de la coiffe en 5’ (S. Jonas and
Izaurralde 2013). Enfin, les complexes d’ablation de la coiffe interagissent avec la
5'-to-3’exoribonuclease 1 (XRN1) qui dégrade rapidement les ARNm (S. Jonas and
[zaurralde 2013).

La protéine PABPC (Cytoplasmic poly(A)-binding protein), recrutée par GW182, a
un réle qui reste encore débattu (Eulalio, Tritschler, and Izaurralde 2009). PABCP
renforce probablement I'ancrage du complexe RISC sur les ARN polyadénylés (Moretti et
al. 2012). La liaison de PABPC au complexe RISC pourrait également diminuer son

activité de stimulation de la traduction (Huntzinger and Izaurralde 2011).

La répression isolée de la traduction est toutefois parfois observée (Eichhorn et
al. 2014). Il est maintenant admis que la répression intervient avant linitiation,
probablement en inhibant I'initiation dépendante de la coiffe en 5’ (Stefanie Jonas and
Izaurralde 2015), bien que les mécanismes moléculaires sous-jacents ne soient pas
élucidés. Chez la drosophile, Ago 1 peut également inhiber la transcription de facon

indépendante de GW182 (Fukaya and Tomari 2012).

iii.  Fonctions biologiques

Si la fonction de régulation post-transcriptionnelle de la traduction est bien
documentée, le réle des miARN intégré a 1'échelle d’'un organisme est plus difficile a
appréhender. En effet, la délétion isolée d’'un miARN entraine des conséquences
phénotypiques variables. Dans certains cas, le phénotype n’est pas modifié, comme c’est
le cas pour les souris invalidées pour miR-21 (Chau et al. 2012). Parfois, la délétion d'un
miARN entraine un phénotype particulier. Ainsi, les souris invalidées pour miR-122a
développent spontanément une stéatose puis une fibrose hépatique, ainsi que des

carcinomes hépato-cellulaires (Wen and Friedman 2012). Plusieurs arguments plaident
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en faveur du réle crucial joué par ces petites molécules. En particulier, la délétion
complete des enzymes de maturation Dicer (Bernstein et al. 2003) et Drosha (Fukuda et
al. 2007) est létale a un stade embryonnaire, et entraine des phénotypes marqués en cas
de délétion conditionnelle (J.-S. Yang and Lai 2011). L’hypotheése actuelle est que les
miARN jouent un réle dans la régulation fine des processus biologiques via des boucles
de rétrocontrdole (Figure 5). Trois mécanismes principaux de régulation sont
actuellement décrits et permettent d’expliquer les fonctions fondamentales des miARN.
Les boucles d’anticipation (dans lesquelles le miARN régule la méme cible que son
inducteur) permettent de renforcer et de stabiliser un signal biologique (Figure 5A). Les
boucles de régulation négative (dans lesquelles le miARN régule négativement son
inhibiteur), quant a elles, maintiennent un état d’homéostasie (Figure 5B). Les boucles
de rétrocontrdle positif (dans lequelles le miARN régule positivement son inducteur)
sont souvent impliquées dans la différenciation cellulaire et au cours du développement

embryonnaire (Figure 5C) (Margaret S. Ebert and Sharp 2012).

A

A——B C/EBPo. ————— miR-223_
|—|o|—‘ | {E2F1 | | §
B

A——B NFI-A ———————{ miR-223
Cc

A——B LIN{2 ———— miR-61
I—‘ -|- Vav-1}| |

Figure 5: Boucles de régulation impliquant les miARN. A : Boucle d’anticipation. Exemple de
I'inhibition directe et indirecte de E2F1, un régulateur du cycle cellulaire impliqué dans la granulopoiése.
B : Boucle de régulation négative. Exemple de I'inhibition réciproque de miR-223 et NFI-A permettant un
maintien de I'équilibre entre précurseurs myéoides et granulocytes. C: Boucle de régulation positive.
Exemple du renforcement de 'engagement vers la différenciation en cellules vulvaires chez le nématode.
D’apreés Ebert and Sharp 2012,

b. miARN circulants

Les microARN sont retrouvés dans les fluides biologiques, en particulier dans le

sang et l'urine, mais également dans le liquide céphalo-rachidien, les larmes ou le lait
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maternel (Xi Chen et al. 2012a). Ils participeraient ainsi a la communication

intercellulaire de maniere paracrine ou endocrine (Xi Chen et al. 2012b).

i. Mécanismes de sécrétion

Les miARN circulants sont résistants a la dégradation des RNAses. En effet, leur
inclusion dans des microvésicules (Valadi et al. 2007) ou leur association a certaines
protéines (K. Wang et al. 2010) permet de les protéger de I'action des RNAses. Bien que
les mécanismes soient encore imparfaitement élucidés, trois principales voies de
sécrétion ont été décrites : la sécrétion passive, la sécrétion active des miARN au sein de
microvésicules et la sécrétion active sous forme de complexes protéines-miARN (Figure

6).
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Figure 6 : Mécanismes de sécrétion extracellulaire des miARN. A: Sécrétion passive suite a un
dommage cellulaire. B: Sécrétion active des miARN intégrés dans des microvésicules (exosomes ou
vésicules de sécrétion) ou associés a des protéines (HDL ou AGO2/NMP1). La fleche discontinue pour
AGO2/NMP1 signifie que le caractere actif de cette sécrétion et sa fonctionnalité sont incertaines. AGO2 :
Argonaute 2 ; HDL: High Density Lipoprotein; MVB: MultiVesicular Bodies; NPM1 : NucleoPhosMinl.
D’apres Xi Chen et al. 2012b (Xi Chen et al. 2012b).
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v’ La sécrétion passive

Les lésions tissulaires associées au processus d’apoptose ou de nécrose peuvent
entrainer le relargage passif et non sélectif des miARN intracellulaires. Ainsi, les cellules
sanguines présentant une demi-vie courte, notamment les plaquettes, participent au
contingent de miARN sériques du fait d'une lyse cellulaire constante a bas bruit (Xi Chen
et al. 2012b). Les miARN sécrétés passivement seraient biologiquement inactifs
(Mitchell et al. 2008).

v La sécrétion active

Le caractere actif d'une sécrétion est associé a un mécanisme nécessitant de
I'énergie. Contrairement a la sécrétion passive, le contenu excrété en miARN ne refléte
pas la composition intra-cellulaire en miARN et témoigne de mécanismes conduisant a
I'excrétion sélective de certains miARN. C’est le cas de la sécrétion des miARN via des
microvésicules ou liée aux lipoprotéines de haute densité (HDL). Les miARN intégrés
dans des vésicules représentent une minorité des miARN circulants (Arroyo et al. 2011).
On distingue deux types de microvésicules assurant le transport des miARN. D'une part,
les exosomes qui sont des vésicules de 30 a 100 nm issues de I'’endosome précoce. Sous
'action de la sphingomyélinase neutre 2, une protéine impliquée dans la synthese des
céramides dans les situations de stress cellulaire (Hannun and Obeid 2002), les miARN
sont associés aux protéines AGO2 et GW182 (Gibbings et al. 2009). Ils sont par la suite
dirigés vers les corps multi-vésiculaires d’exocytose qui fusionnent avec la membrane et
liberent leur contenu vers le milieu extra-cellulaire (Kosaka et al. 2010). D’autre part, le
second type de de microvésicules est représenté par le groupe des vésicules d’excrétion.
Elles représentent une population plus hétérogene de vésicules de 100 a 1000 nm,
créées par invagination externe de la membrane plasmique. Les mécanismes qui
conduisent a cette sécrétion active sont non élucidés a 'heure actuelle (Xi Chen et al.

2012b).

Les miARN associés aux HDL sont également biologiquement actifs (Vickers et al.
2011). A l'inverse de la voie des miARN intégrés aux exosomes, la sphingomyélinase
neutre 2 inhibe la formation des complexes miARN-HDL (Vickers et al. 2011). Enfin, des

miARN circulants liés a AGO2 ou a la nucléophosmine 1 ont été identifiés mais le
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caractere actif de leur sécrétion et leur fonction biologique sont incertains (Xi Chen et al.

2012b).

ii.  Effet biologique des miARN sécrétés

Les miARN sécrétés via les microvésicules peuvent étre intégrés dans une cellule
cible par endocytose, phagocytose ou fusion des membranes plasmiques (Xi Chen et al.
2012b) et induire un effet biologique de répression de l'expression génique dans la
cellule cible (Iguchi, Kosaka, and Ochiya 2010), ainsi que le phénotype en découlant
(Yujing Zhang et al. 2010). Les miARN associés aux HDL sont endocytés par un récepteur
membranaire aux HDL, le Scavenger Receptor class B type I (SR-BI), et dirigés vers le
cytoplasme ou ils exercent leur fonction de régulation des ARNm (Vickers et al. 2011).
La présence de molécules d’adressage a la surface des microvésicules et de récepteurs
spécifiques sur les cellules cibles permet probablement l'adressage spécifique aux
cellules cibles, bien que les mécanismes restent imparfaitement élucidés (Xi Chen et al.

2012b).

Les miARN extra-cellulaire peuvent agir par voie autocrine, paracrine ou
endocrine. Ainsi, les miARN sécrétés peuvent avoir un effet paracrine lors de
'interaction entre la cellule présentatrice d’antigene et le lymphocyte T (Mittelbrunn et
al. 2011), lors du développement embryonnaire (Yuan et al. 2009) et dans les contextes
tumoraux (Skog et al. 2008). Bien que les miARN soient sécrétés dans la circulation
sanguine par des cellules sanguines (Hunter et al. 2008) ou des adipocytes (Miiller et al.

2011), leurs cellules cibles ne sont a I'heure actuelle par connues.

II. miR-21 en physiologie et pathologie rénale

1) Biogenése et controle de I’expression de miR-21

Du fait de son implication dans de trés nombreuses situations physiologiques et
pathologiques, miR-21 est I'un des miARN les mieux caractérisés a I'heure actuelle. De

plus, il est quantitavivement un des miARN les plus représentés.

a. Localisation et caractéristiques du géne
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miR-21 est I'un des premiers miARN humains dont la structure a été déterminée
précisément (X. Cai 2004) (Figure 7). Chez 'homme, le gene correspondant au pri-miR-
21 est situé dans le locus 23.2 du bras long du chromosome 17 (17q23.2) au sein du
gene TMEM49, codant pour la Vacuole Membrane Protein 1, une protéine induite par le
stress cellulaire et impliquée dans la formation de vacuoles intra-cytoplasmiques, un
stade précoce de l'autophagie et la jonction cellulaire (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=VMP1) (X. Xu et al. 2014; Krichevsky and Gabriely 2008). La

séquence exacte du pri-miR-21 fait encore l'objet de débat (Kumarswamy, Volkmann,
and Thum 2011) mais les études les plus récentes mettent en évidence un transcrit
primaire de 477 nucléotides, dont la séquence se situe dans une région allant de I'intron
10 a lintron 12 du gene TMEM49. La séquence correspondant a miR-21 mature est
située dans le douzieme et dernier intron de TMEM49. Cette séquence n’est
habituellement pas transcrite dans '’ARNm de TMEM49, car elle se situe en aval de la
séquence de polyadénylation. Chez 'homme, le brin sens de miR-21 est appelé miR-21-

5p, alors que chez la souris, il est appelé miR-21a-5p (www.miRbase.org version 21).

Y 3
H | ) 2 1
Intron 10 | Introni1

L -3403 to -2395 y Caietal 2004

1 -3565 to -2415 y Loffleretal, 2007

1 -3770 to -3337 1 Fujita et al, 2008

Figure 7 : Localisation génomique de miR-21. Le géne correspondant a miR-21 est localisé sur le
chromosome 17q23.2 au sein du gene TMEM49. Trois sites d’initiation de la transcription ont été décrits :
1 (Cai 2004), 2 (Fujita 2008) et 3 (Mudduluru et al. 2011). Le site de liaison pour des éléments activateurs
(AP1) ou répresseurs (NF1) est situé dans l'intron 10 du géne TMEM49. Enfin, les trois régions
promotrices décrites sont situées a cheval sur plusieurs introns et exons (intron 10 a 11, Cai 2004 et
Loffler 2007) ou dans l'intron 10 (Fujita). D’aprés Kumarswamy et al. 2011.
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Afin d’améliorer la lisibilité du manuscrit, miR-21 sera indistinctement utilisé pour
désigner miR-21-5p chez I'homme et miR-21a-5p chez la souris. Le brin anti-sens miR-
21-3p est exceptionnellement impliqué dans des processus pathologiques, mais
quelques études ont montré son implication dans le cancer (Lo, Tsai, and Chen 2013;
Ryan Charles Pink et al. 2015; Baez-Vega et al. 2016) et dans 'hypertrophie cardiaque
(Yan et al. 2015).

b. Régulation

i.  Régulation de la transcription

Malgré sa situation intra-génique, miR-21 possede sa propre unité de
transcription, lui permettant une régulation indépendante (Kumarswamy, Volkmann,
and Thum 2011) (Figure 7). Le premier site promoteur, décrit en 2004 (X. Cai 2004), est
situé 3403 a 2395 paires de bases en amont de la séquence correspondant au pri-miR-
21 est concordant avec un site de début de transcription situé dans l'intron 11 du géne
de TMEM49. Un site tres similaire a été décrit trois ans plus tard par Loffler et al (Loffler
et al. 2007). Ce site ne semble cependant pas étre déterminant, puisqu’il est épissé au
cours de la formation du pri-miR-21. Un second site promoteur situé 3770 a 3337 paires
de bases en amont de la séquence correspondant au pri-miR-21 a été décrit en 2008
(Fujita et al. 2008) et recoupe de fagon minimale le site promoteur décrit précédemment.
Plus récemment, Mudduluru et al. ont décrit plusieurs sites d’initiation de la

transcription tres proches de celui décrit par Fujita (Mudduluru et al. 2011).

La Figure 8 représente les différents sites de fixation des facteurs de
transcription identifiés par Fujita et al. Les techniques de ChIP (Chronmatin
ImmunoPrecipitation) - séquencage ont permis de valider I'implication de plusieurs
facteurs de transcription (Fujita et al. 2008) modulant positivement ou négativement
I'expression de miR-21. La diversité des voies associées a ces facteurs de transcription

reflete la complexité de la régulation de miR-21.
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1 nGnnnTnTGG GnnAGnnnnn GnAGCTCnGn nnnnAnAAnn TnATCAnnnA TCnnTATnnn B TATA box GC box
61 nnnnAnnTnn GAACAAGNTG nTnAnTAAnG TAnTGnAGTT TnTGTGCAAn nnnTCnnCCA
121 TAAANCATGA AAnGATTnnn nnCAnnGTTC ATAGTTCnnT CTTTGTTCCT TTGEFAAWGA WS AP-1 Ets/PU.1
181 BnnnnnnCTG ACnnnTGGGA GGnGCCTnCHRNRARNIIGETANATGEANICTT TnTGGATAAG B C/EBP B NF
241 GATGACGCACNAGAT TGICETATAGEACTIPAGHTTGAGARARRGABEGn CnCCTNTGAG
301 nAGANNnGEGRNBARGIEA NN nnAGGGCGNG CAGTTTCTTT TTTAACTAGG GATGACACAA B SRF Bl 053
361 GOARAAGTCANTTICCTTATT AATTGGTTCANAACCAGINCT TACAGGAACT nGTGGTENNN

421 MEIBTGGGAC TTCTGAGAAG TCATTCATTT nATTCTTTGn GCCnnAnCAG AGnA STAT3
pri-miR-21

Figure 8: Séquence de la région promotrice de miR-21. Les bases conservées entre les espéces
sont en majuscules, les bases variables sont symbolisées par un « n ». Les sites de fixation des facteurs de
transcription et les sites nécessaires a la transcription (TATA box et GC box) sont surlignés en couleur. AP-
1: Activator Protein 1; C/EBP: CCAAT-Enhancer-Binding Proteins; ETS/PU.1:E26 Transformation-
Specific / protein PU.1 ; NFI: Nuclear Factor [; SRF: Serum Responding Factor; STAT3: Signal
Transducer and Activator of Transcription 3. D’apres Fujita et al. 2008.

La majorité des facteurs de transcription validés sont activateurs :

- Ainsi, plusieurs sites de liaison pour le facteur de transcription AP-1 (Activator
Protein 1), un hétérodimere composé des protéines c-Fos etc-Jun, ont été mis en
évidence. AP-1 recrute le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF afin de
permettre l'initiation de la transcription du pri-miR-21 (Ito et al. 2001). La protéine PU.1,
appartenant a la famille des facteurs de transcription Ets (comprenant un domaine ETS
(E26 Transformation-Specific) de liaison a I’ADN et reconnaissant une courte séquence
centrale GGAA/T (Graves and Petersen 1998), exerce une action synergique avec AP-1

(Fujita et al. 2008; Chinenov and Kerppola 2001).

- Deux sites de fixation pour le facteur de transcription CREB (cAMP Response
Element Binding) phosphorylé ont été décrits. Leur fixation sur le promoteur entraine

une activation de la transcription de miR-21 (Polytarchou et al. 2011).

- Deux sites de fixation pour STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3), un facteur de transcription activé par des cytokines (en particulier IL-
6) et impliqué dans la survie et la migration cellulaires, ont été décrits (Loffler et al.
2007; Luo et al. 2014). STAT3 semble nécessiter la présence de co-facteurs pour étre
actif. En effet, il a été récemment démontré que le facteur C/EBP jouait également un

role synergique avec STAT3 (McClure et al. 2016). De plus, la présence de la sous-unité
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p65 du NFxB sur un site de fixation trés proche de celui de STAT3 semble nécessaire a

'action promotrice de STAT3 (Z. Yang et al. 2015).

- Le récepteur aux androgenes est également capable de se fixer sur la séquence

promotrice de miR-21 et d’en induire la transcription (Ribas et al. 2009).

- Il existe deux sites de liaisons potentiels pour HIF-1a (Hypoxic Inducible Factor-
1a) dans le promoteur de miR-21. Un seul d’entre eux a été validé par des techniques
d'immunoprécipitation et de gene rapporteur. Toutefois, I'action de HIF-1 nécessite la
présence du co-facteur CBP (CREB Binding Protein)/p300 (Yang Liu et al. 2014). 1l

existe une boucle de rétrocontrole positif via Akt (Yang Liu et al. 2014).

- D’autres molécules entrainant une régulation positive de miR-21 ont été
évoquées dans la littérature sans que le mécanisme exact ne soit étudié. Il s’agit, entre
autres, du facteur NFkB associé au complexe mTor (mammalian Target of rapamycin)
(Vinciguerra et al. 2009), de la protéine p53 pour laquelle un site de fixation au sein du
promoteur avait été identifié par Fujita (J. Yang et al. 2015) ou de la protéine FRA-1
(Horita etal. 2011).

D’autres facteurs régulent négativement la transcription :

- NF1-B (Nuclear Factor 1 B), un membre de la famille des protéines NF1
entrainant une répression versatile de |'expression génique, joue un double role dans la
régulation de miR-21. En effet, il se fixe sur le site promoteur (décrit par Fujita) pour
réprimer la transcription de miR-21. De plus, il intervient dans une boucle de régulation
négative, la séquence NF1-B contenant un site de fixation pour miR-21. Le facteur de
transcription C/EBP (CCAAT-Enhancer-Binding Proteins) est un autre répresseur de

I'expression de miR-21, synergique de NF1-B (Fujita et al. 2008).

- Un site de fixation a l'cestradiol, exercant un effet répresseur, a également été

décrit (Wickramasinghe et al. 2009).

Enfin, dans certains cas, un facteur de transcription peut exercer deux effets
opposés en fonction du contexte cellulaire, et en particulier des cofacteurs associés. C’est
le cas du facteur de transcription SRF (Serum Responding Factor), impliqué dans la

différenciation et la prolifération cellulaires, qui posséde un site de fixation sur le
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promoteur de miR-21. Seul, il exerce un modeste effet répresseur. Par contre, il exerce
un effet inducteur lorsqu’il est présent associé a la myocardine et un effet de répresseur

en association avec le complexe p49/Strap (X. Zhang et al. 2011).
v Régulation de la maturation

La régulation de la maturation de miR-21 ajoute un degré de complexité au
controle du niveau intra-cellulaire de miR-21 mature. En effet, différentes protéines
peuvent s’associer aux complexes de maturation comprenant Drosha ou Dicer. Ainsi,
SMAD3 régule positivement miR-21 a un niveau post-transcriptionnel (Brandi N. Davis
et al. 2008; Zhong et al. 2011). L’association de SMAD3 au complexe
Drosha/DGCR8/p68, facilitant ainsi le clivage du pri-miR-21 en pré-miR-21 est
actuellement I'’hypothese privilégiée (Loboda et al. 2016). De plus, 'everolimus (un
inhibiteur de mTOR utilisé comme immunosuppresseur en transplantation d’organes
solides, dans la sclérose tubéreuse de Bourneville et dans certains cancers) joue
également un réle favorisant la maturation de pri-miR-21 médiée par I'’enzyme Drosha

(Trindade et al. 2013).
v’ Régulation de la disponibilité de miR-21 mature

Enfin, différentes molécules peuvent séquestrer des copies de miR-21 mature,
entrainant ainsi un degré de régulation rapide et réversible. L’équipe d’Androsavitch et
al. a montré que l'interaction miR-21-ARNm cible est thermodynamiquement instable,
du fait d’'une richesse importante en adénines et en uraciles de la séquence « seed »
(Androsavich et al. 2012), expliquant ainsi la grande sensibilit¢ de miR-21 au
phénomene « d’éponge a miARN». Les « éponges a miARN » sont en effet des molécules
comprenant plusieurs sites de fixation pour un microARN donné, ou plus largement
pour une famille de miARN se fixant sur une méme séquence cible. Elles entrainent une
séquestration du miARN et par conséquent celui-ci ne peut interagir avec ses cibles. Ce
phénomene se traduit in vivo par un degré d’association de miR-21 aux polysomes (et
donc le caractere actif) tres variable selon le contexte cellulaire. A titre d’exemple, il a
été montré que miR-21 est peu associé aux polysomes dans le tissu hépatique de souris
saines, traduisant une faible activité de répression de la traduction (Androsavich et al.
2012). Au contraire, une forte association de miR-21 aux polysomes dans les cellules

HeLa (adénocarcinome cervical) atteste d’'une activité intense dans ce contexte
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(Maroney et al. 2006). Ainsi, miR-21 est disponible au sein de la cellule sous forme

inactive et peut étre libéré rapidement en fonction du contexte cellulaire.

Des « éponges a miARN » endogenes ont été mises en évidence pour la premiere
fois chez la plante en 2007 (Franco-Zorrilla et al. 2007). Certains IncARN peuvent
exercer cette fonction de séquestration. En particulier, GAS5 (Growth Arrest Specific 5),
un IncARN suppresseur de tumeur exprimé en situation de stress cellulaire (Pickard and
Williams 2015), possede un site de reconnaissance pour miR-21 a l'origine d'une
régulation négative conjointe des deux molécules (Zigiang Zhang et al. 2013). Des
« éponges a miARN » exogénes sont utilisées a visée expérimentale depuis une dizaine
d’années (M. S. Ebert and Sharp 2010), in vitro (Margaret S Ebert, Neilson, and Sharp
2007; Sayed and Abdellatif 2011) ou dans des modeles animaux (C. Du et al. 2009). 1l a
également été évoqué que des pseudogenes peuvent intervenir dans ce phénomene. Les
pseudogenes comprennent fréquemment des mutations non-sens situées au début de la
séquence codante, aboutissant a un transcrit court qui ne sera pas pris en charge au sein
des polysomes. Ainsi, les miARN séquestrés par les pseudogenes sont localisés en
dehors des polysomes. En particulier, le pseudogene PTENP1, qui est une cible de miR-
21, pourrait contribuer a la régulation de son activité (Poliseno et al. 2010; R. C. Pink et

al. 2011).

Enfin, outre les molécules spécifiques ayant une fonction « éponge a miR-21 », la
multiplicité des cibles de miR-21 in vivo pourrait contribuer a la « dilution » de I'effet de

miR-21 sur chacune de ses cibles (Androsavich et al. 2012).

c. Expression de miR-21 en situation physiologique et pathologique

Bien que miR-21 soit exprimé de maniére ubiquitaire dans I'organisme, ce miARN
présente de fortes variations d’expression inter-tissulaires (Landgraf et al. 2007) et une

franche surexpression dans les tissus tumoraux (Pfeffer, Yang, and Pfeffer 2015).

Les souris invalidées pour miR-21 ont une fertilité normale et ne présentent pas
d’anomalies phénotypiques majeures des principaux organes jusqu’'a dix-huit mois de
vie (X. Ma et al. 2011; Chau et al. 2012). De méme, I’'étude du transcriptome dans le foie
de souris miR-21/-ne montre pas de modification significative par rapport a des souris

sauvages, en particulier sur les ARNm cibles validés de miR-21 (Androsavich et al. 2012).
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miR-21 est impliqué dans de nombreux processus physiologiques, en particulier
dans le développement. En effet, il est exprimé de facon précoce au cours du
développement chez le poisson zebre (P. Y. Chen et al. 2005), chez la souris (Cao et al.
2012) et joue un role dans la morphogeneése ramifiée (Hayashi et al. 2011), nécessaire
au développement rénal, pulmonaire et endocrine. De plus, miR-21 pourrait également
avoir un role de facteur de croissance au cours du développement. En effet, le taux
placentaire de miR-21 a été positivement associé a la macrosomie feetale (H. Jiang et al.
2014). Cependant, la délétion de miR-21 a peu de retentissement sur le développement
embryonnaire des souris invalidées pour miR-21, suggérant qu’il existe des voies

redondantes dans ce contexte.

Par ailleurs, miR-21 a été identifié comme un acteur important dans de
nombreuses pathologies, en dehors des atteintes rénales. Ainsi, miR-21 est augmenté
dans la trés grande majorité des cancers (Pfeffer, Yang, and Pfeffer 2015), mais
également dans les pathologies cardio-vasculaires, en particulier I'athérome (Kumar et
al. 2014), la régénération cardiaque post-infarctus (Tao et al. 2015), les anévrysmes
aortiques (Fu et al. 2015), les maladies cérébro-vasculaires (Volny et al. 2015), le
diabete (Sekar et al. 2016) ou l'inflammation (Sheedy 2015). La modulation de
I'expression de miR-21 a permis de préciser son réle au cours du développement de
certaines pathologies. Ainsi, la délétion de miR-21 peut conférer un phénotype de
résistance aux tumeurs, notamment pulmonaires, chez des souris prédisposées par une
mutation activatrice de l'oncogene K-ras (Hatley et al. 2010). Par ailleurs, la
surexpression de miR-21 dans un modéle murin d’induction par la doxycycline conduit
au développement d'un phénotype de lymphome malin pré-B (Medina, Nolde, and Slack
2010). Enfin, les souris déficientes pour miR-21 présentent un défaut marqué de

réponse immunitaire Th2 (Lu et al. 2011).

2) Implication de miR-21 en physiologie rénale

a. Expression rénale de miR-21

miR-21 est fortement exprimé dans le tissu rénal normal de souris, en particulier
par les cellules tubulaires proximales (Chau et al. 2012; Gomez et al. 2015). Chez le rat,

I'expression de miR-21 est retrouvée dans le cortex et la médullaire rénale (Saikumar et
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al. 2012). Sur des biopsies humaines, miR-21 est exprimé surtout dans le compartiment
tubulo-interstitiel mais il est également exprimé, dans une moindre mesure, dans le
glomérule (McClelland et al. 2015), notamment dans les podocytes (Zhong et al. 2011;
Zhong et al. 2013; Chau et al. 2012). De plus, le profil d’expression génique du tissu rénal
des souris miR-217/- est sensiblement identique a celui de souris sauvages dans des
conditions normales, en particulier en ce qui concerne les cibles potentielles de miR-21

(Chau etal. 2012).

b. Développement rénal

De nombreux miARN sont impliqués dans 'embryogenése et le développement
(Laurent 2008). Plusieurs études ont ainsi illustré I'importance des miARN dans la
néphrogenese. En particulier, la délétion conditionnelle de Dicer dans les cellules
progénitrices rénales conduit a un phénotype trés sévere de réduction néphronique
associée a une apoptose accrue et a des défauts architecturaux avec une mortalité des
souris a 36h post-partum (Nagalakshmi et al. 2011; Ho et al. 2011). Des délétions de
Dicer plus ciblées dans les cellules du stroma cortical (Nakagawa et al. 2015), dans les
podocytes (Ho et al. 2008; Harvey et al. 2008) et dans les cellules juxta-glomérulaires
(Sequeira-Lopez et al. 2010) entrainent différentes anomalies de néphrogenese,
touchant les cellules rénales dont les podocytes et les cellules tubulaires ou la
microvascularisation. Par contre, la délétion de miR-21 seul n’entraine pas de défaut de
néphrogenese (Chau et al. 2012) et l'ultra-structure rénale est strictement normale a 12

semaines de vie (Lai et al. 2015).

c. Régénération rénale : I'exemple de Nothobranchius Furzeri

Si le nombre de néphrons matures est fixé des la naissance chez les mammiféres,
les vertébrés inférieurs, en particulier les poissons, ont des capacités de néphrogenese
en réponse a une agression rénale (Salice et al. 2001). En effet, en cas de lésion rénale,
une population de cellules progénitrices s’active afin de constituer de nouveaux
néphrons, reconnaissables par la présence de cellules basophiles (Diep et al. 2011). Un
travail mené sur la régénération rénale chez le poisson Nothobranchius Furzeri apres
injection de gentamycine a permis d’'observer une augmentation de I'expression de miR-
21 apres la lésion rénale, en particulier dans les cellules proliférantes (Hoppe et al.

2015). De plus, l'injection préalable d’'un antagoniste de miR-21 entraine un retard dans
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la récupération rénale. L’analyse par Gene Ontology montre que la plupart des génes
modifiés par I'antagoniste de miR-21 sont liés au processus apoptotique a un stade
précoce (J2) et a des mécanismes de réorganisation cellulaire (invagination de la

membrane, homéostasie de la cellule) a un stade plus tardif.

3) miR-21 au cours d’une agression rénale

a. miR-21 en pathologie rénale humaine

miR-21 est associé au développement de nombreuses pathologies rénales aigues
et chroniques. En effet, plusieurs études translationnelles ont été menées afin d’évaluer
I'expression dans le rein, le sang et I'urine de patients porteurs de pathologies rénales
variées. Les études répertoriées en pathologie rénale humaine sont reprises de maniere
synthétique dans le Tableau 1. Elles mettent unanimement en évidence une
augmentation de I'expression rénale de miR-21 au cours des situations pathologiques

rénales aigués ou chronique indépendamment de I’étiologie sous-jacente.

Les données concernant miR-21 dans les liquides biologiques sont plus
contradictoires, parfois pour d'une méme pathologie. La diversité des pathologies
rénales impliquant miR-21 souligne son role d’acteur ubiquitaire au cours des lésions
rénales aigues et chroniques sans spécificité pour une pathologie donnée. Toutefois ces
études, chez 'homme, ne permettent pas d’affirmer la responsabilité de miR-21 dans le

processus pathologique ni d’étudier les mécanismes sous-jacents impliqués.

b. miR-21 dans les modéles animaux de pathologie rénale

De nombreux modeles animaux ont permis d’explorer le réle de miR-21 au cours
des néphropathies, qu’il s’agisse de modeles d’insuffisance rénale aigué ou de
pathologies rénales chroniques (Tableau 2). Dans la plupart des modeles animaux,
I'expression de miR-21 est augmentée apres une agression rénale. Le niveau
d’expression de miR-21 semble associé a des formes plus séveres de maladie rénale.
Cependant, des données contradictoires ont été rapportées dans les modeles les mieux
documentés, principalement dans les modeles de néphropathie diabétique et dans les

protocoles d’ischémie-reperfusion.
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L’exemple le plus frappant est lié aux modeles d’ischémie-reperfusion, modélisant les
lésions rénales aigués. Bien que les différentes études rapportent de maniére
consensuelle l'augmentation de miR-21 apres un épisode d’ischémie-reperfusion
(Godwin et al. 2010; Chau et al. 2012; Saikumar et al. 2012; Xialian Xu et al. 2012;
Kaucsar et al. 2013; Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et al. 2013; J. Chen et al. 2015; Li et al.
20164a; Xiujuan Liu et al. 2015; W. Zhang and Shu 2016; Jiao et al. 2016; Xialian Xu et al.
2016), les données divergent en ce qui concerne le caractere protecteur ou délétere de
miR-21. En effet, dans la majorité des études, l'inhibition de miR-21 conduit a une
aggravation des lésions histologiques et une diminution de la fonction rénale (Xialian Xu
et al. 2012; Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et al. 2013; Xiujuan Liu et al. 2015; Xialian Xu et
al. 2016) apres ischémie-reperfusion, méme si une intervention de préconditionnement
protecteur telle qu'une injection de chlorure de cobalt (Xialian Xu et al. 2016), une
inhalation de Xenon (Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et al. 2013) ou un préconditionnement
ischémique (Xialian Xu et al. 2012), était appliquée. Un travail montre que l'inhibition de
miR-21 avant I'ischémie-reperfusion entraine une aggravation des lésions histologiques
et de la fonction rénale 24h aprés l'ischémie (Xiujuan Liu et al. 2015). A contrario, une
étude a montré que l'inhibition de miR-21 des J-5 améliore les 1ésions histologiques et
I'albuminurie 7 jours aprés la 1ésion ischémique (Chau et al. 2012). Les principaux
éléments qui peuvent expliquer la différence entre ces deux études sont, d'une part, le
schéma d’injection de 'inhibiteur de miR-21 variable (respectivement injection unique a
J-1 versus injections réitérées a J-5, J-2, J+1) et d’autre part, le délai de prélevement du
rein (respectivement précoce a 24h versus tardif a 7 jours). En synthese, ces travaux
contradictoires pourraient suggérer que miR-21 joue un roéle protecteur au stade
précoce des lésions l'ischémie-reperfusion, en particulier dans les manceuvres de pré-
conditionnement, mais qu'il joue un role secondairement délétere, une fois les lésions de

nécrose tubulaire aigue initiées.

En ce qui concerne la néphropathie diabétique, un modele de néphropathie
chronique, la plupart des modeles plaident en faveur d’'un réle délétere de miR-21.
L’expression rénale de miR-21 s’éleve assez précocement : des quatre semaines pour le
modele de diabeéte induit par l'injection de streptozotocine et apres 8 semaines pour le
modele de souris db/db (Zheng Zhang et al. 2009) (modeéle de néphropathie diabétique

précoce) (Lai et al. 2015). Cinq des six modeles explorant les effets de
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Tableau 1 : Implication de miR-21-5p en pathologie rénale humaine.

Pathologie

miR-21-5p rénal & patients
greffés avec une nécrose
tubulaire aigue

d’AKI post- chirurgie
cardiaque

miR-21-5p urinaire &

- prédictif d’AKI lors
d’intoxication au paracétamol
- apreés infusion pleurale de
cisplatine (non prédictif
d’AKI)

patients atteints d’AKI

i miR-21-5p tissulaire miR-21-5p circulant miR-21-5p urinaire miR-21-5p autre site Référence
concernée
« Acute kidney miR-21-5p circulant N avant Gaede et al.
injury » (AKI) geste chirurgical prédictif 2016

Pavkovic et al.
2016

J. Du etal.
2013

Ramachandran
etal. 2013

Saikumar et al.
2012

Néproangio-
sclérose

miR-21-5p urinaire & associé
a meilleure survie rénale

Szeto et al.
2012

36



Néphropathie
diabétique

miR-21-5p rénal & associé a
- fonction rénale altérée

- protéinurie

- fibrose (glom. et interst.)

miR-21-5p glomérulaire
ARlassocié avec protéinurie

miR-21-5p rénal A@chez les
patients diabétiques

miR-21-5p circulant &
associé avec

- DFG bas

- Protéinurie élevée

- Progression de i'IRC

associé a dégradation de la
fonction rénale

non associé a néphropathie
(associé a événement CV)

miR-21-5p urinaire & (vs
contrdles sains)

miR-21-5p urinaire & associé
a:

- meilleure fonction rénale

- moins de lésions fibreuses
(glomérulaires et interstielles)

a meilleure survie rénale

Chien et al.
2016

2015

Olivieri et al.
2015

McClelland et
al. 2015

Fiorentino et
al. 2013

Konta et al.
2014

G. Wang et al.
2013

Szeto et al.
2012

Pezzolesi et al.
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Transplantation
rénale

miR-21-3p rénal & chez les
patients qui développent une
AKI post-transplantation

miR-21-5p 9 patients avec FIAT
sévere

miR-21-5p rénal & associé a
fonction et survie du greffon et
fibrose rénale

miR-21-5p urinaire & chez les
patients avec FIAT

rein de donneurs a coeur arrété
A associé a une moins bonne
fonction rénale a 6 et 12 mois.

Zununi Vahed
etal. 2016

Khalid et al.
2016

Wilflingseder
etal. 2014

Glowacki et al.
2013

Ben-Dov et al.
2012

Néphropathie a
dépots
mésangiaux
d’IgA

miR-21-5p interstitiel A associé
a
- fibrose glomérulaire et
interstitielle

- survie rénale

miR-21-5p & glomérules et
tubules associé a

- fibrose glomérulaire et
interstitielle

- protéinurie, fonction rénale

a une meilleure fonction
rénale

miR-21-5p urinaire & associé
a meilleure survie rénale

Hennino et al.
2016

Baoetal. 2014

G. Wang et al.
2013

Szeto et al.
2012
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Lésions miR-21-5p urinaire & patients Konta et al.

glomérulaires porteurs de lésions 2014

minimes glomérulaires minimes

PKRD miR-21-5p A dans la paroi des Lakhia et al.
kystes 2015

Abbréviations : AKI: Acute Kidney Injury; CV: cardio-vasculaire, DFG: Débit de filtration glomérulaire; FIAT ; Fibrose Interstitielle et Atrophie Tubulaire; LB:
Lymphocyte B ; LT : Lymphocyte T ; ND néphropathie diabétique ; PKRD : Polykystose Rénale autosomique Dominante.
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Tableau 2 : Implication de miR-21a-5p dans des modeles murins de néphropathies aigués et chroniques.

Pathologie Effet de |Modéle animal Modification de miR-21a-5p dans le modéle |Cibles moléculaires : Référence
concernée miR-21a- (type cellulaire :
5p cible directe de miR-21a-5p)
« Acute kidney Souris ischémie-reperfusion miR-21a-5p A rein Cellules endothéliales de veine ombilicale Xialian Xu et al.
injury » (AKI) Chlorure de cobalt (protecteur) Inhibition de miR-21a-5p : (humain) : 2016
@fonction rénale thrombospondin-1
Inhibition de miR-21a-5p (LNA) 7 lésions histologiques
Souris ischémie-reperfusion miR-21a-5p & rein total apres HK2 : Jiao et al. 2016
préconditionnement ischémique préconditionnement PHD2 - HIF1
(protecteur) Inhibition de miR-21a-5p:
Perte du bénéfice du préconditionnement
Inhibition de miR-21a-5p (LNA) (fonction rénale, histologie)
Rats ischémie-reperfusion Cellules NRK-52F (épithélium rénal rat): W. Zhang and
Ghreline (protecteur) PTEN -Akt Shu 2016
S
§ | S o
&2 Souris ischémie-reperfusion miR-21a-5p # des 24h apres HEK-296 (rein embryonnaire humain) et HK- |Li etal. 2016a
= préconditionnement ischémique préconditionnement 2 (rein tubule humain) :

(protecteur)

Rat ischémie-reperfusion

Inhibition de miR21 (oligonucléotides)

Souris ischémie-reperfusion,
préconditionnement au xénon
(protecteur)

Inhibition de miR-21a-5p (LNA)

miR-21a-5p 2 dans rein total
Inhibition de miR-21a-5p:
Aggravation fonction rénale
7 lésions histologiques

miR-21a-5p & rein

miR-21a-5p AP avec xénon

Inhibition de miR-21a-5p:

Perte du bénéfice du Xénon (fonction rénale,
histologie)

MKK3 - p38
MAPK - IL-6/TNF-«

Cellules NRK-52E (épithélium rénal rat):
Rab1l1la

PTEN - Akt
PDCD4
HIF1

2015

Jiaetal.2013a




AKI (suite)

protecteur (suite)

délétére

Rat injections de gentamycine
préconditionnement au xénon
(protecteur)

Souris ischémie-reperfusion
préconditionnement ischémique
(protecteur)

Inhibition de miR-21a-5p (LNA)

Souris ischémie-reperfusion
EPO (protecteur)

Rat ischémie reperfusion

Rat AKI a la gentamycine

Souris ischémie reperfusion

Inhibition de miR-21a-5p (KO ou
oligonucléotide)

miR-21a-5p & rein
miR-21a-5p A7 avec xénon

miR-21a-5p & rein total apres
préconditionnement (4h-4j)

Inhibition de miR-21a-5p:

Perte du bénéfice du préconditionnement
(fonction rénale, histologie)

Pas d’effet en I'absence de préconditionnement

miR-21a-5p A rein (J1 aJ30)
KO miR-21a-5p délétere dans le modéle
cellulaire

miR-21a-5p & rein
AEREEREDN miR-21a-5p rein

miR-21a-5p & cortex AP médullaire
A miR-21-a-5p sérique A miR-21-5p urinaire

miR-21a-5p & cortex et médullaire
N miR-21a-5p sérique et urinaire

? miR-21a-5p rein

Inhibition miR-21a-5p :
Protection contre lésions de fibrose

Cellules rénales épithéliales (humain) :
PDCD4
HIF1

Cellules tubulaires (souris) :
PDCD4

Myofibrobastes, cellules épithéliales rénales :
ERK/MAPK

PPAR«

MPV17-like

RECK

Jiaetal. 2013b

Xialian Xu et al.
2012

2010

Xiao Chen et al.
2015
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Transplantation ° Souris régime hyposodé miR-21a-5p & rein total Cellules tubulaires proximales (humain) : J. Chen et al.
rénale ,§ Ciclosporine 50 mg/kg/j maximum a 2 semaines de traitement puis PTEN - Akt 2015
% diminution
<
Néphropathie Souris diabeéte induit par streptozotocine |miR-21a-5p & rein Podocytes (souris) : Lai etal. 2015
diabétique (ND) KO miR-21a-5p: SMAD7
Inhibition de miR-21a-5p (KO) 7 protéinurie N fonction rénale PDCD4 p53
S 2 glomérulosclérose TIMP3
[&]
% Souris db/db (déficit du récepteur a la miR-21a-5p N rein total Cellules mésangiales (souris) : Zheng Zhang et
a leptine) Surexpression miR-21a-5p: PTEN - PI3K - Akt al. 2009
A prolifération mésangiale
Surexpression de miR-21a-5p (plasmide) |N albuminurie
Souris diabéte induit par streptozotocine |C66 W miR-21a-5p rein H. Wu etal. 2016
Analogue du curcumin (C66) Inhibition miR-21a-5p :
- N albuminurie
Inhibition de miR-21a-5p (LNA) - N fibrose rénale
Souris KK-Ay + régime hyperlipidique miR-21a-5p rein et sérum corrélés HKC (Human Kidney Cells) : J. Wang et al.
(diabéte + obésité modérée) miR-21a-5p circulant 2 associé a SMAD 7 2015
® - albuminurie
E Inhibition de miR-21a-5p (antagomir) - fonction rénale altérée
;%;j - lésions rénales glomérulaires

Souris KK-Ay + régime hyperlipidique

Inhibition de miR-21a-5p (lentivirus)

Inhibition miR-21a-5p : amélioration des 3

parametres ci-dessus

miR-21a-5p ? @ @total

Inhibition miR-21a-5p :

- N des marqueurs de TEM, de fibrose
- N albuminurie

HKC (Human Kidney Cells) + TGF-13:
TGF-R - SMAD 3 / SMAD 7
o-SMA, E-cadhérine

J.-Y. Wang et al.
2014




Néphropathie Souris KK-Ay miR-21a-5p 2 rein total Jinyang Wang et
diabétique (ND) associé a albuminurie, insuffisance rénale MMP9 - TIMP1 al. 2013
(suite) Inhibition de miR-21a-5p associé a sclérose glomérulaire
(oligonucléotide) Inhibition miR-21a-5p : N 1ésions
Diabéte induit par streptozotocine miR-21a-5p ? Btotal Cellules mésangiales (souris) : Fiorentino et al.
Souris TIMP3-/- TIMP3 2013
_ SirT1
8 _______________________________________________________________________________________________________________________________________________________ 2
E Souris db/db miR-21a-5p ? Etotal (glomérules et Cellules mésangiales et tubulaires (rat) : Zhong etal. 2013
° tubules) SMAD 7 - TGF-R
%’ Inhibition de miR-21a-5p (transfert de inhibition de miR-21a-5p: - NFxB
g shARN (small hairpin ARN) inductible par |- amélioration fonction rénale
Doxycycline) - inhibition fibrose rénale et inflammation
Souris OVE26 (diabéte type 1) miR-21a-5p & cortex rénal Cellules mésangiales (rat et humain): Dey etal. 2012
PTEN - AKT - GSK313 - Tor complex 1
Souris NOD (Non Obese Diabetic) miR-21a-5p ARilots 3 Cellules f3 (souris) : Ruan etal. 2011
PDCD4/- (diabéte type 1) PDCD4 - NFkB
Néphropathie a 5 Cellules mésangiales et podocytes (humain), |Bao etal. 2014
dépots E HK-2:
mésangiaux d’IgA < PTEN- Akt
S
Syndrome Souris Col4a3 -/- miR-21a-5p 2 rein total (glomérule et tubule) |Cellules tubulaires proximales, podocytes, Gomez et al.
d’Alport e Inhibition de miR-21a-5p: fibroblastes (souris et humain) : 2015
% Inhibition de miR-21a-5p Amélioration fonction rénale et protéinurie PPAR-a - RXR (Retinoid X Receptor)
S (oligonucléotide) Augmentation de la survie

A fibrose glomérulaire et interstitielle
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Glomérulo-

Rat injection de sérum néphrotoxique

miR-21a-5p urinaire A@apres injection de

Pavkovic et al.

néphrite (modele Ac anti-membrane basale néphrotoxique 2015
glomérulaire)
N e
:‘;-"j Rat glomérulonéphrite induite par 'anti- |miR-21a-5p ARRERE Denby et al.
pS Thy 1.1 (mod éle de lupus systémique) 2011
Lymphocyte T circulants (humain : patients  |Stagakis et al.
lupiques) : 2011
PDCD4
PKRD Souris Kif3a/- miR-21a-5p & rein total plutét a la phase Cellules tubule collecteur (souris) : Lakhia et al.
e Souris Pkd1-/- d’expansion des kystes PDCD4 2015
QD
© Souris Pkd2-/- KO miR-21a-5p:
S Souris Hnf-113-/- N des kystes
amélioration fonction rénale
Fibrose rénale . Souris transgénique pour TGF-f§ (modéle |miR-21a-5p & rein Podocytes (souris) : Lai etal. 2015
/progression de la z de sclérose glomérulaire) KO miR-21a-5p: SMAD7
maladie rénale § ? protéinurie PDCD4
chronique g Inhibition miR-21a-5p (KO) 2 glomérulosclérose p53
TIMP3
Souris néphropathie a 'adénine 2 miR-21a-5p rein cortical McClelland et al.
2015
Souris Obstruction Urétérale Unilatérale |# miR-21a-5p rein J4-]28 Fibroblastes (souris) : Glowacki et al.
© (ouy) a-SMA, collagéne 1A1 2013
S
< e e TTTTTrT T T T T
:%j Souris OUU ? miR-21a-5p rein Mpyofibrobastes, cellules épithéliales rénales  |Chau et al. 2012)
= (souris) :
Inhibition de miR-21a-5p (KO ou Inhibition de miR-21a-5p : ERK/MAPK
oligonucléotide) Protection contre lésions de fibrose PPARa
MPV17
RECK




Fibrose rénale
/progression de la
maladie rénale
chronique (suite)

Délétére (suite)

Souris OUU
SMAD3-/- (protecteur)

Inhibition miR-21a-5p (shRNA plasmide
inductible par ultrasons)

Souris OUU
Inhibition miR-21a-5p (LNA)

Rat OUU
Rat SHRSP (spontanément hypertendu)

2 miR-21a-5p rein
N miR-21a-5p rein souris OUU BEARAR-/-

Inhibition de miR-21a-5p:
Amélioration des lésions histologiques

? miR-21a-5p- rein

Inhibition de miR-21a-5p:
Amélioration des lésions histologiques

miR-21a-5p AREREMN

2011

Abbréviations : AKI: Acute Kidney Injury ; EPO : erythropoiétine ; J : jour ; KO : Knock Out; LNA : Locked Nucleic Acid ; ND néphropathie diabétique ; OUU : Obstruction

Urétérale Unilatérale ; ShRNA : small hairpin RNA, SHRSP : Spontaneously hypertensive rat stroke-prone.
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I'inhibition de miR-21 concluent a un effet protecteur de I'inhibition de miR-21 (Zhong
et al. 2013; Jinyang Wang et al. 2013; ].-Y. Wang et al. 2014; J. Wang et al. 2015; H. Wu et
al. 2016). Le seul modele montrant un effet délétere de I'inhibition de miR-21 differe par
deux éléments singuliers (Lai et al. 2015). Il s’agit, d’'une part, du seul modele utilisant
des souris invalidées génétiquement et non pas basé sur l'administration d’un
antagoniste de miR-21. D’autre part, le délai d’analyse est relativement court: 4
semaines apres l'injection de streptozotocine versus 12 a 24 semaines dans le méme
modele pour les autres travaux (Fiorentino et al. 2013; H. Wu et al. 2016) et 12 a 20
semaines dans d’autres modeles de néphropathie diabétique (Ruan et al. 2011; Nirmalya
Dey et al. 2012; Zhong et al. 2013; Jinyang Wang et al. 2013; J.-Y. Wang et al. 2014; J.
Wang et al. 2015, 201). Enfin, un seul travail a étudié la surexpression de miR-21, via
I'administration d’'un plasmide entre 4 et 8 semaines de vie concluant a un effet
protecteur de miR-21 (Zheng Zhang et al. 2009). Le blocage trés précoce de miR-21,
avant le début des manifestations cliniques dans ce modele, ainsi que 'analyse précoce
pourraient expliquer ces résultats discordants. Ainsi, a la phase précoce de la
néphropathie diabétique (hypertrophie mésangiale), la surexpression de miR-21 semble
avoir un effet préventif contre les 1ésions rénales et l'utilisation d’antagonistes de miR-
21 ne semble alors pas bénéfique. A contrario, la surexpression de miR-21 a la phase
d’état de la néphropathie diabétique (glomérulosclérose et fibrose interstitielle) a des
conséquences déléteres et son inhibition a ce stade pourrait permettre une amélioration

des lésions.

Ces exemples illustrent la complexité du réle de miR-21 au cours des agressions
rénales. Ils sont en faveur d’'un rdle protecteur de miR-21 a la phase initiale d’une
agression (en particulier dans le pré-conditionnement) protégeant de lésions rénales
ultérieures, mais délétere dans la chronicité. L'’exploration des mécanismes moléculaires
sous-jacents, et en particulier des cibles de miR-21, pourrait permettre d’améliorer la

compréhension du role ambivalent de miR-21.
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4) Cibles de miR-21

a. Techniques d’analyse des cibles de miR-21

i. ~ Techniques in silico

Des outils bio-informatiques ont été développés depuis plus d'une dizaine
d’années afin d’améliorer la prédiction des cibles des miARN. Le premier travail mettant
en relation la séquence de miARN conservés entre les especes et la région 3’'UTR d’ARN
messagers (Lewis et al. 2003) a permis de générer 'outil TargetScan, actuellement tres
largement utilisé. Ce type d’outil a été perfectionné griace a l'amélioration des
connaissances acquises sur les miARN en particulier :

- 'importance des nucléotides 2 a 7 dans la reconnaissance de la cible (Lewis et al.
2003),

- les variations d’affinité liées a la position et 'environnement de la séquence
« seed » entrainant un effet répresseur (nucléotides A et U entourant la séquence seed)
ou activateur (région 3’UTR, distance minimum de 15 nucléotides apres le codon stop,
caractere excentré pour les régions UTR longues, proximité d'un autre site cible des
miARN) (Grimson et al. 2007),

- I’évaluation du degré de conservation de sites potentiels de liaison de miARN (R.
C. Friedman et al. 2008),

- la stabilité thermodynamique du complexe miARN/ARNm (John et al. 2004).

Il existe actuellement pres d’'une dizaine de programmes permettant la prédiction
de genes cibles utilisant de facon variable les criteres évoqués ci-dessus (DIANA-microT,
miRanda, miRBase, miRBridge, PicTar, PITA, rna22 EIMMo, Targetscann 5.0). Toutefois,
le pouvoir prédictif de ces algorithmes reste modéré. En effet, 'acuité de prédiction
(nombre de prédictions correctes / nombre de prédictions totales) varie de 24% a 58%
(Alexiou et al. 2009). En fonction de l'outil de prédiction utilisé, le nombre de cibles
potentielles de miR-21 est également variable et est compris entre 240 et 8897 cibles.
Ainsi, ces méthodes in silico permettent de définir des pistes pour I'exploration des
cibles des miARN. Il reste par la suite nécessaire de valider expérimentalement la

fonctionnalité des interactions miARN-ARNm prédites.
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ii.  Outils expérimentaux

v’ Modification des transcrits et protéines

La premiere étape consiste a confirmer que la quantité de ’ARNm (et/ou de la
protéine) supposé cible est dépendante de la modulation du miARN. Pour une cible
donnée, la quantification se fait classiquement par PCR quantitative et/ou Western Blot.
Les techniques de micropuce a ARN et de pSILAC (pulsed Stable Isotope Labellingwith
Aminoacids in Cell culture) permettent d’analyser les profils complets des ARNm et
protéines (Ong et al. 2002). Ces méthodes sont limitées par, d'une part, la nécessité de
recourir a des inhibiteurs ou des analogues des miARN d’intérét, s’éloignant ainsi des

conditions rencontrées in vivo, et d’autre part I'absence de lien de causalité directe.
v' Méthode directe

Le « gold-standard » pour valider une cible de miARN est l'utilisation d'un gene
rapporteur couplé a la luciférase. La modulation de l'expression du gene cible
secondairement a la variation de quantité (surexpression ou inhibition) du miARN signe
leur interaction. Des expériences de mutagenese dirigée de la séquence « seed » permet
de confirmer de fagon robuste l'interaction miARN-ARNm. Cette technique nécessite
également des modifications supra-physiologiques du miARN d’intérét, ne reflétant

probablement pas les situations in vivo.
v’ HITS-CLIP (méthode semi-directe)

L'identification de cibles de miARN sans aucune modification des niveaux de
miARN ou d'ARNm est possible en utilisant la technique du HITS-CLIP
(HIgh-Throughput Sequencing of RNAs isolated by CrossLinking ImmunoPrecipitation)
(Chi et al. 2009; Moore et al. 2014). Cette technique est détaillée dans la Figure 9.
Brievement, apres liaison des ARN aux protéines (rayons UV), une immunoprécipitation
utilisant un anticorps spécifique dirigé contre AGO est réalisée. Les complexes ARN-
protéines sont séparés par électrophorese, puis une digestion protéique permet la
dissociation des ARN. Les ARNm et miARN sont ensuite identifiés par des méthodes a
haut débit. La derniere étape consiste a apparier les ARNm avec leur miARN selon les
complémentarités de séquence. Cette technique, ne permet pas de valider formellement

une interaction, dans la mesure ou I'analyse des ARNm et des miARN reste dissociée.
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Elle a I'avantage d’étre une méthode semi-directe et d’étudier les interactions en

conditions physiologiques.

(a) (b)

%JV irradiation (steps 1-3)

E—
1. Lysis
2. Partial RNAse digest
3. Immunoprecipation

!
3 dephosphorylatnon
(Alkaline Phosphatase)
(steps 18-20)

(0
3'HO /%/OH 5

N\

—

p*

3'linker ligation

(steps 4-17) (radiolabeled*)
(steps 21-22 and Box 1)
magnetic bead
(9) (e)
9 anti-Ago IgG: - + +
forward 5'linker  RNAse: + 4
T RNAtag  3'linker KD:
5'linker . Z 200 | — Ago complex*:
reverse 150 | — o KD —
i >130
; ?\:-A :Xtr’“'f’“ 0 - D 1. SDS-PAGE
-3'linker ligation - 2. Nitrocellulose
(steps 33-52)
transfer
(steps 25-32)
75 -

\RT—PCR (steps 53-77)
(h)

Autoradiogram

(i)
High-Throughput Sequencing

(d) %

4 OHS5

(Polynucelotide

5'phosphorylation
kinase) (steps 23-24)

Ago complex: ~110kD  >130kD
PCR cycles: il il »
bp:
= Re-PCR to add
HTS adapters
(steps 78-87)

NA gel
BNFge Illumina flow cell

Figure 9 : Vue d'ensemble de la technique de HITS-CLIP (HIgh - Throughput Sequencing of

RNAs isolated by CrossLinking ImmunoPrecipitation). Le miARN est représenté en bleu, '’ARNm
en noir. (a) L’irradiation UV de cellules vivantes ou de tissus permet la liaison ARN-protéine.

(b) Le matériel est lysé, I'ARN partiellement digéré, puis Ago est immunoprécipité a I'aide d’'un anticorps
couplé a des billes magnétiques. (c) Le traitement par la phosphatase alcaline élimine 1'hydroxyle en3 '.
(d) Un ligand radiomarqué (*) représenté en rouge est ajouté en 3 . (e) Une kinasepolynucleotide
phosphoryle I'extrémité 5 '. (f) Les complexes sont élués et séparés sur SDS-PAGE. Aprés transfert sur une
membrane de nitrocellulose, les complexes sont visualisés par autoradiographie. (g) Une digestion
protéique permet de libérer I'ARN dans les régions de migration d’'intérét. Un ligand est ajouté en 5’,
représenté en violet. (h) Les brins sont amplifiés par RT-PCR avec les amorces correspondant aux ligands
en 3’ et 5. (i) Aprés addition des adaptateurs dédiés, les ADNc sont analysés par séquencage a haut débit.
D’apres Moore et al. 2014.
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b. Cibles de miR-21

Seules les cibles de miR-21 confirmées par l'utilisation d’'un systéme rapporteur

sont détaillées dans ce chapitre.

Les cibles de miR-21 sont impliquées dans de nombreux mécanismes et voies de
signalisation jouant un réle au cours de la réponse rénale a une agression, notamment la
prolifération cellulaire (PTEN), I'apoptose (PDCD4, Bcl2), la régulation du métabolisme
cellulaire (PPAR-a, PHD2), I'inflammation (MKK3), la régulation des constituants de la
matrice extra-cellulaire (Reck, TIMP3), la voie du TGF-f3 (Transforming Growth Factor-

3) (SMAD7), 'angiogenese (Reck, THSP-1, PHD2) et 'autophagie (Rab11a).

i.  Phosphatase and TENsin homologue (PTEN)

L’interaction de miR-21 avec PTEN a été validée dans des cellules mésangiales
murines et humaines (N. Dey et al. 2011) et dans des fibroblastes humains provenant de
cicatrices hypertrophiques (Zhu et al. 2014). PTEN est une protéine physiologique
cruciale. En effet, PTEN régule notamment de multiples processus cellulaires tels que la
survie, la prolifération, le métabolisme énergétique et l'architecture cellulaire (Figure
10). Son activité phosphatase s’oppose a I'action de PI3K et entraine une inhibition de la
voie Akt - mTor impliquée dans la prolifération, la survie et le métabolisme cellulaires
(Song, Salmena, and Pandolfi 2012). Indépendamment de son activité phosphatase,
PTEN joue également un role intra-nucléaire de stabilisation génomique et de controle

de la progression du cycle cellulaire (Song, Salmena, and Pandolfi 2012).

L’expression de PTEN est diminuée dans les glomérules et l'interstitium de
patients porteurs d’'une néphropathie a IgA (Bao et al. 2014). L’inhibition de PTEN par
miR-21 a été montrée dans des modeles murins d’ischémie-reperfusion et de diabéte.
Les conséquences de linteraction miR-21-PTEN explorées in vitro sont l'objet de
publications plus contradictoires. L’inhibition de PTEN par miR-21 pourrait étre a
I'origine d’un effet bénéfique en favorisant la prolifération des cellules tubulaires au
cours de l'ischémie-reperfusion (Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et al. 2013; W. Zhang and
Shu 2016) et en inhibant la prolifération de cellules mésangiales soumises a une
hyperglycémie (Zheng Zhang et al. 2009). Des données contradictoires montrent que

PTEN favoriserait la prolifération mésangiale au cours du diabete (Kato, Arce, and
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Natarajan 2009; Mahimainathan et al. 2006; Nirmalya Dey et al. 2012). D’autres travaux
montrent un effet délétere de l'inhibition de PTEN par miR-21 via I'induction d’un
phénotype mésenchymateux et profibrotique dans les cellules tubulaires dans un
modele de toxicité de la ciclosporine (J. Chen et al. 2015) et dans les podocytes et

cellules tubulaires dans un modele in vitro de néphropathie a IgA (Bao et al. 2014).

GF
|Plasma
[membrane \PtdIns(3,4,5)P,
Cytoplasm é

— . CHER:

NPC-

Nucleus YI\VI“ ST
5 l l\‘ll\\()\\()\
‘. D DNA repair

CENPC Y/ @ADSD

Cell cycle 'regulation

 — + J

Genomic stability

Figure 10 : Fonctions générales de PTEN. Apres translocation dans le noyau, PTEN contrdle la
prolifération cellulaire via p300 - p53 et APC/C (Anaphase-Promoting Complex ou Cyclosome). Il favorise
également la stabilité génomique et la réparation de 'ADN. PTEN inhibe également la voie Akt.
Abréviations : Ac (acetylation), CDH1 (CDC20 homologue 1), CENPC (centromere protein C), GF (growth
factor), MVP (major vault protein), NPC (nuclear pore complex), P (phosphorylation), PI3K
(phosphoinositide 3-kinase), PtdIns(3,4,5)P3 (phosphatidylinositol- 3,4,5-trisphosphate), RTK (receptor
Tyr kinase); Ub, ubiquitylation. D’apres Song, Salmena, and Pandolfi 2012.
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ii. ~ Programmed Cell Death protein 4 (PDCD4)

L’inhibition de PDCD4 par miR-21 a été montrée dans de multiples types
cellulaires, en particulier dans des cellules HEK293 (Human Embryo Kidney) (Cheng et
al. 2010).

PDCD4 est un suppresseur de tumeur impliqué dans différents processus
cellulaires (Lankat-Buttgereit and Goéke 2009). Sa localisation sub-cellulaire est
principalement nucléaire, mais PDCD4 peut se transloquer dans le cytoplasme
secondairement a une phosphorylation par la protéine Akt (Palamarchuk 2005). Il est
fortement augmenté dans les situations d’apoptose (Young, Yang, and Colburn 2003),
induit un arrét du cycle cellulaire et inhibe l'invasion cellulaire (G. Wang et al. 2015)
(Figure 11A). Il agit conne un régulateur du transcriptome des cellules, notamment via

les facteurs de transcription c-Jun, Sp1 et p53 (Lankat-Buttgereit and Goke 2009), mais
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Figure 11: Régulation et cibles de PDCD4. A: PDCD4 régule l'apoptose, la
progression du cycle cellulaire et l'invasion cellulaire en ciblant des facteurs de
transcription variés, tels c-Jun, Sp1 et p53 B: PDCD4 est impliqué dans une boucle de
régulation négative avec miR-21 par l'intermédiaire du facteur de transcription AP1.
MMP: Matrix MetalloProtease; RRE: Ras Responsive Enhancer, STAT3: Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 D’aprés G.Wang et al. 2015 et Talotta et al.
2009.
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aussi en inhibant I'Eukaryotic Translation Initiation Factor 4A, un composant du
complexe d’initiation de la transcription (H.-S. Yang et al. 2003). Par ailleurs, PDCD4
participe a une boucle de régulation négative de miR-21 car il inhibe la transactivation

de AP-1, un promoteur de la transcription de miR-21 (Figure 11B) (Talotta et al. 2009).

In vitro, la régulation de PDCD4 par miR-21 est associé a la prolifération cellulaire
dans un modele de culture primaire de cellules tubulaires rénales soumises a un milieu
hypoxique (Godwin et al. 2010). L’inhibition de PDCD4 par miR-21 est associée a I’
apoptose accrue de podocytes en culture (Lai et al. 2015). L’'implication de I'interaction
miR-21-PDCD4 au cours des néphropathies a été explorée in vivo dans des modeles
murins d’ischémie-reperfusion. Dans ce modele, I’administration d’'un
préconditionnement protecteur par le xenon entraine une diminution de I'expression de
miR-21 associée a 'augmentation de I'expression de PDCD4 (Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang,
et al. 2013). L’augmentation de I'expression de PDCD4 induite par I'inhibition de miR-21
chez des souris soumises a de I'ischémie-reperfusion est associée une apoptose accrue
des cellules tubulaires (Xialian Xu et al. 2012). De plus, dans un modele murin de
polykystose rénale, I'inhibition de miR-21 entraine un ralentissement de la croissance
des kystes en activant 'apoptose des cellules kystiques via la levée d’inhibition sur

PDCD4 (Lakhia et al. 2015).

iii. ~ B-Cell Lymphoma-2 (BCL2)

L’ARNm de Bcl2 est une cible confirmée de miR-21 dans plusieurs modeles
cellulaires, en particulier les lignées HEK293 (Z. Wu et al. 2012) et MIA PaCa-2 (une
lignée de cancer pancréatique) (Dong et al. 2011). Bcl2 est une protéine anti-
apoptotique, capable d’inhiber en particulier les protéines pro-apoptotiques effectrices
BAX et BAK (Figure 12) (Czabotar et al. 2013). Toutefois, les données disponibles dans le
rein sont assez paradoxales. En effet, dans un modele d’ischémie-reperfusion chez le rat,
la ghréline a un effet protecteur anti-apoptotique et anti-inflammatoire vis-a-vis des
lésions d’ischémie-reperfusion et induit une augmentation de miR-21. Cependant, alors
que Bcl2 est une cible directe de miR-21, son expression augmente avec I’expression de

miR-21 induite par la ghréline (W. Zhang and Shu 2016). Ce résultat paradoxal illustre la
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complexité des interactions de miR-21 avec ses cibles et suggere l'activation

d’une voie de signalisation alternative dans cette situation.
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Figure 12: Les voies intrinséque et extrinseque de I'apoptose: role des protéines Bcl2
inhibitrices de I'apoptose. Différents stimulus peuvent déclencher les voies de 'apoptose en activant les
facteurs pro-apoptotiques BAX et BAK, et en activant indirectement par la voie mitochondriale intrinseque,
ou directement par la voie extrinséque des récepteurs de mort. Les protéines de la famille Bcl-2 sont des
régulateurs négatifs de l'activation de la voie intrinséque par I'inhibition de Bax et Bak. Abréviations : APAF1
(Apoptotic Protease-Activating Factor 1), FADD (FAS-Associated Death Domain), SMAC (Second
Mitochondria-derived Activator of Caspases), TRADD (TNFR-Associated Death Domain), XIAP (X-linked
Inhibitor of Apoptosis Protein). D’aprés Czabotar et al. 2013.

iv.  Peroxisome Proliferator-Activated Receptor a (PPAR-a)

Deux équipes ont démontré la modulation de I’expression de PPAR-a par miR-21
dans des cellules endothéliales (J. Zhou et al. 2011) et des cellules de glioblastome (K.
Zhang et al. 2014). Zhou et al ont de plus identifé que deux sites fonctionnels de fixation

pour miR-21 sont présents sur la séquence du gene PPAR-a dans des cellules
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endothéliales (J. Zhou et al. 2011). PPAR-a est un récepteur nucléaire fonctionnel
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Figure 13 : Métabolisme des acides gras en situation rénale pathologique. L'accumulation
d’acides gras en situation pathologique est secondaire a un excés d’endocytose des acides gras ou un
défaut de métabolisme. La diminution de PPAR-a et de SREBP1c induit une diminution de la transcription
des genes impliqués dans l'oxydation des acides gras et une transcription accrue de génes de
I'inflammation. Les fléches rouges ou vertes indiquent les modifications induites respectivement au cours
d’une agression rénale aigué ou de la fibrose. FA, fatty acid; CoA, CoenzymeA; ACoA, acyl-CoenzymeA; Alb,
albumin; SREBP, sterol regulatory element-binding protein-1c; PPAR-q, peroxisome proliferator activated
receptor-alpha; MAPK, mitogen-activated protein kinase; FAO, fatty acid oxidation; MPL, membrane
phospholipid; ROS, reactive oxygen species; NAD, nicotine adenosine dinucleotide; RC, respiratory chain;
PLA2, phospholipase A2; TG, triglyceride; TGF-B1, transforming growth factor f1; ADP, adenosine
diphosphate; ATP, adenosine triphosphate; TNF a, tumor necrosis factor a; MCP-1, monocyte chemo-
attractant protein-1. D’aprés Simon and Hertig 2015.

est présent sous forme d’hétérodimere en association avec le Retinoid X Receptor. Il
participe a la régulation du métabolisme lipidique en induisant la transcription de

facteurs impliqués dans l'oxydation des acides gras (Simon and Hertig 2015), en
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particulier 'acétyl-CoA oxydase dans le peroxisome et la Carnitine palmitoyltransferase
[ dans les mitochondries (Finck et al. 2002) (Figure 13). Une déplétion en acides gras
oxydés entraine une situation de carence métabolique pour la cellule tubulaire
proximale et pourrait participer a la perte d’'un phénotype différencié via 'augmentation
de Snail, un régulateur majeur de la transition épithélio-mésenchymateuse (Simon and
Hertig 2015). D’autre part, 'accumulation des acides gras se traduit par 'augmentation
de I'apoptose et la production de cytokines pro-inflammatoires (Simon and Hertig 2015).
L’inhibition de miR-21 in vitro dans des cellules murines épithéliales rénales (Chau et al.
2012; Gomez et al. 2015) ou des podocytes (Gomez et al. 2015) exposés au TGF-f3
conduit a la réversibilté du phénotype induit par le TGF-f3 mais également a la levée de

la répression de PPAR-c.

Dans un modeéle murin d’obstruction urétérale unilatérale, I'expression rénale de
PPAR-a est diminuée. L’inhibition de miR-21 restaure 'expression de PPAR-a et permet
de réduire les lésions de fibrose rénale. A I'inverse, I'inhibition de miR-21 n’a pas d’effet
si les souris sont invalidées pour PPAR-q, traduisant I'importance de cette voie dans la
fibrose rénale médiée par miR-21 (Chau et al. 2012). De plus, dans un modéle murin de
syndrome d’Alport (souris Col4a37/-), I'analyse transcriptomique des reins lésés
confirme la dérégulation des voies peroxisomale et mitochondriale du métabolisme des
acides gras. Le traitement par un antagoniste de miR-21 restaure ces anomalies
métaboliques (Gomez et al. 2015). L’ensemble de ces données semble concordant sur le
réle de l'interaction du métabolisme lipidique via PPAR-a dans les phénomenes de

fibrose rénale favorisée par miR-21.

v.  Prolyl Hydroxylase Domain (PHD2)

PHD?2 est une cible de miR-21 validée expérimentalement dans des cellules HeLa
(lignée cancéreuse humaine) et des cellules HK-2 (cellules tubulaires humaines) (Jiao et
al. 2016). HIF-1 (Hypoxic Inducible Factor-1) est une protéine centrale dans la réponse
rénale a I'hypoxie, en induisant différentes voies d’adaptation comme l'angiogenése (via
le VEGF), la stimulation de la syntheése d’érythropoiétine ou la diminution de la
consommation énergétique de la cellule (Kaelin and Ratcliffe 2008). En condition
normoxique, la famille des enzymes Prolyl Hydroxylase Domain, codées par les genes

EGLN, catalyse I'hydroxylation de HIF-1a, entrainant par la suite sa dégradation par
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ubiquitination (Appelhoff et al. 2004). L’isoforme PHD2 régule négativement

I'expression des genes cibles induits par '’hypoxie (Figure 14).

L’augmentation de HIF-la induite par un pré-conditionnement ischémique ou
par inhibition de PHD2 est protectrice au cours de l'ischémie-reperfusion (Bernhardt
2006; Z. Cai et al. 2007; Kapitsinou et al. 2012; Xialian Xu et al. 2012). Dans ce contexte,
I'inhibition de miR-21 chez des souris soumises a de l'ischémie-reperfusion fait perdre
le bénéfice du pré-conditionnement ischémique en augmentant PHD2 et diminuant HIF-
lo et VEGF (Jiao et al. 2016).
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Figure 14 : Rdle des enzymes PHD dans la régulation des facteurs de transcription induits
par HIF en réponse a I’hypoxie. Abbréviations : ATP : Adénosine TriPhosphate ; NO : Nitric Oxyd ;
PHD : Prolyl Hydroxylase Domain; ROS : Reactive Oxydgen Species. D’apres Kaelin and Ratcliffe 2008.

vi.  Mitogen Activated Protein Kinase-Kinase 3 (MKK3)

L’interaction directe de miR-21 avec MKK3 a été montrée dans les lignées HepG2
(carcinome hépatique humain) (G. Xu et al. 2013) et HEK293 (cellules rénales
embryonnaires) (Li et al. 2016b). MKK3 est un activateur universel de la voie de
signalisation MAPK - p38 (R. J. Davis 1994), impliquée de fagon ubiquitaire dans de
nombreux processus cellulaires, tels I'apoptose et I'inflammation (Figure 15). Cette voie

intervient en particulier dans les processus apoptotique et inflammatoire des cellules
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rénales dans un modele murin d’obstruction urétérale unilatérale (F. Y. Ma et al. 2007),

mais également dans un modele murin d’ischémie-reperfusion (K. M. Park et al. 2002).

Ainsi, le préconditionnement ischémique entraine une augmentation précoce de
I'expression rénale de miR-21, une diminution de I’activation de la voie MKK3 - MAPK -
p38, entrainant ainsi la diminution de cytokines inflammatoires d’aval (TNF-a (Tumor
Necrosis Factor a), IL-6) (Li et al. 2016b). L’induction préalable de miR-21 pourrait ainsi

diminuer la réponse inflammatoire a des lésions ischémiques.
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Figure 15 : Activation de la voie de signalisation p38 - MAPK. FasL: FAS Lingand ; MAPK :
Mitogen Activated Protein Kinase ; MMK3/6 : Mitogen Activated Protein Kinase-Kinase; TFG-13 :
Transforming Growth Factore 3 ; UV : Ultra violet. D'aprés Pelaia et al. 2005.

Vii. REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal motifs (RECK)

L’interaction de miR-21 avec sa cible Reck a été confirmée dans plusieurs modeles
cellulaires de tumeurs, notamment de carcinome hépato-cellulaire (L. Zhou et al. 2013)
et de cancer gastrique (Zhiyu Zhang et al. 2008). RECK est une glycoprotéine

membranaire ubiquitaire qui joue un role dans le remodelage tissulaire, notamment en

58



inhibant les métalloprotéases (Figure 16) (Alexius-Lindgren et al. 2014). Si les
métalloprotéases sont bénéfiques a un stade précoce d'une agression rénale, elles
deviennent par la suite déléteres en favorisant la migration et I'invasion, notamment de
cellules pro-fibrotiques. De plus, il existe une corrélation significative entre 1'expression
du gene RECK et la néoangiogenese, vraisemblablement via la médiation du facteur de

croissance endothélial vasculaire (VEGF) (Takenaka et al. 2004).

Oncogenic Ras

NSAIDs —l ERK pathway HER-2/neu

HDAC =mmm 51 protein

|

TSA (HDAC Sp1 promoter [ EBV product
Inhibi(tors) on RECK gene LMP-1
\ An iogenesis
Inhibits vessel branching
m-lr—dihﬁMl\;MP o Via MMP-2 inhibition and
’ VEGF

ECM breakdown

Figure 16 : Voies de signalisation impliquant RECK. Le promoteur SP1 de RECK est inhibé par le
complexe HDAC-Sp1l. RECK influence le remodelage tissulaire via I'inhibition des métalloprotéases et
I'inhibition de I'angiogenese. HDAC: Histone deacetylase; ERK: Extracellular signal-regulated kinase;
MMP Matrix metalloproteinase; MT1: Metallothionein-1; VEGF: Vascular endothelial growth factor.
D’apres Clark et al. 2007.

RECK est exprimé dans les cellules épithéliales rénales de rein de souris sain ou
soumis a une obstruction urétérale unilatérale. Apres obstruction urétérale unilatérale,
RECK est surexprimé et entraine une diminution de l'activité métalloprotéase dans le
rein. miR-21 freine cette surexpression limitant les effets bénéfiques de RECK (Chau et
al. 2012). In vitro, on observe également une restauration de I’expression de RECK suite
a I'inhibition de miR-21 dans des cultures primaires de cellules épithéliales placées dans

un milieu hypoxique ou exposées au TGF-f3 (Chau et al. 2012).
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viii. ~ Tissue Inhibitors of MetalloProteinase 3 (TIMP3)

TIMP3 est une cible directe de miR-21, mise en évidence dans des modeles
cellulaires de carcinome rénal (A. Zhang et al. 2011) et de carcinome oesophagien (N.
Wang et al. 2013). TIMP3 est probablement lié a la membrane par une glycoprotéine
héparane sulfate. Cette protéine est un inhibiteur de certaines métalloprotéases
membraines ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) ou liées a la membrane
ADAM-TS ((A Disintegrin And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs),
impliquées dans la dégradation de la matrice extra-cellulaire (Figure 17) (Baker,

Edwards, and Murphy 2002).
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Figure 17 : Les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP) dans I'environnement
péricellulaire. Les protéines TIMP (1 a 4) régulent l'activité des MMP (Matrix Metallopeotéases)
solubles, liées a des protéines de la matrice ou a la membrane. TIMP-3 est liée a la membrane cellulaire
par une héparane sulfate, elle inihibe certaines protéines ADAM (A Desintegrin And Metalloprotease) et
ADAM-TS (ADAM with ThromboSpondine). D’aprés Andrew H. Baker, Edwards, and Murphy 2002.

Il s’agit de la protéine TIMP la plus fortement exprimée dans le rein et dont
I'implication dans de nombreuses néphropathies a été démontrée (Fiorentino et al.
2013). L’expression de TIMP3 est augmentée dans les reins de souris surexprimant le

TGF-f3 et invalidées pour miR-21 (Lai et al. 2015). De méme, dans le tissu rénal de souris
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diabétiques, TIMP3 est inversement corrélé a I'’expression de miR-21 (Fiorentino et al.
2013). In vitro, cette levée d’inhibition est également observée suite a la neutralisation
de miR-21 dans des cultures podocytaires (Lai et al. 2015) et des cultures de cellules

meésangiales (Fiorentino et al. 2013).
ix. SMAD7

La liaison de miR-21 a SMAD 7 a été mise en évidence a deux reprises dans des
cellules tubulaires humaines (J.-Y. Wang et al. 2014; Zhong et al. 2013). SMAD 7 est une
protéine inhibitrice de la voie du TGF-f3, une cytokine largement impliquée dans la
fibrose rénale. En pathologie rénale, I'inhibition de SMAD 7 conduit a I'augmentation de
la voie TGF-f3 SMAD3, entrainant une surexpression de marqueurs de fibrose (en
particulier le collagene) et de transition épithélio-mésenchymateuse (Yanhua Zhang et
al. 2015) (Figure 18). De plus, I'inhibition de SMAD 7 pourrait également avoir un effet
pro-inflammatoire, par levée de I'inhibition de I'expression de NFxB, ainsi qu’un effet

pro-apoptotique (Yanhua Zhang et al. 2015).
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Figure 18: Voie du TGF-f au cours des maladies rénales. L'interaction du TGF-81 avec son
récepteur phosphoryle les Smad effectrices (R-Smad) Smad 2 et 3. Les R-Smad se complexent a Smad4, co-
effectrice, puis sont transloquées dans le noyau afin d’y moduler la transcription des genes cibles. Les
Smad inhibitrices 6 et 7 (i-Smad) inhibent I'association R-Smad-Co-Smad mais activent également le [xBq,
permettant une inhibition directe de la voie NfkB. D’apres Yanhua Zhang et al. 2015.
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L’inhibition de miR-21 entraine une augmentation de I'expression tissulaire de
SMAD?7 dans un modele murin transgénique TGF-f3 1 développant des 1ésions de fibrose
rénale (Lai et al. 2015) et dans des souris diabétiques db/db (Zhong et al. 2013). In vitro,
I'inhibition de miR-21 dans des conditions de stress cellulaire conduit a I'augmentation
de 'expression de SMAD 7 avec des conséquences bénéfiques. Ainsi, dans des podocytes
exposés au TGF-f3, I'inhibition de miR-21 restaure 'expression de SMAD 7 (Lai et al.
2015), connu pour inhiber I'apoptose podocytaire (Schiffer et al. 2001). La méme
observation a été faite dans des cellules tubulaires (Zhong et al. 2013; ].-Y. Wang et al.
2014) et mésangiales (Zhong et al. 2013) en milieu hyperglycémique (Zhong et al. 2013)
ou exposées au TGF-f3 (J.-Y. Wang et al. 2014), avec pour conséquence la diminution de
marqueurs de fibrose (collagene I, fibronectine) (Zhong et al. 2013) et de marqueurs de
transition épithélio-mésenchymateuse (a-SMA (a-Smooth Muscle Actin), E-cadhérine)

(J.-Y. Wang et al. 2014).

X. Thombospondine-1 (THSP-1)

L’interaction de miR-21 avec la thrombospondine-1 (THSP-1) a été validée
expérimentalement dans des cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells)
(Xialian Xu et al. 2016). THSP-1 est une glycoprotéine multifonctionnelle
homotrimérique impliquée dans [linflammation, I’apoptose et [Ilinhibition de
I'angiogenése au cours d’une 1ésion rénale (Figure 19) (Hugo and Daniel 2009; Lawler

and Lawler 2012).

L’inhibition de miR-21 lors d’un préconditionnement protecteur avant des
lésions d’ischémie-reperfusion abolit I'effet protecteur sur les 1ésions histologiques et la
fonction rénale. Cet effet délétere de I'inhibition de miR-21 pourrait étre secondaire a un
défaut d’angiogenese via la levée de l'inhibtion de THSP-1. En effet, 'expression rénale
de THSP-1 augmente de fagon parallele au déficit de microvascularisation (Xialian Xu et

al. 2016).
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Figure 19 : Fonctions de la thrombospodine-1 (THSP1) au cours des maladies rénales. FGF
2: Fibroblast Growth Factor 2, PDGF : Platelet-Derived Growth Factor, TGF-f3: Transforming Growth
Factor-f3. D’aprés Hugo and Daniel 2009.

xi.  RabllA

La cible Rab11A a été validée fonctionnellement dans la lignée NRK-52E (cellules
tubulaires proximales de rat) (Xiujuan Liu et al. 2015). Les protéines Rab appartiennent
a la superfamille des RAS GTPases et participent a la régulation de la dynamique des
membranes en particulier des vésicules intra-cellulaires (Figure 20) (Stenmark 2009).
Plus précisément, Rab11A est impliquée dans la formation des endosomes de recyclage

(Szatmari and Sass 2014).

Une étude a montré que l'inhibition de miR-21 chez des rats soumis a une
ischémie-reperfusion améliore les lésions histologiques ainsi que de la fonction rénale et
entraine parallelement une augmentation des marqueurs d’autophagie (Xiujuan Liu et al.
2015). La surexpression de miR-21 dans des cellules NRK-52E (cellules épithéliales
rénales de rat) diminue l'expression de Rab11A et augmente I'apoptose cellulaire
(Xiujuan Liu et al. 2015). miR-21 inhibe I'autophagie qui serait un mécanisme protecteur
au cours de l'ischémie-reperfusion permettant la survie des cellules tubulaires (M. Jiang

et al. 2010).
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Figure 20 : Localisation et fonction de la protéine RAB11 dans une cellule soumise a un
stress induisant 'autophagie. En situation physiologique RAB11 est associé a la membrane de
I'endosome de recyclage. Lors de I'activation de I'autophagie, il semble impliqué dans différentes étapes
de l'autophagie, notamment dans le transfert de membranes de l'endosome de recyclage vers
I'auphagosome et la fusion de l'autophagosome avec l'endosome tardif. AP: Autophagosome, RE:
Recycling Endosome, LE : Late Endosome. D’aprés Szatmari 2014.///

Xii. Autres cibles

En plus de ces cibles dont l'interaction avec miR-21 est objectivée par une
méthode robuste et mise en évidence dans des modeles de souffrance rénale, de
nombreuses autres cibles sont supposées sans avoir été validées expérimentalement.
Ainsi, de nombreux travaux ont exploré la régulation de lI'inflammation en explorant
CCR7 bien que l'interaction avec miR-21 ne soit que supposée (Smigielska-Czepiel et al.
2013), ainsi que les protéines MyD88 et IRAK, toutes deux cibles directes de miR-21
(Yanni Chen et al. 2013) mais pour lesquelles aucune étude n’a exploré le lien avec miR-
21 au cours d’'une pathologie rénale. D’autres cibles supposées sont impliquées dans la
régulation de la matrice extra-cellulaire (MMP9 (Matrix Mettalo Protease 9)) (Jinyang
Wang et al. 2013) l'apoptose (p53) (Lai et al. 2015) et le métabolisme lipidique
(MPV17L) (Chau etal. 2012).

La multiplicité des voies régulées par miR-21 ainsi que les multiples boucles de

régulation reflétent la complexité du réle de miR-21 en pathologie rénale.
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TRAVAUX PERSONNELS

I. Objectifs des travaux

miR-21 joue ainsi un réle complexe au cours des pathologies rénales, notamment il
semble pouvoir jouer un role protecteur ou délétere dépendant du contexte. L’objectif
des travaux réalisés est d’explorer le réle de miR-21 dans différents modeles de
néphropathie, afin de permettre de préciser I'impact de miR-21 sur la réponse rénale a

une agression aigué ou chronique.

Une premiere partie du travail a été axée sur I'expression de miR-21 au cours d’'une
maladie rénale chronique glomérulaire, la néphropathie a dépdts mésangiaux IgA (IgAN).
Cette partie a eu pour but d’étayer 'implication de miR-21 (et d’autres miARN connus
comme pro-fibrosants) dans les 1ésions rénales chroniques induites par I'IgAN, en

particulier la fibrose interstitielle, I'atrophie tubulaire et la sclérose glomérulaire.

Une seconde partie du travail a été axée sur I'étude du réle de miR-21 au cours d’'une
agression rénale aigué et sub-aigué. Dans cette optique, un modele murin de NTA
secondaire a l'injection de cisplatine a été mis en place. Nous avons choisi de réaliser
deux schémas d’injections différents (une injection unique d’une forte dose (10mg/kg)
versus des injections répétées (7mg/kg)) afin d’apréhender les conséquences de la
délétion de miR-21 au cours d’'une lésion rénale aigué unique ou de lésions rénales

répétées et plus prolongées.

65



II. Implication de miR-21 dans la fibrose au cours de la néphropathie a
IgA

1) Contexte

a. Néphropathie a IgA

La néphropathie a dépots mésangiaux d'Immunoglobuline A (IgA), ou maladie de
Berger, est la néphropathie glomérulaire primitive la plus fréquente (Donadio and
Grande 2002). Lors du diagnostic, elle se traduit par une hématurie quasi constante, une
protéinurie de sévérité variable et parfois une insuffisance rénale. Le principal risque de
cette pathologie rénale tient en son potentiel évolutif : 20 a 40 % des patients
développeront une insuffisance rénale chronique terminale obligeant a débuter la

dialyse ou a réaliser une transplantation rénale (Xie et al. 2012).

La physiopathologie reste imparfaitement élucidée, mais I'hypotheése actuelle est
celle de la survenue de plusieurs facteurs déclenchants (« multihit») sur un terrain
génétiquement prédisposé (Kiryluk et al. 2014). Ainsi, il existe initialement un
phénomene d’hypogalactosylation des IgA1, conduisant a la synthése d’anticorps anti-
glycane puis a la formation de complexes immuns. Le dépot de ces complexes immun
dans le mésangium glomérulaire peut déclencher une inflammation, et par conséquent

de la fibrose glomérulaire puis tubulo-interstitielle.

Le diagnostic positif repose sur la réalisation d'une biopsie rénale et la mise en
évidence de dépots d'Immunoglobulines A1l dans le mésangium glomérulaire. Cette
anomalie peut étre accompagnée de différentes 1ésions identifiables en microscopie
optique (Figure 21). D’'une part, on peut trouver des lésions actives, en particulier une
hypercellularité mésangiale (c’est-a-dire l'augmentation du nombre de cellules
mésangiales par tige mésangiale), une prolifération endocapillaire (afflux de cellules
inflammatoires dans les capillaires glomérulaires) ou une prolifération extra-capillaire
(prolifération de cellules de phénotype épithélial dans la chambre urinaire). Il existe
d’autre part des lésions séquellaires telles que la sclérose glomérulaire et la fibrose
interstitielle (Roberts et al. 2009). Ces lésions sont regroupées dans le score histo-
pronostique dit« MEST » de la classification d’Oxford (Cattran et al. 2009; Roberts et al.
2009).
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Le pronostic de la maladie est difficile a déterminer lors du diagnostic méme s'il
existe certains facteurs de risque connus. En effet, la présence d'une protéinurie
abondante (supérieure a 1g par jour), d'une insuffisance rénale ou d’une hypertension
sont clairement associées a une moins bonne survie rénale (Donadio and Grande 2002;
D’Amico 2004). Certains criteres histologiques sont également associés a un moins bon
pronostic : 'hypercellularité mésangiale, la prolifération extra-capillaire, la sclérose

glomérulaire et la fibrose interstitielle (Cattran et al. 2009).

Figure 21: Coupes de biopsies rénales montrant les lésions observées au cours de la

néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA. Coloration Trichrome de Masson. A: hypercellularité
mésangiale (x500), B: prolifération endocapillaire (x500), C: glomérulosclérose segmentaire (x500), D:
fibrose interstitielle en vert (x100), E : prolifération extracapillaire (x500). * Localisation des lésions. Images
D. Buob, anatomo-pathologie, Lille.

Actuellement, il n’existe aucun traitement spécifique de cette pathologie. En cas
de 1ésions inflammatoires prolifératives (prolifération extra-capillaire), un traitement
immunosuppresseur peut permettre une amélioration du pronostic (Eknoyan et al
2012). Par contre, dans les formes avec fibrose interstitielle et sclérose glomérulaire, les
thérapeutiques ne sont que symptomatiques (controle de I'’hypertension artérielle,

réduction de la protéinurie par des bloqueurs du systeme rénine-angiotensine)

(Donadio and Grande 2002).
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b. Fibrose rénale

La fibrose rénale est un processus de réparation excessive en réponse a une
agression chronique entrainant la destruction du parenchyme fonctionnel des
compartiments interstitiel et glomérulaire. Ce phénomene est commun a toutes les
néphropathies et constitue un facteur pronostic péjoratif. Il s’agit d'un phénomene
complexe mettant en jeu de nombreux acteurs (Figure 22). Ainsi, lors d’'une agression
rénale, l'altération de la barriere épithéliale et endothéliale entraine une cascade
d’évenements ayant pour but la cicatrisation du tissu (Pottier et al. 2014; S. L. Friedman
et al. 2013). Rapidement, une réponse inflammatoire se met en place. Les cellules
inflammatoires (lymphocytes T et B, macrophages, polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles, cellules dendritiques) sont activées et recrutées (Tapmeier et al. 2010;
Zeisberg and Neilson 2010) et secretent des cytokines et chimiokines, entretenant ainsi
le phénoméne (Wynn 2008). Ces cellules inflammatoires produisent également des
cytokines, des chimiokines et des facteurs de croissance pour favoriser la phase
proliférative de la cicatrisation caractérisée par la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins dans le tissu endommagé et le recrutement et l'activation d'autres types
cellulaires tels que les fibroblastes. Les cellules épithéliales et / ou endothéliales
stimulées produisent des métalloprotéinases de matrice, entrainant une rupture de la
membrane basale (S. L. Friedman et al. 2013). Les fibroblastes activés se différencient en
myofibroblastes, exprimant a-SMA et des fibres de stress permettant I'acquisition de
propriétés contractiles (S. L. Friedman et al. 2013). Ils sécrétent des niveaux élevés de
collagénes et de molécules de la matrice extra-cellulaire (MEC) (Youhua Liu 2011). Les
myofibroblastes sont recrutés a partir d'une variété de sources comprenant des cellules
mésenchymateuses résidentes et des progéniteurs de moelle osseuse (fibrocytes). Enfin,
dans la phase résolutive, si I'agression initiale régresse, les cellules épithéliales et / ou
endothéliales se divisent et migrent sur la matrice provisoire pour régénérer le tissu

endommagé (Pottier et al. 2014).

Le phénomene devient pathologique lorsqu’il se prolonge dans le temps soit
parce que l'agression rénale persiste ou se répeéte, soit par un défaut de controle de la
réponse inflammatoire. On observe alors une accumulation excessive de composants de
la MEC, en particulier des collagenes fibrillaires I et III et la fibronectine (protéine de

structure), et d’autre part de la diminution d’activité des métalloprotéases (Zeisberg and
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Neilson 2010). L’épithélium présente de plus des altérations avec amincissement de la
membrane basale tubulaire et raréfaction des cellules épithéliales. En effet, dans ce
contexte les cellules épithéliales subissent un phénomene de mort cellulaire par
apoptose ou nécrose (Fiers et al. 1999; S. L. Friedman et al. 2013) ou se dédifférencient
pour acquérir un phénotype mésenchyateux (S. L. Friedman et al. 2013; Simon and

Hertig 2015).
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Figure 22 Réponse a une lésion tissulaire: réparation ou fibrose. Afflux inflammatoire,
activation des myofibroblastes, production de matrice extra-cellulaire, Transition Epithélio-
mésenchymateuse (TEM) des cellules tubulaires. D’apres Pottier et al. 2014.

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un phénomeéne complexe par
lequel une cellule épithéliale polarisée modifie son phénotype pour acquérir des
propriétés mésenchymateuses (Figure 23) telles que la perte d’adhésion a sa membrane

basale, des capacités de migration et d’invasion, une résistance accrue a I'apoptose et
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une production de composants de la MEC (Kalluri and Weinberg 2009). Ainsi, cette
modification phénotypique s’accompagne d'une perte de marqueurs épithéliaux, en
particulier les molécules d’adhésion comme la E-Cadhérine ou ZO-1 (Zona Occludens
protein 1) et au profit de marqueurs mésenchymateux comme I'a-SMA, la vimentine,
FSP1 (Fibroblast-Specific Protein 1) et le PDGFRP (Platelet-Derived Growth Factor
Receptor ) (Kalluri and Weinberg 2009).
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Figure 23: Modifications phénotypiques liées a la TEM. A gauche cellules de phénotype
épithélial ; a droite, acquisition de caractéres mésenchymateux. D'apres Kalluri and Weinberg 2009.

Le processus de fibrogeneése est régulé entre autres par 1'équilibre entre
cytokines profibrosantes (TGF-f3, PDGF (Platelet-Derived Factor), FGF2 (Fibroblast
Growth Factor 2, CTGF (Connective Tissue Growth Factor) et angiotensine 2) et anti-
fibrosantes (HGF (Hépatocyte Growth Factor), BMP7 (Bone Morphogenetic Protein 7)
par inhibition de la voie du TGF-B) (Youhua Liu 2011). Parmi les mécanismes
permettant cette régulation, les progres réalisés ces dernieres années dans la
connaissance du génome ont permis d’identifier les microARN comme régulateurs du
processus de fibrogenese (Chung and Lan 2015; Van der Hauwaert et al. 2015; Gomez,

Nakagawa, and Duffield 2016).

¢. MicroARN dans la néphropathie a IgA

Parmi les travaux s’intéressant a la physiopathologie de la néphropathie a IgA,
certaines équipes ont pu mettre en évidence I'implication de plusieurs miARN dans les

mécanismes physio-pathologiques a l'origine de cette pathologie. A titre d’exemple, la
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dérégulation de miR-148b and let-7b semble impliquée dans les anomalies de

glycosylation des IgA1 (Serino et al. 2012).

L’équipe de Wang et al. a montré des modifications de microARN tissulaires
spécifiques (augmentation de miR-141 (G. Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010), miR-205
(G. Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010), miR-192 (G. Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010),
miR-146a (G. Wang et al. 2011) and miR-155 (G. Wang et al. 2011) et diminution de
miR-200c (G. Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010)) dans des biopsies de patients porteurs
d’'une néphropathie a IgA comparé a des patients atteints de glomérulosclerose
d’étiologie non inflammatoire. La méme équipe a montré que l'expression rénale de
miR-205 (G. Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010) et de miR-155 (G. Wang et al. 2011) est
associée a la sévérité de la fibrose interstitielle. L’expression rénale de miR-192 (G.
Wang, Kwan, Lai, Choi, et al. 2010) et urinaire de miR-93 (G. Wang, Kwan, Lai, Chow, et

al. 2010) est associée a la sclérose glomérulaire.

Récemment, Bao et al. ont montré que miR-21 est surexprimé dans le tissu de
patients porteurs d'une néphropathie a dépdts d’IgA comparé a du tissu rénal sain. De
plus, la surexpression de miR-21 est associée aux 1ésions fibroses, en particulier tubulo-

interstitielles (Bao et al. 2014).

d. Objectifs des travaux

Nous avons constitué une cohorte de patients porteurs d’'une néphropathie a IgA
ayant bénéficié d’'une biopsie rénale entre 2002 et 2012. Un premier travail a permis de
caractériser cette cohorte et de valider les criteres d’Oxford apres une réévaluation en
aveugle de chaque biopsie rénale. Nous avons ensuite analysé 'expression rénale de 3
microARN, connus pour étre impliqués dans le processus de fibrose (ou « FibromiR »)
(Pottier et al. 2014), nommément miR-21, miR-214-3p et miR-199a-5p, dans cette
cohorte, et analysé leur association avec les parametres clinico-biologiques et

histologiques.
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2) Travaux

a. Communications affichées

i.  Société de néphrologie Octobre 2013

Annexe 1 page 135.

ii. ~ American Society of Nephrology Novembre 2014

Annexe 2 page 136.

b. Publication

L’expression rénale de miR-21-5p et associée a la fibrose et a la survie rénale au
cours de la néphropathie a IgA

miR-21-5p renal expression is associated with fibrosis and renal survival in
patients with IgA nephropathy

Marie-Flore Henninol2, David Buob3, Cynthia Van der Hauwaertl, Viviane
Gnemmi# Zacharie Jomaa®, Nicolas Pottierl, Grégoire Savary!, Elodie Drumez®, Christian
Noél’, Christelle Cauffiez! & Francois Glowackil.

Scientific Reports, 2016 Jun 6 ; 6:27209 (Hennino et al. 2016).
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IMPECS - IMPact of Environmental ChemicalS on human health, F-59000 Lille, France.
2Centre Hospitalier de Valenciennes - Service de néphrologie, médecine interne et
vasculaire, F-59300 Valenciennes, France.

3Sorbonne Universités, UPMC Paris 06, Inserm, AP-HP, Hdépital Tenon, Pathology
Department, UMR S 1155, F-75020 Paris, France.

4Univ. Lille, Inserm, CHU Lille, UMR-S 1172 - JPArc - Centre de Recherche Jean-Pierre
AUBERT Neurosciences et Cancer, F-59000 Lille, France.

5Centre Hospitalier de Cambrai - Service de néphrologie, F-59400 Cambrai, France.

6Univ. Lille, CHU Lille, EA 2694 - Santé publique: épidémiologie et qualité des soins, F-
59000 Lille, France.
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Les résultats de ce travail sont présentés en Annexe 3 page 137.

73



3) Discussion

Nos travaux ont permis de caractériser une cohorte de patients porteurs d’'une
néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA, dont I'expression et I'évolution est tres
hétérogeéne. Notre cohorte de patient était représentative des patients porteurs d’une
néphropathie a dépots d’IgA, avec une grande variabilité dans la sévérité des patients.
De plus, nous avons pu valider la classificiation d’Oxford sur notre échantillon de
patients et retrouver les fibroses glomérulaire et interstitelle comme facteurs
pronostiques. Les résultats confirment que I'expression rénale de miR-21 est fortement
associée aux lésions de fibrose glomérulaires ou tubulaires au cours de la néphropathie
a dépots mésangiaux d’'IgA comme cela a été montré dans cette pathologie (Bao et al.
2014), mais également dans de nombreuses autres néphropathies (Tableau 1). De plus,
miR-21 est associé au pronostic rénal en analyse univariée. Les résultats sont
principalement limités par le caractere rétrospectif et I'absence d’analyse multivariée
liée au nombre limité de patients (n=62) et au faible nombre d’évenements (n=17). Ces
résultats sont cohérents avec I'ensemble des résultats publiés sur les néphropathies
chroniques (Tableau 1), a I'exception de ceux de Wang et al. (G. Wang et al. 2013) et
Szeto et al. (Szeto et al. 2012), montrant que 'augmentation de miR-21 urinaire est
associée a un meilleur pronosctic rénal. Toutefois, les difficultés techniques inhérentes a
l'utilisation de miR-21 en tant que biomarqueur rendent ces disordances difficiles a

analyser.

L’intérét de ce travail a été de renforcer les arguments montrant I'association de
miR-21 avec des lésions fibreuses rénales quelle qu’'en soir I'étiologie. L’analyse de
I'implication de miR-21 au cours d'une agression rénale est donc un enjeu de taille,
puisqu’elle s’appliquerait a un large champ de néphropathies chroniques. En
conséquence, l'utilisation de miR-21 en tant que biomarqueur de I'activité fibrosante
d’'une maladie pourrait étre un complément intéressant pour aider a déterminer le
pronostic tres variable de cette pathologie, mais également dans le suivi des patients,
notamment pour éviter des biopsies itératives. De plus, dans plusieurs modeles murins,
miR-21 semble une cible thérapeutique prometteuse (Chau et al. 2012; Gomez et al.
2015). L'utilisation d’'un antagoniste de miR-21 dans un modele murin de néphropathie
a IgA pourrait étre un premier pas vers la validation de cette thérapeutique au cours de

cette pathologie.
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III. Implication de miR-21 au cours de I'insuffisance rénale aigué :
modele de la toxicité tubulaire du cisplatine

1) Contexte

a. Cisplatine
i.  Généralités

Le cisplatine (cis-diamminedichloroplatinum [II] ou CDDP) est 'un des agents
chimiothérapeutiques les plus couramment utilisés. La structure du CDDP se caractérise
par une configuration en plan carré composé d'un atome de platine central, de deux
groupements amine et deux groupements chlorure (Figure 24A). Cette structure
initialement inerte devient hautement réactive au contact de I'’eau présente dans le
cytosol et forme des liaisons covalentes avec la méthionine et les peptides riches en
cystéines comme le glutathion réduit et les métallothionéines. Ces interactions induisent
au niveau cytosolique une déplétion en équivalent réduit générant un stress oxydant
responsable d’effets cytotoxiques directs ainsi que de dommages a 'ADN. Le CDDP est
également un agent alkylant de ’ADN, qui se fixe sélectivement sur les bases puriques de
I'ADN (principalement des guanines) et induit une déformation locale du double brin
d'ADN a l'origine de l'inhibition de la réplication et de la transcription de 1'ADN et

conduisant a terme a la mort cellulaire principalement par apoptose (Maccio and

Madeddu 2013) (Figure 24B).

Les propriétés anti-cancéreuses des sels de platine ont été mises en évidence en 1965 au
cours d'une étude portant sur l'influence d’'un champ électrique sur la croissance
d’Escherichia Coli (Rosenberg, Vancamp, and Krigas 1965). L’inhibition de la
prolifération bactérienne observée reflétait 1'effet des sels de platine provenant de
'électrolyse des électrodes. Depuis la premiére administration chez '’homme dans les
années 1970 (Lippman et al. 1973), le cisplatine, qui est le sel de platine présentant la
meilleure efficacité, a pris une place importante dans l'arsenal thérapeutique anti-
cancéreux et a actuellement de larges indications, notamment dans les néoplasies de la
sphere aéro-digestive, pulmonaires, gynécologiques et urologiques (Kelland 2007).
L’utilisation du cisplatine est cependant limitée par des effets indésirables pouvant
interdire la poursuite de la thérapeutique, dont les principaux sont la néphrotoxicité,

I'ototoxicité, la neurotoxicité et la myélotoxicité (Hartmann and Lipp 2003; Maccio and
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Madeddu 2013). Le carboplatine et I'oxaliplatine représentent deux sels de platine
alternatifs, développés plus tardivement, présentant un meilleur profil de tolérance. Ils
sont indiqués dans certains schémas thérapeutiques (néoplasies gynécologiques et
digestives respectivement) ou en alternative au cisplatine lorsque son utilisation est

limitée par les effets indésirables (Kelland 2007).
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Figure 24: Structure et mécanisme d’action du cisplatine. (A): Structure moléculaire du
cisplatine. (B) : Mécanisme d’action du cisplatine : formation d’adduits a I'’ADN, principalement en intra-
brin (adduits 1,2-AG, 1,2-GG, 1,3-GNG), et plus rarement en interbrin ou en association a une protéine.
D’apres these de M.A. Elizondo-Riojas, 2001.

ii.  Meétabolisme rénal du cisplatine

Le cisplatine est fortement lié aux protéines plasmatiques (>90%) (Hartmann
and Lipp 2003). Le cisplatine non lié est librement filtré par la membrane basale
glomérulaire puis éliminé dans les urines. Il ne semble pas y avoir de réabsorption
tubulaire (Maccido and Madeddu 2013). Deux transporteurs semblent particuliéerement
impliqués dans le transport tubulaire : le Copper transporter 1 (Ctrl) situé au pole baso-
latéral de la cellule tubulaire proximale et distale (Pabla et al. 2008) et 'organic cation
transporter 2 (OCT2) exprimé de facon spécifique au pdle baso-latéral de la cellule
tubulaire proximale (Ciarimboli 2014). La prise en charge du cisplatine par la

glutathion-S-transferase puis par la gamma-glutamyltranspeptidase, conduit a la
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synthese d'un composé hautement néphrotoxique (Pabla and Dong 2008; Townsend et

al. 2009).

iii.  Toxicité rénale du cisplatine

Le cisplatine induit principalement des lésions de la cellule tubulaire proximale,
induisant diverses anomalies tubulaires (syndrome de Fanconi, hypomagnésémie,
acidose tubulaire....) pouvant aller jusqu’a 'insuffisance rénale aigue (IRA) chez 20% a
30% des patients traités par cette molécule (Miller et al. 2010). Les facteurs de risque de
développement d'une IRA sont l'existence d'une déshydratation extra-cellulaire non
corrigée, d'un sepsis, la prise concomitante d’'un autre composé néphrotoxique (anti-
inflammatoires non stéroidiens, produits de contraste iodés), une dose élevée de
cisplatine et un age élevé (Miller et al. 2010). Parmi les sels de platine, le cisplatine est la
molécule présentant les effets néphrotoxiques les plus marqués, nécessitant parfois
d’'interrompre ce traitement ou d’en réduire les posologies, entrainant ainsi des

conséquences sur le pronostic lié a la maladie cancéreuse.

Quatre principaux mécanismes sont mis en jeu dans la néphrotoxicité du
cisplatine. La lésion la plus fréquemment observée sur les analyses histologiques
correspond a une toxicité tubulaire directe par apoptose et nécrose des cellules
épithéliales (Oh et al. 2014). Le cisplatine induit I'apoptose par différentes voies (Figure
25). 1l active la voie extrinseque de I'apoptose via les récepteurs de mort TNF-q, Fas,
puis recrute la caspase 8, activant la voie commune des caspases (Tsuruya et al. 2003).
La voie mitochondriale intrinseque de I'apoptose est également directement activée par
le cisplatine (M. S. Park, De Leon, and Devarajan 2002), probablement par la production
d’espéces réactives de l'oxygene. De plus, le cisplatine induit un stress du réticulum
endoplasmique, participant également en phénomene d’apoptose (Peyrou, Hanna, and
Cribb 2007). Le cisplatine induit enfin une vasoconstriction aggravant les lésions de
nécrose tubulaire aigué, des lésions interstitielles médiées par l'inflammation et, dans
une moindre mesure des lésions glomérulaires, se traduisant par une rétraction

glomérulaire (Oh et al. 2014).
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Figure 25: Voies d’apoptose impliquées dans la toxicité du cisplatine sur les cellules
tubulaires rénales. Le cisplatine active I'apoptose par la voie mitochondriale intrinséque (bleu) et la
voie extrinseque des récepteurs de mort (vert). De plus I'induction du stress du réticulum endoplasmique
(gris) pourrait également étre impliqué. L’activation des différentes voies conduit a une apoptose
dépendante ainsi qu’'indépendante des caspases. D’apres Pabla and Dong 2008.

Si la survenue d’une insuffisance rénale aigué suite a 'injection de cisplatine est
un événement bien caractérisé, les effets a long terme d’injections répétées de sels de
platine sont moins bien connus (O’Sullivan 2016). Récemment, un modele murin a
montré que des injections de faibles doses répétées de cisplatine (7mg/kg) entrainaient,
outre des lésions de nécrose tubulaire aigué, des lésions de fibrose rénale (Sharp et al.
2016). Une équipe anglaise (Skinner et al. 2009) a suivi pendant 10 ans 63 enfants
traités par des sels de platine, mettant ainsi en évidence des séquelles rénales a 10 ans
(insuffisance rénale chronique, hypomagnésémie). Plus récemment, une étude
rétrospective a montré sur une cohorte rétrospective de 821 adultes suivis pendant 5
ans, que I'administration de cisplatine entrainait, a distance, une altération constante et

modérée de la fonction rénale (Latcha et al. 2016).
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b. miARN et cisplatine

Peu de données concernant I'implication des miARN dans la néphrotoxicité du
cisplatine sont actuellement disponibles (Herrera-Pérez, Gretz, and Dweep 2016). En ce
qui concerne miR-21, seule une étude longitudinale de 108 patients traités pour un
mésothéliome a montré que la concentration urinaire de miR-21 augmentait apres
administration intra-pleurale de cisplatine mais n’était pas prédictive d’insuffisance

rénale aigue (Pavkovic et al. 2016).

Par ailleurs, de nombreuses études ont mis en évidence le role des microARN
dans le développement des résistances aux chimiothérapies, notamment dans le cancer
bronchique non a petites cellules (Ying Chen et al. 2015) ou encore dans le cancer
ovarien (Samuel et al. 2016). Un taux élevé de miR-21 est en particulier impliqué dans la
résistance aux traitements dans de nombreux types cancéreux dont le carcinome
cesophagien (miR-21 circulant) (Komatsu et al. 2016), le carcinome urothélial avancé
(miR-21 dans le tissu tumoral) (Bellmunt et al. 2016) ou encore le cancer pulmonaire

non a petites cellules (miR-21 dans le tissu tumoral) (Z. Yang et al. 2015).

2) Rdle de miR-21 dans la néphrotoxicité du cisplatine : travaux non publiés

Cette étude se base sur des travaux préliminaires déja réalisés au laboratoire. En
effet, la mise en place d’'un modele murin de néphrotoxicité induite par le cisplatine a
permis de confirmer que I'administration de cisplatine induit une souffrance rénale
d’autant plus importante que la dose de cisplatine est élevée (Figure 26). La sévérité de
|'atteinte rénale a été déterminée grace a la mesure de l'expression du gene NGAL
(Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin). NGAL est une protéine utilisée en clinique
en tant que biomarqueur de 1ésions rénales (Andreucci et al. 2016). Le cisplatine induit
également un stress oxydant, dont l'augmentation de l'’expression HO-1 (Heme
Oxygenase-1) est le reflet. De maniére intéressante, aprés une exposition au cisplatine,

'expression rénale de miR-21 est augmentée.

Ce modele expérimental combiné a l'utilisation d'une lignée de souris déficientes
pour miR-21 a pour objectif d’évaluer lI'implication du microARN miR-21 dans le
phénomene de néphrotoxicité aigue induit par le cisplatine et d’évaluer la pertinence de

I'inhibition de ce miARN comme stratégie de prévention de la néphrotoxicité induite par
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le cisplatine. Notre objectif est également d’observer un facteur chronologique dans
'effet de miR-21 sur les phénomeénes de néphrotoxicité aigue. Pour cela nous utiliserons

deux protocoles différents d’administration du cisplatine (injection unique ou répétée).
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Figure 26 : Modeéle murin d’exposition au cisplatine. Expression du géne NGAL (A), du géne HO-1
(B) et du microARN miR-21 (C) aprés une exposition a différentes concentrations de cisplatine (0, 10, 20
mg/kg). n = 4 animaux/groupes. * p < 0,05; *p < 0,01 ; ***p < 0,001 (comparé a la dose 0 de cisplatine).

c. Matériel et méthodes

i. Modele murin

Des souris males agées de 8 semaines, de fond génétique C57BL6/] de phénotype
sauvage (Charles River) ou invalidées pour miR-21 (miR-217/-) ont été utilisées
(collaboration Dr Eric Olson, Université du Texas). Deux protocoles ont été réalisés afin

d’explorer le role de miR-21 au cours de la néphropathie au cisplatine (Figure 27).

v" Un premier protocole a évalué I'impact d’une injection intra péritonéale
unique de PBS (Phosphate Buffer Saline) ou de 10 mg/kg de cisplatine.
Deux manipulations successives ont été réalisées comprenant
respectivement cinq et quatre souris sauvages et six et dix souris miR-21+-.
Seule une souris de chaque groupe a recu du PBS lors de la premiere

manipulation. Le sacrifice était réalisé a J4 post-injection (Figure 27A).
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v" Un second protocole a évalué l'impact d’injections intra-péritonéales
répétées de doses plus faibles de cisplatine (7 mg/kg) chez sept souris
sauvages et neuf souris miR-21+/-. Une souris de chaque groupe a recu du
PBS, les autres du cisplatine. Trois administrations de cisplatine ont été

réalisées selon le schéma présenté Figure 27B.
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Figure 27 : Schémas de protocoles d’injections intra-péritonéale du cisplatine. A : injection
unique. B : injections répétées.

Un suivi régulier des poids et de I'état général des souris a été réalisé. Des
prélevements sanguins ont été effectués sous anesthésie générale dans le sinus rétro-
orbitaire sur tube hépariné, juste avant le sacrifice (J4 pour 'administration unique et
J27 pour 'administration répétée). Les échantillons ont été centrifugés a 1500g pendant
15 minutes a température ambiante) et le plasma ainsi obtenu est conservé a -20°C. Au
sacrifice, les reins des souris ont été prélevés. Un rein a été plongé dans du formol. Le
second rein a été coupé dans le plan frontal en deux parties égales. Un échantillon est
plongé dans I'azote puis conservé a -80°C pour I'analyse protéique. L'autre échantillon

est plongé dans du RNAlatter (Thermofisher) pendant 24°C puis conservé a -80°C.
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ii. ~ Dosage de l'urée

Apres dilution des prélévements au quart dans du sérum salé isotonique, I'urée
est mesurée par méthode enzymatique grace a l'automate Cobas 8000 (Roche

Diagnostics) du Centre de Biologie et Pathologie du CHRU de Lille (Dr N. Pottier).

iii.  Analyse histologique

Les reins sont ouverts en deux avant d’étre plongés dans le formol afin de
permettre une fixation optimale en 24h. Les organes sont ensuite transférés dans un
bain d’éthanol a 70% puis inclus en paraffine. Les coupes effectuées sont colorées par la

coloration hématoxyline éosine (HE) pour analyser les structures globales du rein.

Les lames ont été analysées par un anatomopathologiste (Dr V Gnemmi) et un
score d’atteinte tubulaire rénale a été attribué de la maniere suivante :
0 = pas de lésion;
1 = 1ésion minimale caractérisée par la présence de nécrose et de débris;
2 =1ésion légere avec nécrose cellulaire unique, cellules pyknotiques et apoptose;
3 = lésion modérée caractérisée par une dilatation tubulaire, une vacuolisation et
quelques débris cellulaires;
4 = lésions séveres avec quelques cylindres hyalins observées, de la nécrose épithéliale
ponctuelle et un épithélium tubulaire aminci;
5 =lésions tres séveres caractérisées par une nécrose épithéliale tubulaire étendue dans
tous les segments, une perte de la couche épithéliale provenant de nombreux tubules
avec des débris cellulaires intraluminaux répandus et des cylindres hyalins fréquents

particulierement importants dans la région médullaire.

iv.  Mesure quantitative des miARN et des ARNm tissulaires

v' Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux tissulaires, dont les microARN, a été réalisée a partir
d’'un demi-rein. Les reins sont placés dans 5mL de Trizol (Thermofisher) dans des tubes
M (Miltenyi Biotec) adaptés a la dissociation des tissus. La dissociation est faite avec
I'appareil gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec). Aprés l'ajout de 1mL de
chloroforme, les échantillons sont agités vigoureusement pendant au minimum 15

secondes, puis incubés 2 a 3 minutes a température ambiante. Apres centrifugation a
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4°C pendant 45 minutes a 4000g, la phase supérieure aqueuse contenant les ARN est
récupérée (environ 2,5mL). Apreés ajout de 2,5mL d'isopropanol et 10 minutes
d’'incubation a température ambiante, les échantillons sont a nouveau centrifugés
pendant 45 minutes a 4000g a 4°C, permettant de constituer un culot d’ARN. Le
surnageant est éliminé. Deux lavages successifs sont effectués par ajout de 5SmL
d'éthanol a 75% suivi d’'une centrifugation (15 minutes, 4000g, 4°C). Les tubes sont
séchés a l'air libre. Le culot d’ARN est dilué dans 300uL d'eau RNAse-free. La
concentration en ARN totaux est évaluée par spectrophotométrie (260nm) a l'aide du

Biotech Spec-nano (Shimadzu Biotech).
v’ Expression des miARN matures

La rétro-transcription est réalisée sur un volume total de 15 pL a partir de 5ng
d'ARN total a l'aide du kit TagMan. microARNReverse Transcription Kit (Life
Technologies) selon les recommandations du fournisseur. La rétrotranscription a été
réalisée avec la sonde spécifique TagMan microRNA hsa-miR-21 (assay 397, Life
Technologies) et la sonde TagMan microRNA snoRNA-251 (assay 1236, Life
Technologies) servant de référence. La rétro-transcription est réalisée dans un

thermocycleur Verity (Life Technologies).

La PCR en temps réel est réalisée en chimie TagMan a partir de 1,4uL de produit
de rétro-transcription, 10uL. de tampon TagMan. Universal MasterMix II, no UNG (Life
Technologies) et 1uL de sonde spécifique TagMan. La réaction d'amplification est
réalis.e sur l'appareil StepOne Plus Real Time PCR System (Life Technologies). Les
échantillons sont réalisés en duplica. L'analyse des données est effectuée par la
méthodecomparative des AACt. Le Cycle Threshold (Ct) correspond au seuil a partir
duquel le niveau defluorescence est significativement différent de celui du bruit de fond.
Le nombre de transcrits est normalisé par rapport au microARN de référence par la
formule suivante : ACt = Ct miARN d'intérét _ Ct sno251, [,3 relation mathématique 2-22Ctdans
laquelle AACt = ACt échantillon cible _ A(Ctéchantillon contrdle permet d’exprimerles niveaux

d’expression relative (RQ) d'un échantillon (Livak and Schmittgen 2001).
v Expression des ARNm

La rétro-transcription est réalisée sur 1pg d'ARN total a l'aide du kit High
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Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies) selon les
recommandations du fournisseur. La rétrotranscription est réalisée dans le
thermocycleur Verity (Life Technologies). La PCR en temps réel est réalisée en duplicat
en chimie TagMan a partir de 1uL de produit de rétro-transcription, 10uL de tampon
TagMan Universal MasterMix II, no UNG (Life Technologies) et d’1uL de sondes TagMan
spécifiques. Les sondes utilisées (Life Technologies) sont les suivantes : KIM-1 (Kidney
Injury Molecule 1) (géne HAVCR1, assay Mm00506686_m1), NGAL (gene LCN-2, assay
MmO01324470_m1), HO-1 (géne HMOX-1, assay Mm00516005_m1), NRF-2 (Nuclear
Factor Erythroid-Derived-2 like-2) (géne NFE2L2, assay Mm00477784_m1), TNF-a
(assay Mm00443258_m1) et IL-6 (assay Mm00446190_m1). Le gene de référence utilisé
est la cyclophiline A (géne PPIA, assay Mm02342430_g1). La réaction d'amplification est
réalisée sur l'appareil StepOne Plus Real Time PCR System (Life Technologies). L'analyse
des données est effectuée par la méthode comparative des AACt décrite ci-dessus pour

les miARN.

v.  Mesure de l'activité des caspases 3 et 7

La mesure de l'activité des caspases 3 et 7 est réalisée a l'aide du kit Caspase-Glo
3/7Assay (Promega) avec quelques modifications. Vingt mg de chaque rein sont placés
dans 2mL de PBS contenant 2mM d'EDTA, puis dissociés grace a l'appareil gentleMACS™
Dissociator (Miltenyi Biotec) dans des tubes M (Miltenyi Biotec). Apres une
centrifugation de 5 minutes, le surnageant est récupéré. Cent pL. de chaque échantillon
sont placés dans une plaque 96 puits, puis 100uL de Caspase-Glo 3/7 Reagent
(Promega) préparés selon la notice du fournisseur. Apres 3 heures d'incubation a
température ambiante, le signal luminescent est mesuré par l'appareil GloMax-Multi

Detection System (Promega).

vi.  Statistiques

Les statistiques ont été sur le logiciel PRISM 7. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. Le test de ANOVA ou le test t-student est utilisé pour comparer les

groupes de souris. Le résultat est considéré comme significatif si p < 0,05.
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d. Résultats

i.  Protocole injection unique de 10mg/kg de cisplatine

Toutes les souris ayant recu du cisplatine présentent une altération de leur état
général se traduisant par une perte de poids (Figure 28A) et une dégradation de leur
fonction rénale caractérisée par une urémie significativement augmentée (Figure 28B).
Par contre, bien qu’aucune différence significative ne soit observée, les souris
déficientes pour miR-21 ayant recu du cisplatine ont perdu légerement plus de poids
que les souris WT ayant recu la méme dose de cisplatine. De plus, les scores de lésions
rénales sont plus élevés chez les souris déficientes pour miR-21 (2.75 versus 3.8)
(Figure 29).
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Figure 28: Le cisplatine induit une perte de poids et une dégradation de la fonction
rénale. (A) Courbes de poids chez les animaux ayant recu une dose de 10mg/kg de cisplatine ou une

injection de PBS. (B) Urémie chez les animaux ayant regu une dose de 10mg/kg de cisplatine ou une
injection de PBS. PBS : Phosphate Saline Buffer.n =2, WT CIS : n = 8, miR-217/- : n=15.

Comme attendu, miR-21 n’est pas exprimé dans les reins des souris déficientes
pour miR-21/-. L'injection unique de cisplatine a 10 mg/kg induit une augmentation de
I'expression de miR-21. (Figure 30A). Toutefois, un seul animal ayant recu du PBS, cette

induction n’est pas significative dans notre étude.
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Figure 29 : Le cisplatine induit des lésions rénales : scores histologiques. Score d’atteinte
tubulaire évalué sur les coupes de reins provenant des souris ayant re¢u une dose de 10mg/kg
de cisplatine ou une injection de PBS. PBS: n =2, WT CIS: n =8, miR-217/-: n=15. * p < 0,05, ** p <
0,01.

La souffrance rénale a été déterminée de maniere plus précise par la mesure de
'expression des genes KIM-1 et NGAL, deux marqueurs précoces de souffrance rénale
(Figure 30B-C). Suite a I'administration de cisplatine, I'expression de ces deux genes est
augmentée dans les deux groupes d’animaux traités. Le faible nombre d’animaux par
groupe et la dispersion des valeurs ne permet pas d'observer de différences

significatives.

Le stress oxydant a été évalué par la mesure de I'expression des genes HO-1 et
NRF-2 (Figure 30D-E). Le cisplatine induit une surexpression rénale de ces deux
marqueurs. Cependant, leur expression est similaire dans les deux groupes traités
(sauvage et miR-217/-). De plus, I'expression tissulaire des marqueurs de 1”inflammation
testés, TNF-a et IL-6 est similaire dans le modele d’administration unique de cisplatine
(Figure 30F-G). Enfin, afin d’appréhender le processus apoptotique, l'activité des
caspases effectrices 3 et 7 a été dosée (Figure 31). Les souris déficientes pour miR-21
ayant recu du cisplatine semblent présenter une activité caspases 3/7 plus élevée (194
809 + 36 185 RLU (Relative Luminescent Unit)) que les souris sauvages ayant recu
également du cisplatine (131 271 + 34 708 RLU) bien que cette différence ne soit pas

statistiquement significative.
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Figure 30: Le cisplatine induit la surexpression de marqueurs de souffrance rénale.
Expression rénale de miR-21 (A), KIM-1 (B), NGAL (C), HO-1 (D), NRF2 (E), TNF-a (E) et IL-6 (G) chez les
souris ayant recu une dose de 10mg/kg de cisplatine ou une injection de PBS. PBS: n =2, WT CIS: n =8,
miR-217/-.** p< 0,01 ***p<0,001.
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Figure 31: Les souris déficientes pour miR-21 ont un taux d'apoptose plus élevé. Le taux
d’apoptose est déterminé par mesure de l'activité des caspases 3 et 7 chez les animaux ayant recu une
dose de 10mg/kg de cisplatine. WT CIS : n = 4, miR-21~/- CIS n = 5. RLU : Relative Luminescent Unit.

ii. ~ Protocole injections répétées de 7 mg/kg de cisplatine

Deux souris (une de phénotype sauvage et une miR-21/-) ont regu des injections
PBS jusqu’au bout du protocole. Quatorze souris (six de phénotype sauvage et huit miR-
217/°) ont regu trois injections de cisplatine (7mg/kg). Deux souris du groupe miR-21/-
ont été sacrifiées a J16 en raison d’une perte de poids importante (70% du poids initial)
et de signes de souffrance. Une souris a été retrouvée décédée le jour du sacrifice a J27.
La dissection de ces souris n’a pas mis en évidence d’anomalies macroscopiques

majeures pouvant expliquer leur fragilité.

Comparé aux souris ayant regu du PBS, les souris ont présenté une perte de poids
significative apres chaque injection de cisplatine, suivie d'une phase de récupération de
durée variable (Figure 32). Plus précisément, sept jours apres la premiére injection de
cisplatine, la récupération du poids est quasiment complete : 95% * 2,8 du poids initial
pour les souris sauvages et 98,5% 4,8 du poids initial pour les souris miR-21/-. Apres
une seconde injection, la récupération est plus lente. A J14 le poids moyen est a 88,3% =+
10,6 pour les souris sauvages et a 86,9% =* 13 pour les souris miR-217/-. A J21 (c’est-a-
dire deux semaines apres la deuxieme injection), le poids est en moyenne revenu a la

valeur initiale soit 99,1% # 7,3 (souris sauvages) et 98,9% + 8,7 (miR-21/"). Enfin a J27,
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les souris ayant recu du cisplatine ont un poids moyen de 83,1% + 9,9 (souris sauvages)
et 79,2% + 15,4 (miR-217/-) contre 112,1% * 3,6 pour les souris ayant recu du PBS. Il
apparait ainsi que les pertes de poids des animaux s’accroissent au fil des injections de
cisplatine et ce, malgré une interruption du traitement durant 14 jours. Les courbes de

poids sont par ailleurs similaires pour les souris sauvages et délétées pour miR-21.

Certains prélévements sanguins n’ont pu étre réalisés pour les souris ayant un
état critique et pour les souris décédées avant le sacrifice. Un total de 10 échantillons
exploitables a pu étre analysé. A J27, les souris miR-21~/- ayant recu du cisplatine ont une
urée significativement plus élevée comparé aux souris sauvages ayant regu du cisplatine
(urée moyenne a 1,92 g/l %, 0,72 versus 0,66 g/1 = 0,15 p = 0,014) (Figure 33). De plus,
les souris sauvages ayant recu du cisplatine ne modifient pas significativement leur urée
sanguine (p=0,38). L’inhibition de miR-21 est ainsi délétére sur la fonction rénale dans
ce modele d’injections répétées de cisplatine. Cependant, ces résultats sont a modérer
par le fait que les souris les plus faibles n’ont pas pu étre prélevées soit au total six
souris dont quatre dans le groupe miR-21+/- cisplatine et deux dans le groupe sauvage

cisplatine.
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Figure 32 : Suivi du poids des animaux. Courbes de poids chez les animaux ayant recu des doses
répétées de 7 mg/kg de cisplatine ou de PBS (J0,]7,]21). PBS:n=2; WT CIS: n =6, miR-21/-: n=8.
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Figure 33 : Dosage plasmatique de I'urée chez les souris sauvages ou miR-21~/- ayant regu
du cisplatine ou du PBS.PBS:n=2; WT CIS : n = 4, miR-217/-: n = 5. * p<0,05.

De plus, les lésions histologiques semblent plus sévéres chez les souris miR-21-.
En effet, les souris ayant recu du PBS présentent un parenchyme rénal bien conservé,
avec en particulier 'absence de 1ésions tubulaires. Les souris ayant recu du cisplatine
montrent des lésions de nécrose tubulaire aigué : épithélium aminci avec béance des
lumieres, perte de la bordure en brosse, condensation des noyaux, débris cellulaires
intra-luminaux (Figure 34). De maniére intéressante, les souris miR-217/- semblent
présenter des lésions plus séveres. Ces données restent a confirmer par I'évaluation

quantitative du score d’atteinte tubulaire aigué.

L’analyse des ARN tissulaires a permis de confirmer dans un premier temps que
1”expression rénale de miR-21 augmente suite aux injections de cisplatine (Figure 35A).
De plus, comme attendu, I'expression rénale de miR-21 n’est pas détectable pour les

souris de génotype miR-21/-.

L’étude de I'expression des marqueurs de souffrance rénale NGAL et KIM-1 est en
faveur d’'un effet délétere de I'absence de miR-21 vis-a-vis de I'agression induite par le
cisplatine (Figure 35B-C). En effet, si NGAL et KIM-1 sont surexprimés dans les deux
groupes d’animaux traités, une différence significative est observée pour NGAL entre les
souris sauvages et miR-217/- (RQ = 45,4 + 16,8 versus 118,1 + 18,3; p = 0,02). En
revanche, l'expression des marqueurs de stress oxydant (Figure 35D-E) et des

marqueurs inflammatoires (Figure 35F-G) ne semble pas modulé par le statut miR-21.
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Souris miR-21"- PBS

Souris WT cisplatine

Souris miR-21" cisplatine

Figure 34 : Coupes histologiques des souris exposées de facon répétée au PBS ou au
cisplatine. Les reins sont analysés a J27. Une coupe représentative de chaque groupe a été choisie.

Coloration a I'Hematoxyline Eosine. Colonne de droite grossissement x10. Colonne de gauche
grossissement x25.
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Figure 35 : Expression rénale de miR-21 et des marqueurs de souffrance rénale. Expression
rénale de miR-21 (A), KIM-1 (B), NGAL (C), HO-1 (D), NRF2 (E), TNF-a (E) et IL-6 (G) chez les souris ayant
recu des doses répétées de 7 mg/kg de cisplatine ou de PBS. PBS: n =2 ; WT CIS : n=5, miR-21/-: n = 8.4.

*p< 0,05 ** p<0,01.
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3) Discussion

La néphrotoxicité du cisplatine est un élément limitant la prise en charge
oncologique optimale des patients. Les mécanismes sous-jacents sont intriqués,
comprenant principalement une toxicité épithéliale directe, des lésions vasculaires et
une réponse inflammatoire (Oh et al. 2014). Ces éléments sont impliqués dans la grande

majorité des agressions rénales aigues aboutissant a la NTA.

Dans ce travail, les données de biologie sanguine, d’histologie et d’expression
tissulaire de marqueurs de souffrance rénale suggerent ainsi que, dans les conditions
d’administration testées, miR-21 est protecteur au cours de la néphrotoxicité au
cisplatine. La toxicité de l'inhibition de miR-21 semble exacerbée quand I'’exposition est
prolongée et répétée. Nous avons exploré les mécanismes sous-jacents associés au
des caspases 3 et 7, est aggravée chez les souris miR-217/- ayant recu 10mg/kg de
cisplatine. Cette mesure pourra étre réalisée chez les souris ayant recu des injections
répétées. Le stress oxydant, évalué par HO-1 et NRF2, induit par le cisplatine (M. S. Park,
De Leon, and Devarajan 2002) n’est pas modifié par I'absence de miR-21. De fagon
discordante avec les données de la littérature (Oh et al. 2014), I'inflammation (TNF-q,

IL-6) n’est pas modifiée par le cisplatine dans notre modele d’injection unique.

Ces travaux préliminaires comprennent plusieurs limites et appellent des
investigations complémentaires. Notre modéle murin semble plus sensible au cisplatine
que d’autres modeles décrits dans la littérature. Ainsi, une équipe a récemment montré
que l'injection hebdomadaire de 7 ou 9 mg/kg de cisplatine pendant quatre semaines
entraine des lésions de fibrose rénale chez la souris (fond génétique FVB/n) (Sharp et al.
2016). Dans ce protocole, la survie des souris était de 100% dans le groupe 7 mg/kg et
de 90% dans le groupe 9 mg/kg. Toutefois, dans un travail mené sur des souris de fond
génétique 129sv]ae, la dose de 7 mg/kg en injection unique avait été retenue car des

doses supérieures entrainaient une forte mortalité (Oliver et al. 2010).

De plus, les souris ont présenté une forte variabilité inter-individuelle de

sensibilité au cisplatine et le prélevement sanguin n’a pas pu étre effectué chez une
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partie des souris ayant regu du cisplatine (deux dans le groupe sauvage et trois dans le
groupe miR-217/-), entrainant une perte de puissance des résultats. Il pourrait également
étre intéressant de réaliser un dosage intermédiaire de I'urée sanguine, notamment afin
de déterminer si le décés prématuré des souris est lié ou non a l'insuffisance rénale.
Enfin, toutes les données de PCR en temps réel devront étre confirmées sur I'expression
protéique par des western blot. Par ailleurs, un autre schéma d’injection, consistant en
I'administration journaliere de 2Zmg/kg de cisplatine pendant 14 jours est actuellement

testé

Cette seconde partie du travail confirme que le role de miR-21 au cours des
pathologies rénales reste trés dépendant du contexte. En effet, une augmentation de
miR-21 dans le tissu rénal est observée dans une grande majorité des modeles
d’insuffisance rénale aigué. Par ailleurs, nos résultats sont en accord avec les données de
la littérature, plusieurs études suggérant que, dans le contexte d’'une d’'une agression
rénale aigué, 'augmentation de I’expression de miR-21 aurait un effet initial protecteur
(Tableau 2) (Xialian Xu et al. 2012; Jia, Teng, Zou, Fang, Jiang, et al. 2013; Xiujuan Liu et
al. 2015; Jiao et al. 2016; Xialian Xu et al. 2016). Parmi les six études ayant étudié I'effet
d’'un blocage de miR-21 dans un modele murin d’ischémie-reperfusion, seule I'étude de
Chau montre que l'inhibition de miR-21 a un effet protecteur (Chau et al. 2012). La
plupart de ces travaux comprennent une étape de pré-conditionnement protecteur
(préconditionnement ischémique, inhalation de Xénon, injection de chlorure de Cobalt)
(Xialian Xu et al. 2012; Jia, Teng, Zou, Fang, Jiang, et al. 2013; Jiao et al. 2016; Xialian Xu
et al. 2016) soulignant probablement un réle protecteur de miR-21 dans le cadre d'une
agression rénale de faible intensité. Le travail montrant un effet protecteur de miR-21 en
I'absence de préconditionnement (Xiujuan Liu et al. 2015) analyse les données 24h
apres l'ischémie, alors que le délai d’analyse est beaucoup plus long (10 jours) dans les

travaux de Chau et al (Chau et al. 2012).

Afin de compléter notre modele, il serait ainsi intéressant d’observer I'effet de
I'injection d’un antagoniste de miR-21 sur les lésions induites par le cisplatine. Cette
approche permettrait d’explorer plus précisément la cinétique de l'effet protecteur de
miR-21, en modulant la durée d’inhibition, ainsi que le délai par rapport a la lésion

initiale.
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En conclusion, ces travaux sur la néphrotoxicité du cisplatine soutiennent
I’hypothese d’un effet protecteur a la phase précoce d'une agression rénale d’autant que
I'agression est répétée. Ces travaux appellent des investigations complémentaires, en
particulier par I'identification de cibles de miR-21 impliquées dans la réponse rénale a la
toxicité du cisplatine, afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués, ainsi que la

chronologie et I'intrication des évenements moléculaires sous-jacents.
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DISCUSSION

miR-21 est une molécule induite dans les situations de stress cellulaire. Les
modeles animaux de délétion de miR-21 soutiennent qu’il ne joue pas un role
déterminant a l’état physiologique (Androsavich et al. 2012; Chau et al. 2012).
L’expression parenchymateuse de miR-21 est faible a I’état basal mais s’éléve en cas
d’agression tissulaire notamment rénale (Ben-Dov et al. 2012; Fiorentino et al. 2013;
Glowacki et al. 2013; Bao et al. 2014; Lai et al. 2015; Wilflingseder et al. 2014;
McClelland et al. 2015; Pavkovic et al. 2016; Hennino et al. 2016), cardiaque (Thum et al.
2008), ou pulmonaire (G. Liu et al. 2010).

Comme préalablement détaillé, miR-21 est impliqué en pathologie rénale a de
multiples niveaux, qu'il s’agisse de 1ésions aigués ou chroniques. Les cibles de miR-21
comprennent des ARNm de protéines impliquées dans de multiples phénomeénes
cellulaires et souvent pléiotropes. Les conséquences d'une surexpression de miR-21
sont donc trés dépendantes du contexte, et probablement de la chronologie par rapport
a l'agression initiale, expliquant les données contradictoires observées dans différents
modeéles. Toutefois, I'ensemble des des données de la littérature et de nos travaux
personnels suggere que le caractere aigu ou chronique d’une lésion rénale est un

élément central a prendre en compte dans la compréhension de I'implication de miR-21.

Les pathologies rénales survenant dans un contexte aigu sont principalement
représentées par la nécrose tubulaire aigué (NTA) dans les modeles animaux mais

également en pathologie humaine.

En clinique, les causes sont variées souvent intriquées reposant sur deux
principaux mécanismes : I'ischémie multifactorielle (hypovolémie vraie ou relative liée a
un sepsis, une hémorragie...), et la iatrogénie (aminosides, iode, bloqueurs du systeme
rénine-angiotensine, cisplatine...) (Pickkers et al. 2017). L'exploration de miR-21 au
cours des situations cliniques cournates de NTA est limitée par le fait qu'une biopsie
rénale est rarement réalisée, en dehors de la transplantation rénale (Pavkovic et al.

2016). Les données de la littérature en pathologie humaines, qui restent parcellaires,
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sont en faveur d'une augmentation de miR-21 dans le tissu rénal, le sérum ou les urines
des patients présentant une NTA (Saikumar et al. 2012; J. Du et al. 2013; Ramachandran
et al. 2013; Pavkovic et al. 2016). Une seule étude a mesuré le taux circulant de miR-21
avant une chirurgie cardiaque, un événement a haut risque de survenue d’'une NTA. Ce
travail a montré qu'un faible taux de miR-21 circulant était prédictif d’insuffisance
rénale aigué post-opératoire (Gaede et al. 2016). De plus, les modeles animaux utilisés
pour explorer la NTA reposent sur des modeles murins d’ischémie-reperfusion dans une
grande majorité des études (Godwin et al. 2010; Chau et al. 2012; Xialian Xu et al. 2012;
Saikumar et al. 2012; Kaucsar et al. 2013; Jia, Teng, Zou, Fang, Jiang, et al. 2013; Xiujuan
Liu et al. 2015; Xiao Chen et al. 2015; Li et al. 2016b; Xialian Xu et al. 2016; Jiao et al.
2016), mais également sur l'utilisation de néphrotoxiques, principalement la
gentamycine (Jia, Teng, Zou, Fang, Jiang, et al. 2013; Saikumar et al. 2012) ou le
cisplatine (Pavkovic, Riefke, and Ellinger-Ziegelbauer 2014). Tous ces modeles mettent
en évidence une augmentation de miR-21 dans le tissu rénal de fagon précoce des 3
heures apres la procédure (Li et al. 2016b) et prolongée jusque 30 jours apres la lésion
(Godwin et al. 2010). L’inhibition de miR-21 au cours d'une atteinte rénale aigué,
évaluée dans des modeles d’ischémie-reperfusion exclusivement, est protectrice (Xialian
Xu et al. 2012; Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et al. 2013; Xiujuan Liu et al. 2015; Jiao et al.
2016; Xialian Xu et al. 2016). Une seule étude retrouve des résultats contradictoires
(Chau et al. 2012). Elle differe des autres modeéles dans la mesure ou elle ne comprend

pas d’étape de préconditionnement protecteur avant la l1ésion d’ischémie-reperfusion.

Ainsi, miR-21 s’éléve des l'initiation de la réponse rénale a une agression mais joue
initialement un role protecteur, particulierement vis a vis d'une répétition de I'agression.
miR-21 pourrait ainsi avoir un réle initialement cicatrisant, en particulier suite a des
lésions de faible intensité. Cet effet de miR-21 pourrait étre médié par 'inhibition de
PTEN en favorisant la prolifération des cellules tubulaires (Jia, Teng, Zou, Fang, Zhang, et
al. 2013), de PDCD4 en inhibant 'apoptose des cellules tubulaires (Xialian Xu et al.
2012), de PHD2 en diminuant la réponse rénale a I’hypoxie par la voie HIF-1a et le VEGF
(Jiao et al. 2016), de la voie MKK3 - MAPK - p38, entrainant ainsi la diminution de
cytokines inflammatoires d’aval (TNF-a, IL-6) (Li et al. 2016b), de la thromospondine-1,
elle méme inhibitrice de la néoangiogenése (Xialian Xu et al. 2016), et de Rab11A,

impliqué dans la régulation du processus d’autophagie (Xiujuan Liu et al. 2015).
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miR-21 est également impliqué au cours des pathologies rénales chroniques,

associées a des lésions de fibrose rénale, indépendamment de I'étiologie sous-jacente.

Au cours des études menées chez 'homme, miR-21 s’éléve dans le tissu rénal, le sang
ou l'urine dans toutes les pathologies étudiées. Dans ce travail (Hennino et al. 2016)
comme dans la majorité des cas, I'élévation de miR-21 s’associe a des lésions plus
séveres (Ben-Dov et al. 2012; Glowacki et al. 2013; Bao et al. 2014; Lai et al. 2015;
McClelland et al. 2015; Pezzolesi et al. 2015; Zununi Vahed et al. 2016; Chien et al. 2016).
Paradoxalement, dans quelques travaux, I'élévation urinaire de miR-21 s’associe a une
moindre sévérité de l'atteinte rénale (G. Wang et al. 2013; Szeto et al. 2012). Toutes ces
études observationnelles ne permettent toutefois pas d'imputer de facon certaine la

responsabilité de miR-21 dans les 1ésions rénales.

De facon similaire aux observations effectuées chez 'homme, I'augmentation de miR-
21 rénal est retrouvée de fagon quasi-unanime dans les différents modéles animaux de
néphropathie chronique. Plusieurs modeles murins ont exploré I'effet de I'inhibition de
miR-21. Une grande majorité des travaux montre un role délétere de miR-21 dans les
néphropathies chroniques, notamment la néphropathie diabétique (Zhong et al. 2013;
Jinyang Wang et al. 2013; ].-Y. Wang et al. 2014; J. Wang et al. 2015; H. Wu et al. 2016),
I'obstruction urétérale unilatérale (Zarjou et al. 2011; Zhong et al. 2011; Chau et al.
2012) et le syndrome d’Alport (Gomez et al. 2015). Une seule équipes a montré un effet
délétere de I'inhibition de miR-21 au cours la néphropathie diabétique (Lai et al. 2015)
et sur un modele de sclérose glomérulaire (souris transgéniques pour le TGF-3) (Lai et

al. 2015).

Ainsi, si le processus agressif du parenchyme rénal est perenne, miR-21 participe
probablement au développement de lésions de fibrose. Il existe ainsi de nombreuses
pistes meécanistiques pouvant expliquer I'effet délétere de miR-21 en situation
chronique, bien que certaines données soient contradictoires selon le modele utilisé.
Ainsi, I'inhibition de PTEN entraine un phénotype mésenchymateux et profibrotique
dans les cellules tubulaires (Bao et al. 2014; J. Chen et al. 2015) et une augmentation de
la prolifération mésangiale au cours du diabete (Mahimainathan et al. 2006; Kato, Arce,

and Natarajan 2009; N. Dey et al. 2011). Les modifications métaboliques associées a la
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répression de PPAR-a induisent un phénotype mésenchymateux sur des cellules
murines épithéliales rénales et des podocytes (Chau et al. 2012; Gomez et al. 2015). Le
blocage de Reck (Chau et al. 2012) et de TIMP3 (Fiorentino et al. 2013; Lai et al. 2015)
par miR-21 léve linhibition sur les métalloprotéases entretenant un remodelage
tissulaire délétere. L'inhibition de SMAD7 active la voie pro-fibrosante du TGF-f3 (Zhong
et al. 2013; Lai et al. 2015). Des études complémentaires restent nécessaires afin
d’explorer le mécanisme précis impliquant chaque cible inhibée par miR-21 au cours de

la fibrose rénale.

Au vu du réle de miR-21 dans des situations de néphropathies chroniques, il
appartient donc a la famille des « fibromiR » (Pottier et al. 2014). En effet, mR-21 est
associé a la fibrose rénale dans une large variété de pathologies, mais également a la
fibrose pulmonaire (G. Liu et al. 2010) et cardiaque (Thum et al. 2008). De plus, miR-21
est évelé de facon ubiquitaire au cours de multiples cancers (Krichevsky and Gabriely
2008) et est ainsi également considéré comme un « oncomiR ». Les cibles de miR-21
mises en évidence au cours des processus néoplasiques recoupent en grande partie les
cibles de miR-21 associées a la fibrose rénale. Elles sont impliquées dans des
meécanismes cellulaires au cceur du processus de tumorigenese tels que la survie
cellulaire (PTAN, PDCD4, Bcl2), le métabolisme cellulaire (PTEN, PPAR-a) ou
I'angiogenéese (PHD2) (Hanahan and Weinberg 2011).

I. miR-21, un biomarqueur diagnostique et pronostique pertinent ?

Si les mécanismes du role pathologique de miR-21 au cours d’une lésion rénale aigué
ou chronique nécessitent des investigations complémentaires, une modulation de
I'expression de miR-21 dans le tissu rénal au cours d’'une agression rénale est observée
dans tous les modeles expérimentaux et au cours des néphropathies quelle qu'en soit
étiologie. Compte tenu du relargage actif et passif de miARN dans les fluides biologiques
(Xi Chen et al. 2012b), plusieurs travaux ont des lors exploré le potentiel de miR-21
comme biomarqueur sérique ou urinaire au cours de différentes pathologies rénales,

mettant en évidence des résultats plus contradictoires (Tableau 1).

Dans le cadre des néphropathies tubulaires aigués, il est globalement observé une

surexpression de miR-21. Le taux urinaire de miR-21 s’éleve chez des patients porteurs
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d’'une insuffisance rénale aigué par nécrose tubulaire aigué (Saikumar et al. 2012;
Ramachandran et al. 2013; Pavkovic et al. 2016). Deux études ont exploré les taux
circulants de miR-21 dans le contexte d'insuffisance rénale aigué apres une chirurgie
cardiaque. Un premier travail associe un taux élevé de miR-21 circulant post-opératoire
a la survenue et l'aggravation d'une insuffisance rénale (J. Du et al. 2013). Dans une
étude plus récente, un taux sérique bas de miR-21 avant une chirurgie cardiaque était
prédictif d’'une insuffisance rénale aigué post-opératoire (Gaede et al. 2016). Plusieurs
facteurs peuvent expliquer la contradiction entre ces deux études. Les préléevements
post-opératoires peuvent contenir de I'héparine injectée au cours de la procédure et
ainsi modifier les résultats du dosage des miARN (Kaudewitz et al. 2013; Boeckel et al.
2013). De plus, dans le travail de Gaede et al., 'augmentation de miR-21 pourrait refléter

un mécanisme de préconditionnement protecteur physiologique (Gaede et al. 2016).

Au cours de 'atteinte chronique, la situation est inverse. Ainsi, un taux élevé de miR-
21 circulant est associé aux lésions de fibrose rénale chez des patients greffés rénaux
(Glowacki et al. 2013) et des patients porteurs d’'une néphropathie diabétique (Pezzolesi
et al. 2015; Chien et al. 2016). Une étude n’a cependant pas montré d’association entre le
taux circulant de miR-21 et I’évolution de la néphropathie diabétique (Olivieri et al.

2015).

La concentration urinaire de miR-21 s’éleve chez des patients porteurs d’une
néphropathie diabétique ou de 1ésions glomérulaires minimes, en comparaison avec des
sujets sains (Konta et al. 2014). Une concentration urinaire élevée de miR-21 est
également associée a des lésions histologiques rénales plus séveres chez des patients
transplantés (Zununi Vahed et al. 2016). A I'opposé, d’autres travaux associent une
augmentation de miR-21 urinaire a la présence de 1ésions rénales moins séveres dans la
néphropathie diabétique (Szeto et al. 2012; G. Wang et al. 2013), la néphropathie
hypertensive (Szeto et al. 2012) ou la néphropathie a IgA (Szeto et al. 2012; G. Wang et
al. 2013).

Par cette revue de la littérature, il apparaitqu’une agression aigue ou chronique
du parenchyme rénal peut conduire a une augmentation de miR-21. Cependant, alors

que dans le premier cas 'augmentation de l'expression de miR-21 est probablement
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associé a des effet bénéfique, a I'inverse une augmentation de miR-21 dans le cas d’'une
maladie rénale chronique est problement associé a un processus actif de fibrose rénale.
Dés lors, I'interprétation d'un tel biomarqgeurs (quel que soit la matrice étudiée, sang ou
urines) devient extrémement délicate et 6te de la pertinence clinique. De plus, le
caractere ubiquitaire de miR-21 reste une limite intrinséque majeure a son utilisation en
tant que biomarqueur. En effet, miR-21 est augmenté au cours de nombreuses
pathologies cancéreuses (Pfeffer, Yang, and Pfeffer 2015), mais également au cours
d’autres pathologies d’organe, particulierment en pathologie cardio-vasculaire (Kumar

et al. 2014; Tao et al. 2015; Fu et al. 2015).

Au dela de ces écueils liés au role ubiquitaire et bivalent de miR-21, il existe
également des limites pré-analytiques importantes a l'utilisation du taux sérique de

miR-21 en tant que biomarqueur.

L’hémolyse induit une grande variabilité dans la composition sérique ou
plasmatique en miARN, notamment, pour certains miARN particuliéerement abondants
dans les hématies (Shkurnikov et al. 2016; Pizzamiglio et al. 2016). Le taux circulant
sérique de miR-21 est également augmenté par I’hémolyse (travaux personnels,
MacLellan et al. 2014). La qualité des échantillons est donc une nécessité absolue pour le
dosage des microARN circulants. Outre un premier tri visuel, l'utilisation d'une
technique de spectrométrie permet de détecter une hémolyse de faible intensité par la
mise en évidence d'un pic d’absorption a 414 nm (Shah, Soon, and Marsh 2016).
L’alternative est de quantifier des miARN qui ne sont pas affectés par '’hémolyse, par

exemple miR-122 (MacLellan et al. 2014), miR-378 ou miR-30c (Pizzamiglio et al. 2016).

Outre I’'hémolyse, la technique de préléevement, notamment la présence
d’héparine interfere avec les résultats des qPCR de fagon non homogene en fonction des
miARN (Kaudewitz et al. 2013; Boeckel et al. 2013). De plus, les résultats sur des
échantillons de patients ayant recu de lI'héparine sont probablement modifiés. Les
prélevements sur tube sec ou EDTA sont exploitables pour la quantification des miARN
circulants, sans modifier significativement les valeurs des dosages des miARN (Leidinger

et al. 2015).

Les miARN utilisés comme normalisateur dans les fluides biologiques est tres

variable selon les travaux et conditionne la pertinence et la reproductibilité des études.
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L’utilisation d’'un miARN exogéne issu de C. Elegans Cel-miR-39 est utilisée dans la
majorité des publications concernant les néphropathies (J. Du et al. 2013; Pezzolesi et al.
2015; Olivieri et al. 2015; Gaede et al. 2016) mais d’autres marqueurs ont également été
utilisés (Cortez et al. 2011), en particulier snoRNA U6 (Chien et al. 2016), RNU48
(Stagakis et al. 2011) ou encore miR-16 (Glowacki et al. 2013).

De plus, les mécanismes de sécrétion des miARN en pathologie sont mal connus.
Ainsi, certains auteurs ont montré que les taux de miR-21 dans les fluides biologiques
sont inversement corrélés aux taux tissulaires (Saikumar et al. 2012), alors que d’autres
travaux ont permis de mettre en évidence une corrélation positive entre ces parametres
(J. Wang et al. 2015; Pu et al. 2016). Des travaux antérieurs réalisés au sein de I'équipe
ont montré que miR-21 est significativement plus élevé dans le tissu rénal et le sérum de
patients transplantés rénaux présentant des lésions de fibrose modérées a séveres
(Glowacki et al. 2013). Toutefois, aucun travail n’a pu explorer a I'heure actuelle la

corrélation chez un méme patient de I'expression rénale, sérique et urinaire de miR-21.

En conclusion, I'absence de spécificité de miR-21 pour la fibrose rénale quelle que
soit la néphropathie sous-jacente rend son utilisation en tant que biomarqueur
diagnostique peu envisageable. Toutefois, il pourrait constituer un bon marqueur de
suivi et a terme, s’intégrer dans une approche permettant d’estimer le développement
d’un processus actif de fibrose rénale. Cette approche pourrait éventuellement aider a la
décision clinique dans le cadre de décision de biopsies itératives de rein natif ou de

greffons.

II. Potentiel thérapeutique de miR-21

Compte tenu du caractere profibrosant de miR-21, des démarches expérimentales
sont actuellement menées afin d’évaluer I'effet de son blocage sur la progression de la
fibrose rénale et a terme de la maladie rénale chronique. Les molécules antagonistes des
microARN, ou oligonucléotides anti-sens, sont de courtes molécules, comprenant la
séquence complémentaire de la séquence «seed» du miARN cible. Différentes
modifications chimiques permettant de stabiliser et d’augmenter I'affinité des
oligonucléotides anti-miR ont été développées (Figure 36) (Steinkraus, Toegel, and

Fulga 2016). Une premiere modification biochimique consiste a remplacer le
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groupement 2’-hydroxyle par un groupement 2’-0-méthyl, 2’-Metoxyethyl, 2'-deoxy-2’-
fluoro ou 2’,4’-constrained 2’-O-ethyl. Les antagomiRs sont, quant a eux, couplés au
cholestérol pour favoriser la diffusion intra-cellulaire. L’'incorporation d'un acide
nucléique bloqué (Locked Nuclec Acid, LNA) sur le ribose augmente également la
stabilité et l'affinité de la molécule (Figure 36) (Pottier et al. 2014). Ces molécules sont
actives jusque 3 semaines apres un schéma de trois injections quotidiennes (Thum et al.

2008). De courtes molécules LNA (8 nucléotides) ont également été développées.
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Figure 36 : Modifications chimiques améliorant la stabilité et I'affinité des antagonistes
des miARN. Les modifications chimiques en position 2’ du ribose comprennent le remplacement du
groupement 2’-hydroxyle par un groupement 2’-O-méthyl, 2’-Metoxyethyl, 2’-deoxy-2-fluoro, ou
I'incorporation d'un acide nucléique verrouillé (LNA, Locked Nucleic Acid et BNA, Bicyclic Nucleic Acid).
Le squelette phosphate peut porter une modification phosphorothioate pour augmenter la résistance a la
dégradation. Enfin, les morpholino comprennent un noyau triazine et des guanidines. D’aprés Pottier,
2014.
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Les éponges a miR comprenant plusieurs sites de liaison pour le miARN d’intérét
sont également des molécules candidates. Elles présentent I'avantage d’'une grande
efficacité et de pouvoir inhiber une famille de miARN. Toutefois, elles nécessitent
I'intégration d’'une séquence codante au sein de 'organisme cible (transgenése) et ne
sont donc pour l'instant pas développées dans l'optique d’'une thérapeutique chez
I'Homme (Margaret S Ebert, Neilson, and Sharp 2007; Steinkraus, Toegel, and Fulga
2016).

Des stratégies plus ciblées sont également en cours de développement. Par
exemple, l'utilisation de « morpholino » permet de cibler spécifiquement une séquence
cible d'un ARNm et ainsi d’inhiber spécifiquement une interaction miARN-ARNm. Ces
molécules sont constituées d’oligonucléotides liés a une structure en dendrimeére de huit
guanidines autour d’'un noyau triazine qui permet une bonne diffusion en intra-cellulaire
(Figure 36) (Choi, Giraldez, and Schier 2007). D’autres stratégies permettant
d’améliorer le ciblage consistent a associer aux oligonucléotides modifiés des molécules
d’adressage, par exemple des microparticules f3-glucanes ciblant les macrophages (Soto

etal. 2012).

L’efficacité de I'inhibition de miR-21 a été étudiée dans des modéles murins de
pathologies fibrosantes, notamment la fibrose cardiaque (Thum et al. 2008; Patrick et al.
2010; Thum et al. 2011; Patrick et al. 2011) et la fibrose rénale (Chau et al. 2012; Gomez
et al. 2015). Cette approche a également été développée au cours de maladies
inflammatoires chroniques telles le lupus systémique (Garchow et al. 2011) et le

psoriasis (Guinea-Viniegra et al. 2014) (Tableau 3).

En 2008, un premier travail est mené sur l‘effet de I'inhibition de miR-21 grace a
I'administration d'un antagomiR dans un modeéle murin de fibrose cardiaque
(hypertrophie ventriculaire gauche secondaire a une constriction aortique transverse).
Le traitement réalisé immédiatement aprés ou dans un délai de 3 semaines apres la
constriction aortique permet dans les deux cas une amélioration significative des lésions
cardiaques (Thum et al. 2008). Toutefois ces données ne sont pas retrouvées dans un

travail de 2010 utilisant des LNA tres courts (8-mer) (Patrick et al. 2010). Cette
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différence pourrait s’expliquer, probablement en partie, par une moindre efficacité de ce

type de molécules (Thum et al. 2011).

Deux équipes ont exploré 'efficacité d'un inhibiteur de miR-21 en prévention des lésions
de fibrose rénale dans des modeles murins. Une premiere équipe a évalué I'impact de
I'administration d’un anti-miR-21 (oligonucléotide avec liaisons phosphothiorates inter-
nucléotides et modifications du sucre en 2’ non précisées) sur les lésions rénales
induites par une obstruction urétérale unilatérale et une ischémie-reperfusion.
L’injection intra-péritonéale de I'anti-miR-21 a 20mg/kg (3 a 4 injections espacées de 3
jours selon le modeéle) permet l'amélioration des lésions histologiques et de
I'albuminurie (Chau et al. 2012). Une seconde équipe a développé des oligonucléotides
modifiés (liaisons phosphothiorates inter-nucléotides, modifications du ribose par un
groupement métoxyethyl (MOE) ou 2’,4’-constrained 2’-0-ethyl (cEt) dans un modele de
néphropathie d’Alport. Dans ce modéle, I'injection sous-cutanée de25 mg/kg de fagon bi-
hebdomadaire pendant 1,5 a 13 semaines de l'anti-miR-21permet d’améliorer
significativement les 1ésions rénales histologiques, les parameétres rénaux (albuminurie
et fonction rénale) et la survie des souris. Ces effets bénéfiques étaient associés a une
meilleure fonction mitochondriale (diminution des marqueurs de stress oxydant),

probablement par le biais d’'une levée d’inhibition sur PPAR-a (Gomez et al. 2015).

Les données expérimentales concernant l'inhibition de miR-21 en pathologie rénale
chronique sont donc encourageantes. Concernant la tolérance de ces approches par
administration d’antagoniste de miARN, l'utilisation de ces molécules est bonne dans les
trois modeles murins (Chau et al. 2012; Gomez et al. 2015). L’utilisation d’'un LNA-anti-
miR-122 a été testée chez le primate pour le traitement du virus de I'hépatite C,
montrant également une bonne tolérance de ce type de molécules (Lanford et al. 2009).
Chez I'Homme, un essai thérapeutique de phase 2b a pu vérifier la tolérance et
'efficacité d’'un antagoniste de miR-122 comme traitement du virus de l'hépatite C
(Janssen et al. 2013). En ce qui concerne miR-21, la société Regulus développe
actuellement une étude de phase 2 (Clinical Trial: NCT02855268) testant un
antagoniste de miR-21 nommé RG-012 chez des patients porteurs d'un syndrome
d’Alport. A ce jour, aucun résultat clinique n’est publié. Le choix du syndrome d’Alport
comme pathologie relevant d'un traitement par le RG012 fait suite aux données de

I'étude de Gomez et al. (Gomez et al. 2015). Toutefois, a notre connaissance, il n’existe
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pas dans le syndrome d’Alport chez’'Homme a ce jour de données publiées sur
'association entre le niveau d’expression tissulaire rénale de miR-21 et la progression
ce cette néphropathie. Au cours de la néphropathie a dépétsmésangiaux d’IgA, nous
avons pu montrer un lien significatif entre le niveau d’expression de miR-21, le
pronostic fonctionnel rénal et le développement de la fibrose interstitielle. Des lors, il
pourrait étre intéressant d’analyser l'effet d’'un blocage de miR-21 au cours de cette
pathologie. A l'inverse du syndrome d’Alport, il n’existe cependant pas de données
expérimentales animales sur le blocage de miR-21 dans des modeles expérimentaux de

néphropathie a dépdts mésangiaux d’IgA.

Tableau 3: Modeles animaux utilisant des oligonucléotides anti-sens dirigés

contre miR-21. D’apres Sheedy 2015.

Modeéle Oligonucléotide ,SChem? Résultat Cible |Référence| Laboratoire
thérapeutique
Hypertrophie |AntagomiR-cholestérol {80 mg/kg/j, Protection contre |SPRY  ((Thum, |Alnylam
Ventriculaire modified 3 jours les lésions et la 2008) Pharma
Gauche fibrose cardiaque
/Anti-miR-sugar /! Protection (Thum, [Regulus
modified / AntagomiR 2011) Therapeutics
Locked Nucleic Acid /11 Pas de différence
(8-mer) (Patrick,
2010,
Thum,
2011)
Fibrose /Anti-miR - backbone 20 mg/kg/j, Protection contre la PPAR-a |(Chau, Regulus
rénale and sugar modified 3 jours fibrose interstitielle 2012) Therapeutics
Anti-miR - backbone 25 mg/kg Protection contre la [PPAR-a |(Gomez, [Regulus
and sugar modified 2 fois/sem fibrose rénale 2015) Therapeutics
3,5a5-16 sem |Diminution
protéinurie
Lupus Locked Nucleic Acid 25 mg/kg Protection PDCD4 |(Garchow,Santaris
systémique |(8-mer) 3 jours de suite |(diminution de la 2011) Pharma
puis 1 sem/3 (3 [splénomégalie)
mois)
Psoriasis Locked Nucleic Acid 300 pg Protection TIMP3 |(Guinea- [Santaris
(8-mer) intradermique Viniegra, |Pharma
7 en 15 jours 2014)
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Néanmoins, compte tenu du réle pléiotrope et du caractere ubiquitaire de miR-21,
il faut s’interroger sur les effets systémiques a long terme d'un tel blocage
pharmacologique. Ainsi, dans ce manuscrit, nous avons décrit des effets protecteurs de
miR-21 au cours des agressions tubulaires aigues. Dés lors, on pourrait émettre
I’hypothese d'un risque accru d’insuffisance rénale aigue par nécrose tubulaire aigue

sous antagoniste de miR-21.
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CONCLUSION

Nos travaux ont permis de confirmer 'augmentation de miR-21 au cours d'une
néphropathie chronique, la néphropathie a dépots d’IgA. De plus, 'augmentation de
miR-21 est associée a une moins bonne survie rénale, renforcant I'hypothese d'un role
délétere de miR-21 dans les situations chroniques menant a la fibrose. D’autre part,
nous avons exploré le réle de miR-21 dans un modele murin de nécrose tubulaire aigué
par injection de cisplatine. Ceci a permis de mettre en évidence que I'absence de miR-21
dans cette situation est ici un élément délétere. Ces travaux s’accordent avec la majorité

des études cliniques et expérimentales déja publiées.

En conclusion, miR-21 est un miARN pléiotrope impliqué dans la réponse rénale
a une agression aigué. Bien que les modeéles animaux soient discordants, miR-21 semble
jouer un réle protecteur a la phase trés précoce d’une 1ésion rénale, en particulier en cas
de lésions répétées. Son action se prolonge au-dela de la phase aigilie et entraine des
effets déléteres de fibrose glomérulaire et interstitielle. Les modeles d’inhibition de miR-
21 in vivo plaident en faveur d’'un bénéfice de l'inhibition de miR-21 au cours des

néphropathies chroniques, faisant de ce miARN une cible thérapeutique prometteuse.
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ANNEXES

Annexe 1

1 INTERET DE LA CLASSIFICATION HISTOLOGIQUE
Contre Hommtarer Regionss 'OXFORD DANS L'EVALUATION DU PRONOSTIC
Universitaire de Lille DE LA MALAD'E DE BERGER

Z.Jomaa?, M.-F. Hennino?*, M. Hazzan?, C. Noél*, D. Buob?, F. Glowacki*
* Service de Néphrologie, Dialyse et Transplantation, CHRU Lille
2 Service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques, CHRU Lille

INTRODUCTION

Du fait de la variabilité des formes cliniques de la néphropathie & IgA (NIgA), trouver des marqueurs prédictifs de 'évolution rénale a 'échelle individuelle,
reste un enjeu clinique déterminant. Dans cette étude rétrospective, nous évaluons, au moment du diagnostic, différents facteurs cliniques et
histologiques (en se basant sur la classification d'Oxford) et les confrontons au devenir fonctionnel rénal.

METHODES

Soixante deux patients avec une NIgA diagnostiquée entre 2002 et 2012, ont été inclus. La durée moyenne de suivi était de 43 mois. L'insuffisance rénale
chronique terminale (IRCT) est survenue dans 27% des cas. En utilisant, comme critére de jugement la survie rénale, différents facteurs pronostiques
cliniques (Insuffisance rénale (IR), Hypertension artérielle (HTA), Protéinurie et histologiques (score de MEST de la classification d'Oxford) sont évalués.

RESULTATS incipales lésions hi i ées au moment du

diagnostic :

A Tlinclusion, 84% des patients présentent une hypercellularité mésangiale (M1), 14% une
hypercellularité endocapillaire (E1), 61% une glomérulosclérose segmentaire (S1) et 46% une
fibrose interstitielle/atrophie tubulaire (T>1).

Cliniquement, 87% des patients ont une protéinurie > 0,3 gfj, et 49% un débit de filtration
glomérulaire estimé < 60 mL/min/1,73m2.

En analyse univariée, I'HTA (p = 0,03), la présence d'une insuffisance rénale, la protéinurie des 24
heures au moment du diagnostic (p < 0,001) sont significativement corrélées a une différence de
survie rénale. Sur le plan histo-pronostique, la fibrose interstitielle est le facteur le plus discriminant
(p < 0,001), suivie de la glomérulosclérose segmentaire (p = 0,003) et de la prolifération mésangiale
(p=0,023).

On ne retrouve pas d'impact de la prolifération endocapillaire. La présence d'une prolifération
extracapillaire (non prise en compte dans le score de MEST) est associée a un surcroit de mortalité
précoce (p = 0,026).

A : Prolifération mésangiale (M)

B : Prolifération endocapillaire (E)
C: Glomérulosclérose segmentaire
)

D: Fibrose et inflammation
interstitielle (T)

E : Prolifération extracapillaire

Courbes de survie rénale selon la pression artérielle (PA), Courbes de survie rénale selon les lésions histologiques : -, » L L . . — o
la protéinurie (Pu) et linsuffisance rénale aigué (IRA) : prolifération Mésangiale (M), Sclérose segmentaire (S), fibrose 4 es, fans la
interstitelle (T et I proliférati ik

avec une roliéaion
endocspillice

Sl HTA ot Swn 0 conttle 808 PA bun s bt i

Selon lescore

Hh

% Glom. avec une prolfératin extracspiliee

Selon 1Py des 240 u dingnostic Selon 1RA s dingrostc

P ——

CONCLUSION

En analyse univariée, tous les éléments du MEST, a I'exception de la prolifération endocapillaire , sont des facteurs pronostiques de la survie rénale.
Cependant, des paramétres cliniques (IRA au diagnostic, Protéinurie) ou histologiques simples (sévérité de la fibrose interstitielle) permettent une
estimation du pronostic rénal sans établir un score histologique spécifique.
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Annexe 3

L’expression rénale de miR-21-5p et associée a la fibrose et a la survie rénale au
cours de la néphropathie a IgA

miR-21-5p renal expression is associated with fibrosis and renal survival in
patients with IgA nephropathy

Marie-Flore Henninol2, David Buob3, Cynthia Van der Hauwaert!, Viviane
Gnemmi#* Zacharie Jomaa®, Nicolas Pottierl, Grégoire Savary?, Elodie Drumez®, Christian
Noél’, Christelle Cauffiez! & Francois Glowackil.

1Univ. Lille, CHU Lille - Service de néphrologie, Institut Pasteur de Lille, EA 4483 -
IMPECS - IMPact of Environmental ChemicalS on human health, F-59000 Lille, France.
2Centre Hospitalier de Valenciennes - Service de néphrologie, médecine interne et
vasculaire, F-59300 Valenciennes, France.

3Sorbonne Universités, UPMC Paris 06, Inserm, AP-HP, Hdépital Tenon, Pathology
Department, UMR S 1155, F-75020 Paris, France.

4Univ. Lille, Inserm, CHU Lille, UMR-S 1172 - JPArc - Centre de Recherche Jean-Pierre
AUBERT Neurosciences et Cancer, F-59000 Lille, France.

5Centre Hospitalier de Cambrai - Service de néphrologie, F-59400 Cambrai, France.

6Univ. Lille, CHU Lille, EA 2694 - Santé publique: épidémiologie et qualité des soins, F-
59000 Lille, France.

7Univ. Lille, Inserm, CHU Lille - Service de néphrologie, U995 - LIRIC - Lille Inflammation
Research International Center, F-59000 Lille, France.

ABSTRACT

IgA nephropathy (IgAN) is the most prevalent primary glomerulonephritis,
whose prognosis is highly variable. Interstitial fibrosis is a strong independent
prognosis factor. Among microRNA involved in renal fibrogenesis, only few have been
investigated in IgAN. In the context of IgAN, we aimed to analyse the role of miR-21-5p,
miR-214-3p and miR-199a-5p, three established “fibromiRs” involved in renal fibrosis.
Fifty-six IgAN biopsy specimens were retrospectively scored according to Oxford

classification. Renal expression of miR-21-5p, miR-214-3p and miR-199a-5p were
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significantly associated with T score (miR-21-5p TO RQ median = 1.23, T1 RQ = 3.01, T2
RQ = 3.90; miR-214-5p TORQ = 1.39, T1 RQ = 2.20, T2 RQ = 2.48; miR-199a-5p TO RQ =
0.76, T1 RQ =1.41, T2 RQ = 1.87). miR-21-5p expression was associated with S score (SO
RQ median = 1.31, S1 RQ = 2.65), but not miR-214-3pnor miR-199a-5p. In our cohort,
poor renal survival was associated with high blood pressure, proteinuria and elevated
creatininemia, as well as T and S scores. Moreover, renal expression of miR-21-5p, miR-
214-3p were associated with renal survival. In conclusion, miR-21-5p, miR-214-3p and
miR-199a-5p are three “fibromiRs” involved in renal fibrosis in the course of IgAN and

miR-21-5p and miR-214-3p are associated with renal survival.

Introduction

IgA nephropathy (IgAN) is the most prevalent primary glomerulonephritis
leading to end stage renal disease (ESRD) in 20% to 40% of patients2. IgAN is an
immune complex-mediated proliferative glomerulonephritis characterized by IgA
mesangial deposition. New pathogenesis approaches of primary IgAN rely on a multihit
model in patients with particular genetic backgrounds3. Broadly speaking, increased
production of hypogalactosylated IgA1# elicits an autoimmune response characterized
by the specific synthesis of anti-glycan antibodies> followed by the formation and
deposition of pathogenic immune IgA - IgG complexes in the glomerular mesangium®
resulting in inflammation and fibrosis’® characterized by substantial tissue remodeling

and destruction of functional renal tissue®.

The histologic features of IgAN are diverse and include active lesions represented
by mesangial hypercellularity, endocapillary and/or extra-capillary proliferation, as well
as scarring lesions characterized by glomerular sclerosis and interstitial fibrosis10. The
Oxford IgAN classification is a pathologic scoring system based on the pattern and the
severity of both proliferative (mesangial and endocapillary hypercellularity) and
scarring (segmental glomerular sclerosis and interstitial fibrosis) changes, and
represents an established prognostic factor of IgAN1112 In line with original and

replicative studies, interstitial fibrosis is a relevant histological prognosis factor11.12,
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MicroRNAs (miRNA) consist of about 22 nucleotides that imperfectly hybridize to
3’-UTR or other regions of messenger RNAs, typically leading to translation inhibition or
transcript degradation. The large number of miRNAs, currently exceeding 2,000 in
human (http://www.mirbase.org/), and their poor binding specificities lead to a huge
number of potential miRNA-target gene interactions, which is thought to regulate up to
60% of human mRNAs!3. Although miRNAs are involved in virtually all physio-
pathological processes!4, their role in IgAN pathogenesis is still in its infancy!5. Here,
based on our previous and ongoing studies16-18, we focused on three well-established
“fibromiRs”: miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p1. Several experimental models
have indeed unravelled the implication of these miRNAs in various experimental models
of tissue fibrosis1620.21 as well as fibroproliferative diseases!®. In particular, these
miRNAs are consistently upregulated during fibrosis and represent prominent

regulatory factors of TGF[3 signaling, a major biological pathway driving fibrosis17.22.23,

In this study, we evaluated for the first time the renal expression of three established
“fibromiRs” (miR-21-5p,miR-199a-5p and miR-214-3p) in IgAN, as well as their

association with Oxford classification, and renal survival.

Results

Patient characteristics. This study included 61 patients whose clinical and
biological characteristics are shown in Table 1. Mean age was 36.3 * 13.6 years. At
diagnosis, 19 (31.1%) of the patients exhibited hypertension,56 (91.8%) had hematuria,
and 54 (88.5%) displayed significant proteinuria (= 0.3 g/24h) with five patients
(8.2%)having nephrotic syndrome. Thirty-two patients (52.5%) developed a renal
failure (estimated glomerular filtration rate (eGFR) < 60 mL/min/1.73 m2) at diagnosis

with a mean serum creatinine of 32.8 + 21.9 mg/L.
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Climical data (n= 61)

Age (years) 363136

Sex r}atio {men:women) 2.2:1

Follow-up {months) 4894381

BMI (kg/m?) 25.7£5.9

HBP 19 {30.6%)

- systolic BF (mmHg) 134£21

- diastolic BP (mmHg) 79+ 16

Prior RAAS blockade 24.2%

Biological data (n=61)

Creatininemia {mg/L) 218+ 196

eGFR (mL/min/1.73 m") 60 36

RF at diagnosis 37.7%

Proteinuria (gf24h) 234323

Mephrotic syndrom 5{8.29%)

Hematuria 56 (91.9%)

Histological data (n=56)

M item M0 n=31(55.4%) M1 20 ({35.7%) NA 5(8.9%)
E item E0 46 (82.1%) El 8(14.3%) NA 2 (3.6%)
Sitem 5021 (37.5%) 51 34 (60.7%) NA 1({1.8%)
T item To 32 (57.1%) T1 12 (21.4%) T212(21.4%)
Extra-capillary proliferation Absent n=40(71.4%) | Presentn=16(28.6%)

Table 1: Clinical, biological and histological characteristics of the population. Values are
means *standard deviation. Abbreviations: BMI: Body Mass Index; HBP: High Blood
Pressure, defined as systolic BP >140 mmH, or diastolic BP > 90 mmHg, or previous
antihypertensive drug intake; BP: Blood Pressure; RAAS Renin-Angiotensin-
Aldosterone System; eGFR: estimated Glomerular Filtration Rate by MDRD; RF:
RenalFailure, defined as eGFR < 60 mL/min/1.73 m2; NA: Not Available (no analyzable
glomerulus).

At diagnosis, blockers of renin-angiotensin-aldosterone system were widely used
(51 (83.6%)). Furthermore, six patients (9.8%) received steroids; these six patients
displayed severe renal disease (mean serum creatinine 43.2 + 20.9 mg/L, mean eGFR 20
mL/min/1.73 m2) with high proteinuria (mean 4.9 * 2.7 g/24 h), and their evolution

was pejorative, as they all progressed to ESRD.

Pathological Features. Renal biopsy specimens were analyzed in 56/61 (91.8%)

cases. Histological sections contained an average of 16.5 * 10.1 glomeruli, including
26.1% globally sclerotic glomeruli. Regarding interstitial fibrosis, 32 (57.2%), 12
(21.4%), and 12 (21.4%) biopsy specimens were scored TO (no or mild fibrosis), T1
(moderate fibrosis), and T2 (severe fibrosis), respectively. Pathological characteristics

concerning the M, E, and S items of the Oxford classification are shown in Table 1. Extra-
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capillary proliferation was noticed in 16 (28.6%) cases, involving 17.2% * 12.3% of the

glomeruli.

Association of miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p renal expression with

MEST score. The renal levels of miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p measured by
RT-qPCR were highly correlated: R = 0.876, p < 0.0001 for miR-21-5p and miR-199a-5p,
R =0.663, p < 0.01 for miR-21-5p and miR-214-3p and R = 0.675, p < 0.01 for miR-199a-
5p and miR-214-3p (Fig. 1a).

The expression levels of miR-21-5p, miR-199a-5p or miR-214-3p were not associated
with the active glomerular lesions (i.e. mesangial hypercellularity (M) and endocapillary
proliferation (E)) (Fig. 1b). By contrast, renal miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p
expression were significantly increased in patients with interstitial (T) and glomerular
(S) fibrotic lesions. MiR-21-5p displayed the widest renal expression range amplitude
(Fig. 1b). More precisely, miR-21-5p was found to be overexpressed in renal tissue of
patients with moderate (T1: median RQ = 3.01 [1.13-12.26]) or severe (T2: median RQ =
3.90 [1.24-25.67]) fibrosis, compared with patients with mild fibrosis (T0: median RQ =
1.23 [0.48-9.12]). Similarly, miR-214-3p was overexpressed in renal tissue of patients
with moderate (T1: median RQ = 2.20 [1.67-3.07]) or severe (T2: median RQ = 2.48
[2.03-5.93]) fibrosis, compared with mild fibrosis (T0: median RQ = 1.39[0.02-3.53]).
Finally, compared to patients with mild fibrosis (TO: median RQ = 0.76 [0.33-2.27]),
miR-199a-5p renal expression was significantly increased only in patients with severe
fibrosis (T2: median RQ = 1.87 [0.61-5.20]) but not in patients with moderate fibrosis
(T1: median RQ = 1.41). In addition, patients without glomerular sclerosis (S0),
displayed lower miR-21-5p expression than patients with S1 lesions (p = 0.02) (SO:
median RQ = 1.31 [0.48-2.25] vs S1: median RQ = 2.65 [0.50-25.67]), whereas
expression levels of miR-199a-5p and miR-214-3p were not associated with glomerular

segmental sclerosis (Fig. 1b).
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Figure 1: MiR-21-5p, miR-214-3p and miR-199a-5p are associated with segmental
glomerulosclerosis (S) and interstitial fibrosis (T). (a) MiR-21-5p, miR-214-3p and miR-199a-5p
renal expressions are correlated.(b) MiR-21-5p, miR-214-3p and miR-199-5p renal expression
depending on the MEST score.
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Then to evaluate whether expression pattern of all three miRNAs could be used
to predict disease severity, a principal component analysis (PCA) was performed. Active
glomerular lesions were not associated to miRNAs expression pattern: (M0: median RQ
=-0.63 [- 1.66-6.59] vs. M1: median RQ = - 0.24 [- 1.19-3.09], p = 0.15 and EO: median
RQ = - 0.42 [- 1.66-6.59] vs. E1: median RQ = - 0.44 [- 1.02-2.65], p = 0.74).
Glomerular sclerotic lesions were also not associated to combined miRNAs (SO: median
RQ =-0.59 [- 1.66-0.73] vs. S1: median RQ = - 0.21 [- 1.35-6.59], p = 0.13). However,
we confirmed a significant association with miRNAs expression and T score (TO: median
RQ = - 0.76 [- 1.66-1.17] vs. T1: median RQ = 0.03 [- 0.83-2.65] (p = 0.007) vs. T2:
median RQ =0.57 [- 1.28-6.59] (p = 0.004)).

Expression pattern of miR-21-5p in renal tissue. As miR-21-5p was strongly

associated with fibrosis in IgA patients, tissue localization of miR-21-5p was evaluated
by in situ hybridization on biopsy sections.miR-21-5p was primarily expressed in
interstitial fibrotic areas, defined by both Masson’s trichrome and a -SMA(Smooth
Muscle Actin) staining (Fig. 2a), and increased miR-21-5p expression was correlated
with the severity of interstitial fibrosis (Fig. 2b). More precisely, miR-21-5p was strongly
expressed in epithelial cells of subatrophic tubules, but not in normal epithelial cells. In
biopsies with severe interstitial fibrotic lesions (T2), miR-21-5pexpression was more

prominent in areas associated with loss of normal tissue architecture.

Determinants of renal survival. During the follow-up (48.9 * 38.1 months), 17

patients (27.9%) had an ESRD. Increased systolic blood pressure, proteinuria levels,
decreased eGFR level, as well as T and S score were associated with renal failure (Table
2, Fig. 3a). Regardless of the renal expression levels of these miRNAs, a non-linear
relationship between miRNA expression and the log relative risk of renal failure was
found (data not shown). Using the optimal threshold values determined by
maximization of hazard ratio, both miR-21-5p and miR-214-3p were significantly
associated with risk of renal failure (Fig. 3b). Indeed, patients with miR-21-5pexpression
greater than 2.06 had significantly poorer renal survival (HR, 4.08; 95% CI, 1.32-12.55).
Similar findings were found for patients with miR-214-3p expression greater than 1.60

(HR, 3.81; 95% CI, 1.06-13.74) (Table 2).
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b

TO score

T1 score

T2 score

Figure 2: miR-21-5p is expressed in fibrotic areas. (a) miR-21-5p (in situ hybridization) is
expressed in subatrophictubules within fibrosis patches, highlighted by Masson’s trichrome
coloration and a -SMA (a -smoothmuscle actin) immunochemistry (200x). (b) In situ
hybridization of miR-21-5p on biopsy according to fibrosis score (200x).
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Figure 3: Renal survival is influenced by MEST score and renal expression of miRNAs in

univariate analysis. (a) Renal survival is associated with M, S and T scores. (b) Renal expression

of miR-21-5p and miR-214-3p are associated with renal survival.
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95%
Hazard | confidence
Ratio interval | p-Value

Clinico-biological data

Systolic blood pressure*® 1.59 1.29-1.97 | <0.0001

Proteinuria’ 1.57 1.30-1.89 <0.0001

eGFR* 0.32 0.18-0.55 <0.0001
microRNA

miR-21-5p >2.06 4.08 1.32-12.55 | 0.014

miR-214-3p >1.60 3.81 1.06-13.74 | 0.041

miR-199a-5p NA

Table 2: Univariate association of main clinico-biological characteristics and tissular
microRNA withrenal failure-free survival. eGFR: estimated Glomerular Filtration Rate,
NA: Non Applicable. hazard ratioexpressed per * 10 mmHg increase of systolic blood
pressure, 11 g/day increase of proteinuria and$+10 mL/min/1.73 m2 increase of eGFR.

Discussion

As IgAN outcome is highly variable and difficult to predict between individuals, the
identification of prognostic factors at the time of presentation is of major interest,
especially if these markers also represent targets for the development of anti-fibrotic
therapeutics’. In this context, miRNAs represent attractive candidates as they have
gained significant importance as diagnostic/prognostic markers, and constitute
potentially innovative therapeutic targets. As developing miRNA antagonists is less
challenging than miRNA mimics924, we chose in this study to focus our attention on
three well-described pro-fibrotic miRNAs whose expression is consistently increased

during fibrogenesis.

Although aberrant miRNA expression exerts a causative pathogenic role in most
if not all complex diseases, their implication in IgAN is currently poorly documented?>.
To date, most studies have focused their efforts on the molecular mechanisms leading to
the initiation of IgAN. For example, miR-148b and let-7b deregulation may be involved
in the aberrant glycosylation of IgA1, which has a central pathogenic role in the early
phase of IgAN25-26, However, understanding their role in the molecular events
underlying kidney disease progression is of major interest since fibrosis has a very

strong impact on IgAN outcome. In this context, Wang et al. reported that specific miRNA
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are upregulated (miR-14127 miR-20527, miR-19227, miR-146a28 and miR-15528) or
down regulated (miR-200c?7) in renal tissue of patients with I[gAN compared with non
inflammatory glomerulosclerosis. Moreover, renal miR-200c27, miR-14628 and miR-
15528 and urinary miR-146a28, miR-15528, miR-200a2%,miR-200b2°, miR-42929, miR-
29b30 and miR-29c¢30 are correlated with proteinuria while renal miR-205%7, miR-19227,
miR-146a28, miR-15528, and urinary miR-200b2° miR-4292°9, miR-213%, miR-29b3% and
miR-29¢30 are correlated with kidney function. The same team has also shown that renal
expression of miR-20527 and miR-155%8are associated with interstitial fibrosis and renal
miR-19227 and urinary miR-9330 are associated with glomerular sclerosis. Recently, Bao
et al.31 showed that miR-21-5p was overexpressed in renal tissue of patients with IgAN
compared with normal kidney tissue. Moreover, they positively correlated miR-21-5p
glomerular levels with glomerular sclerosis and miR-21-5p tubulo-interstitial levels
with interstitial fibrosis31. Here, we showed that renal levels of miR-21-5p, miR-199a-5p
and miR-214-3p were significantly increased in IgAN patients exhibiting fibrotic
changes. Compared to miR-199a-5p and miR-214-3p, miR-21-5p expression displayed
greater and earlier variation. Moreover miR-21-5p was specifically associated with
tubulo-interstitial fibrosis and glomerular sclerosis but not with active proliferative
glomerular lesions. Interestingly, patients with higher expression ofmiR-21-5p (> 2.06)
had a significantly worse renal survival. Clinico-biological and histological prognostic
factors of IgAN in our cohort were in perfect agreement with the current prognosis
factors included in the Oxford scoringsystem!112, Indeed, high blood pressure, heavy
proteinuria, and kidney failure are validated risk factors for developing ESRD in the
context of IgAN. Similarly, interstitial fibrosis and glomerular sclerosis were two strong
prognostic factors of renal survival. Furthermore, no association was found between
endocapillary proliferation and renal survival. Taken together these data suggest that
our cohort reflects the general population of patients with primary IgAN. Nonetheless,
multivariate analysis was not possible given the limited number of patients and the high
number of factors affecting renal survival. Therefore, our study should be interpreted as

a pilot study and should be confirmed in larger cohorts.

Considering the data already observed about the role of miR-21-5p in other
fibrosing kidney diseases such as chronic allograft dysfunctionl® or diabetic

nephropathy32, miR-21-5p is very likely a key player in renal fibrosis, regardless of the
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underlying renal disease. Although miR-21-5p dysregulation is not specific of IgAN,
these results, particularly those concerning miR-21-5p, open new promising diagnostic
and therapeutic options in the field of IgAN. Several studies have suggested the potential
value of circulating miRNAs as diagnostic and/or prognostic non-invasive biomarkers27-
303334 Glowacki et al. have shown that the level of miR-21-5p in the serum of renal
transplant recipients is associated with the severity of fibrosis'¢. Unfortunately, no sera
or urine collection was available for our cohort of patients, and the predictive value of
either blood or urinary miR-21-5p levels for renal scarring was not tested in the present
study. Finally, miR-21-5p is a promising therapeutic target in renal fibrosis. Indeed, miR-
21-5p knockout mice develop less renal fibrosis after unilateral ureteral obstruction
compared to wild-type mice?l. Moreover, administration of antagonist molecules of miR-
21-5p successfully prevents the development of renal fibrosis in the unilateral ureteral
obstruction?021 as well as in the Alport syndrome3> mouse model. In this context, as no
specific treatment is currently available for IgAN, targeted therapy againstmiR-21-5p

may be an effective therapeutic option.

In conclusion, this work enabled to assess the involvement of three well-
described pro-fibrotic miRNAs: miR-21-5p, miR-199a-5p and miR-214-3p, in the
development of renal interstitial fibrosis occurring during IgAN. Among these
candidates, miR-21-5p appears to be the most relevant. Its tissue expression
significantly increases during development of fibrotic lesions in proportion to their
severity and is also associated with renal survival. A prospective study is needed to
confirm these data. Mechanistic studies to explore the regulatory pathways involving
miR-21-5p, as well as IgAN mouse model will assess the relevance of a therapeutic

strategy blockingmiR-21-5p.

Methods

Ethics. This study was performed in accordance with the Declaration of Helsinki,
with approval of the local ethic committee (CHU Lille). Renal biopsies were performed
as described in our local regular clinical protocol. Informed consent was obtained for
biopsy as well as for the use of clinical data and leftover histological material for

research.
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Patients and clinical features. This was a single center retrospective study. A systematic

review of the Pathology Department electronic database from 2002 to 2012 was
performed to identify native kidney biopsy specimens with a histological diagnosis of
IgAN. Patients with secondary forms of IgAN (Henoch-Schonlein purpura or cirrhosis)
were excluded. Patients under renal replacement therapy (dialysis or Kkidney
transplant)at the time of diagnosis were also excluded. Clinical (age, sex, weight, height,
blood pressure) and biological (creatininemia, eGFR by MDRD formula, quantitative
proteinuria, hematuria defined as > 1+ by dipstick test)data at the time of biopsy were
recorded. Treatments (renin angiotensin system blockade, corticosteroids,
immunosuppressive agents), as well as evolution of clinical and biological data (at one
year after diagnosis and at last follow-up time point) were collected. High blood
pressure was defined as systolic blood pressure > 140 mmHg, or diastolic blood
pressure > 90 mmHg, or previous antihypertensive drug prescription. Renal failure was
defined as eGFR by MDRD < 60 mL/min/1.73 m2. ESRD was defined as requirement for

renal replacement therapy or transplantation.

Histopathology. In the population of interest, the available biopsies were

systemically reviewed by an experienced renal pathologist (D.B.) in a blind manner.
Biopsies were scored according to the MEST criteria of the Oxford classification1011, M
score was derived from scoring each glomerulus according to mesangial hypercellularity
(< 4 cells per mesangial area = 0, 4-5 cells per mesangial area = 1, 6-7 cells per
mesangial areas = 2,> 8 cells per mesangial areas = 3). Biopsies were classified as MO if
the mean score of glomeruli was < 0.5, or M1 if the mean score of glomeruli was > 0.5.
Endocapillary hypercellularity was classified EO if absent and E1 if present. Segmental
glomerulosclerosis was classified SO if absent, and S1 if present. Interstitial fibrosis
(score T) was estimated semi-quantitatively and classified as TO if the fibrosis affected
up to 25% of the cortical area, T1 between 26and 50%, and T2 beyond 50%. We also
recorded extra-capillary proliferation (cellular or fibro-cellular crescent). Vascular
lesions were evaluated with arterial lesions (thickness of the intima <or> thickness of

the media) and arteriolar lesions (proportion of vessels showing hyalinosis).

Renal expression of miR-21-5p, miR-214-3p and miR-199a-5p. The extraction of

total RNA, including miRNAs, was performed with four 10 p m-slices of paraffin

embedded renal biopsies with the RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit
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(Thermofisher). Reverse transcription was performed using theTagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Thermofisher) with the specific TagMan probe microRNA
Assay (Thermofisher) for miR-21-5p (Assay ID397), miR-199a-5p (Assay 1D498) and
miR-214-3p (Assay ID517).U6-snRNA (Assay ID1973) was used as reference. Real-time
PCR was performed with TagManUniversal MasterMix Il no UNG (Thermofisher) and
miRNA specific primers (Thermofisher). The amplification reaction was performed on
the device StepOne More Real Time PCR System (Thermofisher). Expression levels of

mature miRNAs were calculated based on the comparative threshold cycle method (RQ

= 2-DACt)36,

In situ hybridization of miR-21-5p. Paraffin-embedded tissue sections (5 p m)

were dewaxed with xylene and rehydrated in successive ethanol dilution. The sections
were permeabilized by incubation in proteinase K (Thermofisher) for 15 minutes at
37 °C. After washing with PBS (Phosphate Buffer Salin) and dehydration, samples were
incubated with the miR-21-5p Locked Nucleic Acid probe coupled to digoxigenin 50 nM
(Exigon) for2 h at 45 °C. Slides were rinsed in 5X SSC (Sodium saline Citrate), 1X SSC and
0.2X SSC solutions at the same hybridization temperature and rinsed again with 0.2X
SSC at room temperature The reaction was stopped with blocking solution (2% sheep
serum, 2 mg/mL bovine serum albumine in PBS + 0.1% Tween 20) for 15 minutes at
room temperature. Probe labeling was performed with sheep anti-DIG Fab fragments
antibody conjugated to alkaline phosphatase (1/800) (Roche Applied Science).
Revelation was carried out by incubation overnight at room temperature in a solution of
5-bromo-4-chloro-3-indyl phosphate and nitroblue tetrazolium (RocheApplied Science)
with 0.2 mM levamisole. The color reaction was stopped by washing with 50 mM tris-
HCL,150 mM NaCl, 10 mM KCl in RNAse-free water. The sections were counterstained
with Nuclear Fast Red to mark cell nuclei. Finally, slides were dehydrated and mounted

with Eukitt® (Dutscher).

Immunostaining of a-SMA. On deparaffinized sections, the antigenic sites were

unmasked with Trisbuffer EDTA (ethylenediamine tetra-acetic acid) at pH 9 for 30
minutes. Immunostaining was performed using the PLC BenchmarkTX (Ventana) and XT
ultral3 kit view diaminobenzidine (Ventana). The negative control was performed
without the primary antibody. Slides were incubated with PBS containing mouse

monoclonal antibody anti-a -SMA diluted at 1/300 (Dako)at 4 °C overnight. The sections
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were then incubated with anti-mouse antibody conjugated with peroxidase-
labeledpolymer (Dako). Immunoreactive proteins were visualized with a 3-amino-9-
ethylcarbazole-containing peroxidase substrate (hydrogen peroxide) (Dako). Finally, the

tissue sections were counterstained with hematoxylin.

Statistical analysis. Continuous variables are expressed as mean * standard

deviation or median[min-max]. Qualitative variables are expressed as count
(percentage). Statistical significance between groups was assessed using ANOVA,
unpaired Student’s t-test or non parametric test (Mann-Whitney or Kruskal-Wallis).
Correlations between miRNAs renal expression were determined by calculating the
Pearson correlation coefficient. Since miRNAs correlated with each other, principal
component analysis (PCA) was performed to summarize the pattern of miR-21-5p, miR-
199a-5p and miR-214-3p expression. The first principal component (PCAfactor 1) who
explained 83% of the variance was used as a measure of miRNA expression pattern in

comparative analyses involving the MEST scores.

Renal failure-free survival, defined as ESRD requiring renal replacement, was
estimated using the Kaplan-Meier method. We assessed the association of main
biological and histological data, and the 3 microRNA with renal failure using the log-
rank test for qualitative variables and univariable Cox proportional hazard regression
models for continuous variables. For each continuous variable, the proportional hazards
assumption was assessed by plotting the Schoenfeld residuals against the rank of
survival time37 and the log-linearity assumption was assessed using Martingale residual
plot and supremum test based on a sample of 1000 simulated residualpatterns38. As the
hypothesis of log-linearity was not reached for serum levels of miRNA, optimal
threshold values were determined using the algorithm of maximization of hazard ratio3°.

In view of the study sample size, no multivariable analysis was performed.

Statistical testing was done at the two-tailed « level of 0.05. Statistical analyses

were performed using the SPSS

package, version 15.0 for Windows (Chicago, Illinois, USA) and SAS version 9.4 (SAS
Institute, Cary, NC).
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