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Résumé

L'organisme humain est constamment exposé a de nombreuses molécules présentes dans
I'environnement, nommeées « xénobiotiques », et regroupant des composés naturels et
synthétiques, tels que des polluants environnementaux ou des médicaments. L'accumulation
cellulaire de ces substances est néfaste et peut conduire a I'apparition d’effets toxiques ou de

pathologies graves.

Les travaux présentés dans ce manuscrit proposent des stratégies permettant de limiter

I’agression chimique des xénobiotiques dans deux contextes particuliers.

D’une part, diverses agressions chroniques, et notamment une exposition réguliere a des
xénobiotiques, peut induire le développement de lésions de fibrose hépatique. Sur le plan
moléculaire, le TGF-B (Transforming Growth factor B) joue un réle majeur dans l'initiation et
la progression de la fibrose en facilitant le recrutement, la prolifération et I'activation des
fibroblastes en myofibroblastes. Les options thérapeutiques restent limitées a I’heure
actuelle. Lidentification de nouvelles options thérapeutiques est donc essentielle, et
I'inhibition sélective de la voie du TGF-B dans les myofibroblastes semble étre une piste
pertinente. En particulier, nous avons montré dans un premier temps que I'expression
hépatique du long ARN non codant DNM30S (Dynamin 3 Opposite Strand) est induite dans
deux modeéles murins de fibrose hépatique (I'un chirurgical par obstruction des voies biliaires
et 'autre chimique par administration de CCls). De plus, 'administration d’un oligonucléotide
anti-sens dirigé contre DNM30OS permet de réduire la sévérité des lésions de fibrose induites
par I'administration de CCls. De maniére intéressante, DNM3OS est le précurseur de trois
microARN matures, miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p, dont I'implication dans la voie
de signalisation du TGF-B est connue. Des études in vitro par perte et gain de fonction ont
ainsi été réalisées afin d’évaluer la contribution de chacun de ces miARN dans le processus de

fibrose hépatique.

D’autre part, le cisplatine est un anti-cancéreux efficace dont |'utilisation est associée chez
certains patients a I'apparition d’effets indésirables, en particulier néphrotoxiques. Nous
avons montré que lI'administration de cisplatine (injection(s) unique ou répétées) induit une

augmentation de I'expression rénale du récepteur a I'adénosine Axa chez la souris. De plus,



dans un modele de greffe syngénique, la modulation pharmacologique de ce récepteur par un
antagoniste sélectif, 'istradefylline, permet de limiter les effets néphrotoxiques du cisplatine

tout en préservant ses propriétés antitumorales.

Au total, ces travaux nous ont permis d’identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques
permettant de limiter I'impact des xénobiotiques, et en particulier des médicaments, sur la

santé humaine.



Abstract

The human organism is constantly exposed to a large number of molecules, termed
xenobiotics, which include both natural and synthetic compounds, such as environmental
pollutants or drugs. The cellular accumulation of these compounds is harmful and can lead to

the occurrence of toxic effects or serious pathologies.

This work aims at identifying strategies to limit the chemical aggression of xenobiotics in two

particular contexts.

On the one hand, various chronic aggressions, and in particular chronic exposure to
xenobiotics, can induce the development of liver fibrosis lesions. At the molecular level, TGF-
B (Transforming Growth factor B) plays a major role in the initiation and progression of fibrosis
by promoting the recruitment, proliferation and activation of fibroblasts into myofibroblasts.
Currently, therapeutic options remain limited. The identification of new therapeutic options
is therefore essential, and the selective inhibition of the TGF-B pathway in myofibroblasts
seems to be a relevant approach. In particular, we first showed that hepatic expression of the
long non-coding RNA DNM30S (Dynamin 3 Opposite Strand) is induced in two mouse models
of hepatic fibrosis (one surgical by bile duct ligation and the second chemical by CCls
administration). Moreover, the administration of an antisense oligonucleotide directed
against DNM30S reduces the severity of fibrosis lesions induced by CCls administration.
Interestingly, DNM3OS is the precursor of three mature microRNAs, miR-199a-5p, miR-199a-
3p and miR-214-3p, known to be involved in the TGF- signaling pathway. In vitro loss- and
gain-of-function studies were then performed to evaluate the contribution of each miRNA in

the fibrosis process.

On the other hand, cisplatin is an effective anti-cancer drug that is associated in some patients
with the development of adverse effects, in particular nephrotoxicity. We have shown that
cisplatin administration (single or repeated injections) induced an increase in the renal
expression of the adenosine Aja receptor in mice. Moreover, in a syngeneic model,
pharmacological modulation of this receptor by a selective antagonist, istradefylline, limited

the nephrotoxic effects of cisplatin while preserving its antitumor properties.



Altogether, this work has allowed us to identify new therapeutic strategies to limit the impact

of xenobiotics and in particular drugs on human health.
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Avant-propos

L'Homme est continuellement exposé a un grand nombre de composés, naturels ou de
synthése, appelés « xénobiotiques ». Une exposition prolongée aux xénobiotiques peut étre
al'origine d’effets néfastes conduisant a des effets toxiques voire a I'apparition de pathologies
graves. A titre d’exemple, une exposition répétée a des polluants environnementaux tels que
le paraquat, un herbicide encore largement utilisé au niveau mondial, est a l'origine du
développement d’une fibrose pulmonaire (Khodayar et al., 2014). La consommation de
médicaments peut, quant a elle, également conduire a I'apparition d’effets indésirables chez
certains patients. Ainsi, la consommation réguliére de paracétamol, I'un des médicaments les
plus utilisés pour ses propriétés analgésiques et antipyrétiques, est a I’origine de I'apparition
d’une nécrose hépatocellulaire conduisant a une insuffisance hépatique aigle (Lee, 2017). On
observe également chez certains patients sous chimiothérapie (tels que les sels de platine),
des effets indésirables graves au niveau hépatique ou au niveau rénal (Lowenthal and Eaton,
1996; Tao et al., 2020). De plus, la réponse d’un individu a des doses conventionnelles d’un
médicament peut étre variable et peut conduire chez certains a la modification d’un
traitement efficace (limitation des doses, arrét du traitement) (Edwards and Aronson, 2000).
Il est donc essentiel de connaitre le devenir cellulaire des xénobiotiques et d’identifier les

mécanismes moléculaires et cellulaires a I'origine de cette réponse aux xénobiotiques.

Depuis la découverte de la molécule d’ADN en 1953 par Watson et Crick (Watson and Crick,
1953), la compréhension du génome humain et d’autres organismes vivants s’est
considérablement développée ces dernieres décennies. Bien que les trois quarts du génome
humain soient transcrits en ARN, seulement environ 3% codent pour des protéines (Kimura,
2020). L'essor des méthodes de séquencage a haut débit et de nouvelle génération ont permis
de mettre en évidence de nouvelles classes d’ARN non codants (Andersen et al., 1987; Lee,
Feinbaum and Ambros, 1993). On distingue ainsi, selon leur taille, les petits ARN non codants
(de taille <50 nucléotides) dont font partie les microARN, les ARN non codants de taille
moyenne (entre 50 et 200 nucléotides) et les long ARN non codants (de taille > 200

nucléotides) (Esteller, 2011). Nous savons désormais que les ARN non codants jouent un réle
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primordial dans la régulation de I'expression des genes et que leur dérégulation induit des
pathologies chez ’'THomme. Par conséquent, les ARN non codants peuvent présenter un intérét
en tant que marqueurs biologiques pronostiques ou diagnostiques. De plus, grace aux progres
technologiques réalisés, il est désormais possible d’envisager le ciblage thérapeutique des

ARN non codants (Matsui and Corey, 2017).

Mes travaux de these s’inscrivent dans cette thématique générale et ce manuscrit est organisé
en deux grandes parties. Une premiére partie introductive s’efforce de présenter la prise en
charge cellulaire des xénobiotiques et en particulier de deux composés, le
tétrachlorométhane (CCls), induisant des lésions de fibrose hépatique et le cisplatine, un anti-
cancéreux responsable d’effets indésirables fréquents. La seconde partie est divisée en deux
chapitres de travaux personnels. Le premier consiste a évaluer le role et le potentiel
thérapeutique d’un long ARN non codant polycistronique, DNM30S (Dynamin 3 Opposite
Strand), dans le contexte de la fibrose hépatique, en s’appuyant principalement sur un
modele murin (administration de CCls). Quant au second chapitre, il concerne I'implication du
récepteur a I'adénosine Aa (A2aR) dans les effets indésirables induits par le cisplatine.
L’ensemble de ces travaux ont en partie été réalisés au sein de 'EA4483 IMPECS « Impact de
I’environnement chimique sur la santé humaine », dirigée par le Dr Jean-Marc Lo Guidice, puis
au sein de I'UMR 9020 CNRS — 1277 Inserm Canther « Cancer Heterogeneity, Plasticity and
Resistance to Therapies », dirigée par le Dr Isabelle Van Seuningen dans I'équipe

« Sénescence, fibrose et cancer » (Pr Corinne Abbadie).
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Introduction :
Impact des xénobiotiques sur la santé humaine
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Les composés que nous ingérons, respirons et de maniere plus générale, ceux avec lesquels
nous sommes en contact peuvent, conduire a I'apparition d’effets toxiques ou de pathologies
graves chez 'Homme. En effet, I'organisme humain est constamment exposé a un grand
nombre de composés, regroupés sous le terme « xénobiotiques », tels que des composés

naturels, médicamenteux ou polluants atmosphériques (Johnson et al., 2012).

Des systemes enzymatiques puissants, capables d’effectuer un large spectre de réactions
chimiques, se sont développés au cours de I’évolution afin de réaliser la détoxication d’'une
partie de ces composés et de favoriser leur élimination dans les fluides biologiques (Bohnert
et al., 2016). En effet, ces molécules, généralement hydrophobes, ont tendance a s’accumuler
dans la bicouche lipidique des membranes cellulaires et peuvent entrainer la mort cellulaire
(Parkinson, 1996). Les processus de détoxication se déroulent généralement en trois phases,
mettant en jeu différentes protéines regroupées sous le terme d’Enzymes du Métabolisme et
Transporteurs des Xénobiotiques (EMTX) : les enzymes de phase | (dites de fonctionnalisation)
et de phase Il (dites de conjugaison), ainsi que des protéines de phase lll, représentées par
des transporteurs (Dekant, 2009) (Figure 1). Cependant, dans certains cas, ces réactions de
métabolisation conduisent a la formation de composés plus réactifs voire plus toxiques,

susceptibles d’entrainer ainsi des effets délétéres (Testa and Kramer, 2007 ; Testa and Kramer,

2009).
== = g Métabolites
= _ Phase | = Phase Il j toxiques
L > —
; Fonctionnalisation ) Conjugaison T

Médicament
Phase lll : Elimination

Urines

Figure 1 : Prise en charge cellulaire des médicaments. Le processus de détoxication des médicaments se déroule
en trois phases : la phase | (dite de fonctionnalisation), la phase Il (dite de conjugaison) et la phase Il (dite
d’élimination). Cependant, dans certains cas, les métabolites formés sont plus toxiques que le médicament
administré et peuvent étre a I'origine d’effets indésirables.
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Prise en charge cellulaire des xénobiotiques

L’étude du métabolisme des médicaments s’est surtout développée apres la parution du livre
«Detoxication Mechanisms» par Williams dans les années 50 (Williams, 1947; Testa, Pedretti
and Vistoli, 2012). La connaissance et la détection des composés issus du métabolisme et du
transport des médicaments constituent une étape indispensable au cours des phases de
recherche et développement de nouveaux médicaments, et en particulier en phase pré-
clinique (Tang and Lu, 2010; Orhan, 2021). Les nombreuses études réalisées afin d’évaluer les
conséquences pharmacologiques et toxicologiques des EMTX (Ding and Kaminsky, 2003;
Orhan, 2021) ont ainsi permis d’améliorer la compréhension des mécanismes cellulaires a
I'origine de la formation de métabolites de composés environnementaux et de médicaments

potentiellement toxiques.

1. Lesréactions de phase |
Les réactions de phase | permettent I'introduction d’une fonction chimique supplémentaire,
et produisent des métabolites de polarité supérieure, et donc plus réactifs. Ces réactions, dites
de fonctionnalisation, sont principalement catalysées par les membres de la superfamille des
cytochromes P450 (CYP). Ainsi, parmi les deux cents médicaments les plus prescrits, prés de
75% sont métabolisés par les CYP (Rendic and Guengerich, 2015). D’autres enzymes,
notamment les flavines mono-oxygénases, mono-amine oxydases, alcool déshydrogénases ou
encore aldo-céto-réductases, participent également aux réactions de phase | mais de maniere

minoritaire (Rendic, 2002; Rendic and Guengerich, 2015; M. Zhao et al., 2021).

Les réactions de phase | produisent des métabolites réactifs qui pourront alors étre pris en
charge par des enzymes de phase Il afin d’étre désactivés et éliminés. Cependant, dans
certains cas, les réactions de phase | générent des métabolites réactifs et toxiques. En effet,
certains métabolites trés électrophiles réagissent facilement avec les macromolécules
cellulaires nucléophiles (ADN, protéines) entrainant une perturbation de I’homéostasie

cellulaire et une cytotoxicité (Holtzman, 1982; Park et al., 2005; Pal et al., 2021).
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a. Généralités sur les cytochromes P450
Les cytochromes P450 (CYP) ont été identifiés pour la premiére fois par Martin Klingenberg en
1958 (Klingenberg, 1958). Il a fallu attendre les années 1970, pour que Cooper et al., mettent
en évidence leur r6le majeur dans le métabolisme des xénobiotiques (Cooper, Schleyer and
Rosenthal, 1970). Au cours de I'évolution des espéces, les CYP ont acquis, a partir d’'un géne
ancestral, un grand degré de diversité leur permettant de métaboliser de nombreux composés
de structures chimiques différentes (Nelson et al., 1993). A ce jour, 57 CYP humains ont été
identifiés et sont classés en familles et sous-familles selon leur homologie de séquence en
acides aminés (Nebert and Gonzalez, 1987). Ainsi, selon cette nomenclature, une famille est
désignée par un chiffre arabe (par exemple CYP3) et deux membres d’'une méme famille
présentent une homologie de séquence d’au moins 40 %. Les différentes familles sont
subdivisées en sous-familles, désignées par une lettre majuscule (par exemple CYP3A). Les CYP
d’une méme sous-famille présentent, quant a eux, une homologie de séquence supérieure a
55%. Enfin, chaque isoenzyme est répertoriée par un chiffre (par exemple CYP3A4) (Nelson et

al., 1996).

Les CYP participent au métabolisme oxydatif de substances exogénes mais sont également
nécessaires a la production d’un large spectre de composés endogénes, dont le cholestérol,
les stéroides, les prostaglandines ou encore les acides biliaires (Nebert and Russell, 2002;
Lynch and Price, 2007). Le métabolisme des médicaments est, quant a lui, principalement
réalisé par les membres des familles CYP1, CYP2 et CYP3 (Ingelman-Sundberg, 2004; Rendic
and Guengerich, 2015; M. Zhao et al., 2021) (Tableau 1).

Tableau 1 : Classification des CYP en fonction de leur substrat.

Stérols Xénobiotiques Acides gras Eicosanoides Vitamines Autres
1B1, 7A1, 7B1,

8B1, 11A1,

1181, 1182, 1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2J2,2U1, 2R1, 24A1, 2A1, 251,
17A1, 19A1, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 4A11, 4B1, 4F2, 4F3, 4F8, 26A1, 26B1, 2W1, 4A22,
21A2, 27A1, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1, 4F11, 4F12, 5A1, 8A1 26C1, 2781, 4F22, 4X1,
39A1, 46A1, 3A4, 3A5, 3A7, 3A43 4v2 27C1 471, 20A1

51A1

D’apres Guengerich, 2015.
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b. Distributions cellulaire et tissulaire des CYP
Quantitativement, les CYP sont principalement exprimés au niveau hépatique, en particulier
les membres de la famille CYP3 (Zanger and Schwab, 2013a; Achour, Barber and Rostami-
Hodjegan, 2014). Les CYP sont cependant présents dans tous les tissus, surtout ceux présents
a l'interface entre I’environnement et I'organisme, dont les poumons, l'intestin gréle, les reins
ou la peau (Seliskar and Rozman, 2007). En revanche, leur expression est tres faible voire nulle
dans les globules rouges, les os et les muscles lisses (Ding and Kaminsky, 2003; Achour, Barber
and Rostami-Hodjegan, 2014; Almazroo, Miah and Venkataramanan, 2017). Les CYP
présentent un profil d’expression tissulaire variable, certaines isoformes pouvant étre
spécifiqgue d’un tissu. Ainsi, dans les tissus ou ils sont exprimés, les CYP modulent la
biodisponibilité des médicaments et contribuent a la formation de métabolites, dont la
production in situ peut expliquer leur toxicité spécifique dans certains organes (Ding and

Kaminsky, 2003).

Au niveau cellulaire, la majorité des CYP sont localisés dans les membranes du réticulum
endoplasmique. Certains d’entre eux sont exprimés au niveau de la membrane mitochondriale

(Peter Guengerich, Waterman and Egli, 2016).

c. Fonctions des cytochromes P450
Les CYP catalysent en premier lieu des réactions de mono-oxygénation grace a I'oxygene
atmosphérique, en introduisant un groupement polaire, permettant ainsi d’activer leurs

substrats (RH) (Testa, Pedretti and Vistoli, 2012), selon la réaction bilan suivante :
NADPH + H* + RH + O, 2 NADP* + H,0 + ROH

Les CYP sont associés a des chaines de transfert d’électrons distinctes en fonction de leur
localisation cellulaire. Pour les CYP du réticulum endoplasmique, il s’agit d'une NADPH-
cytochrome P450 réductase. Pour les cytochromes mitochondriaux, la chaine de transfert
d’électrons comporte, en plus d’'une réductase a flavine, la ferrédoxine (Werck-Reichhart and
Feyereisen, 2000). Par ailleurs, les CYP sont également capables de catalyser d’autres types
de réaction dont des désaturations, déalkylations, hydroxylations, époxydations, déarylations,

déaromatisations et isomérisations (Guengerich, 2001).
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d. Variabilité d’expression des cytochromes P450
De nombreux facteurs environnementaux et génétiques modulent I'expression et / ou

I’activité des CYP.

i Facteurs physiologiques et pathologiques

L’expression des CYP évolue constamment au cours de la vie (Kinirons and O’Mahony, 2004;
Stevens et al., 2008). Physiologiquement, les sujets agés se distinguent par une diminution de
leurs fonctions rénale et hépatique (Tajiri and Shimizu, 2013; Fang et al., 2020), ainsi qu’une
expression globale plus faible des enzymes de phase | (Yun et al., 2010). De plus, bien que
I'activité des CYP soit inférieure chez le foetus par rapport a ’'homme adulte (Hines and
McCarver, 2002), certaines isoformes sont exclusivement fcetales. Par exemple, le CYP3A7,
est une isoenzyme exprimée uniguement dans le foie foetal et pouvant représenter plus de
30% de I'ensemble des CYP hépatiques du foetus (Stevens et al., 2003). De plus, les CYP
seraient affectés par un dimorphisme sexuel. En effet, Wolbold et al., ont montré que le
CYP3A4, qui métabolise la plupart des médicaments, est deux fois plus exprimé chez la femme

gue chez I'homme (Wolbold et al., 2003).

Par ailleurs, certains états pathologiques sont associés a une variabilité d’expression des CYP.
En effet, linsuffisance hépatique, des infections ou encore l'inflammation induisent
généralement une diminution de I'activité des CYP (Slaviero, Clarke and Rivory, 2003). En
revanche, des maladies, comme le diabéte, entrainent la surexpression de certains CYP dont

les CYP2E1 et CYP3A4 (Aring, Arslan and Adali, 2005; Hu et al., 2014).

ii. Facteurs environnementaux

L’expression et I'activité des CYP peuvent également varier suite a I'exposition de I'organisme
a certains composés chimiques, tels que des xénobiotiques ou des facteurs endogenes (Zanger

and Schwab, 2013b).

L'induction de I'expression des CYP par des xénobiotiques, et en particulier les médicaments,
fait principalement intervenir un mécanisme transcriptionnel, en engageant des récepteurs

nucléaires tels que AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor) (Bock, 2019), PXR (Pregnane X Receptor)
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et CAR (Constitutive Androstane Receptor) (Wang et al., 2012a) (Tableau 2). D’autres
mécanismes post-transcriptionnels sont également impliqués, en particulier la stabilisation

d’ARN messagers (ARNm) et de protéines (Pelkonen et al., 2008).

L'induction des CYP peut ainsi entrainer des répercussions sur les effets de certains
médicaments. En effet, I'induction des CYP peut faciliter I’élimination des médicaments et
donc diminuer leurs effets thérapeutiques. A titre d’exemple, la rifampicine, inducteur du
CYP3A4, conduit au métabolisme accru de la méthadone, métabolisée par ce CYP, menant a
une diminution de ses effets analgésiques (Holmes, 1990). En revanche, lorsqu’un
médicament est administré sous forme de pro-drogue et nécessite donc une activation
métabolique, l'induction des CYP peut entrainer des effets thérapeutiques accrus et

potentiellement toxiques (Pelkonen et al., 2008).

Tableau 2 : Principaux inducteurs des cytochromes P450.

Enzymes Inducteurs Récepteurs nucléaires
Inhibiteurs de la pompe a proton, antiobiotiques, anti-
CYP1A épileptiques, anti-rétroviraux, barbituriques, AHR, CAR et PXR
immunosuppresseurs

Anti-épileptiques, anti-paludéens, anti-rétroviraux,
CYP2A o . CAR, PXR et ER
barbituriques, oestrogenes

Antibiotiques, anti-épileptiques, anti-paludéens, analgésiques,
CYP2B L, . L CAR et PXR
anti-rétroviraux, barbituriques

Antibiotiques, anti-épileptiques, anti-androgenes, anti-
émétiques, anti-rétroviraux, barbituriques, inhibiteurs de la
CYP2C . . . , . L . CAR et PXR
protéine kinase, antagonistes du récepteur a I'endothéline, anti-

paludéens

CYP2E Antibiotiques, modulateurs du récepteur de I'acide rétinoique RXR

Anti-androgenes, antibiotiques, anti-diarrhéiques, anti-
émétiques, anti-épileptiques, anti-paludéens, agents
néoplasiques, analgésiques, anti-rétroviraux, barbituriques,
CYP3A o . . . . CAR, PXR, GR
dérivés d’acides biliaires, antagonistes du récepteur a
I’endothéline, glucocorticoides, inhibiteurs de la protéine

kinase, simulants, inhibiteurs de la synthese des stéroides

D’aprés Hakkola et al., 2020. AHR = Aryl Hydrocarbon Receptor ; CAR = Constitutive Androstane Receptor ; ER
= Estrogen Receptor : GR = Glucocorticoid Receptor ; PXR = Pregnane X Receptor ; RXR = Retinoid X Receptor.

Par ailleurs, d’autres xénobiotiques entrainent I'inhibition des CYP en bloquant leur activité
de fagon réversible ou irréversible (Tableau 3). L'exemple le plus documenté concerne

I'inhibition du CYP3A4 par des composés du jus de pamplemousse, un processus conduisant a
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des effets iatrogénes, notamment suite a la prise d’anti-vitamines K (anti-coagulants) ou de
certains antibiotiques (Zhou, 2008; Maffioletti, 2015). L’inhibition des CYP peut limiter
I’élimination des médicaments, conduire a leur accumulation et augmenter ainsi leurs effets
potentiellement toxiques (Lin and Lu, 1998). Par exemple, la co-administration de terfenadine
(un substrat du CYP3A4) et de kétoconazole (un inhibiteur du CYP3A4) est associée a des
torsades de pointe, potentiellement fatales chez certains patients (Rajput, Singh and Sharma,
2010). A l'inverse, dans le cas des pro-médicaments, I'inhibition des CYP peut étre a I'origine
d’une inefficacité thérapeutique (Lin and Lu, 1998). Par exemple, la codéine nécessite d’étre
activée en morphine par le CYP2D6. Une inhibition du CYP2D6 par la quinidine entraine alors
une diminution des effets analgésiques attendus (Wilder-Smith, Hufschmid and Thormann,

1998).

Tableau 3 : Principaux inhibiteurs médicamenteux des cytochromes P450

Enzyme Inhibiteurs

CYP1A2 Amiodarone, cimétidine, ciprofloxacine, fluvoxamine
Amiodarone, fluconazole, fluoxétine, métronidazole, ritonavir,

CYP2C9

trimethoprim/sulfamethoxazole

CYP2C19 Fluvoxamine, isoniazide, ritonavir

CYP2DE Amiodarone, cimetidine, diphenhydramine, fluoxetine, paroxetine, quinidine,
ritonavir, terbinafine

Clarithromycine, diltiazem, erythromycin, itraconazole, kétoconazole, nefazodone,
CYP3A4 et CYP3A5 . ] .
ritonavir, verapamil

D’apres Lynch and Price, 2007 et Flockhart et al., 2021.

jii. Facteurs génétiques et épigénétiques

Les différences inter-individuelles de réponse a un composé chimique observées peuvent également
s’expliquer en partie par le fait que les geénes codant les CYP sont hautement polymorphes (Ingelman-
Sundberg et al., 2007; Sim and Ingelman-Sundberg, 2013). A titre d’exemple, prés de 700 alleles de

cytochromes P450, présentant un impact fonctionnel, ont été décrits (https://www.pharmvar.org/).

En effet, la présence de mutations affectant la séquence des CYP peut entrainer la synthese d’une
protéine présentant une activité réduite, augmentée ou nulle (Figure 2). Les bases moléculaires a
I'origine de variations d’expression et / ou d’activité de ces protéines sont d’ores et déja en partie
élucidées. Il s’agit de micro-lésions de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism) ou de macro-lésions
de type variation du nombre de copies de génes (CNV pour Copy Number Variation) (Ingelman-

Sundberg et al., 2007)
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Figure 2 : Mécanismes moléculaires génétiques a I'origine de variations de I'activité des EMTX. D’apres
Ingelman-Sundberg, Oscarson and McLellan, 1999.

D’autres phénomeénes de type épigénétique sont également susceptibles de moduler le niveau
d’expression des CYP. Il s’agit surtout des mécanismes de régulation de I'expression des genes mettant
en jeu des microARN (miARN) ou par méthylation de I’ADN (Ingelman-Sundberg et al., 2007 ;
Ramamoorthy et Skaar, 2011). Ces derniers mécanismes pourraient avoir une pertinence toute
particuliere pour les génes présentant des variations inter-individuelles d’expression mais pour
lesquels aucune variation de séquence n’a été identifiée dans leurs régions codantes, promoteurs ou

sites consensus d’épissage.

2. Les réactions de phase ll
Les réactions de phase Il, dites de conjugaison, permettent généralement de transférer un
radical hydrophile (sur le produit de réaction de phase |) pour permettre I'élimination des
composés dans les urines et/ou les acides biliaires (Rendic and Guengerich, 2015). Certains
composés sont directement conjugués, sans étape de fonctionnalisation préalable. La phase
Il regroupe majoritairement des réactions de glucuronidation (dans 40 a 70% des cas), de
sulfatation (Wang et al., 2005) et d’acétylation (Kukongviriyapan et al., 2006). D’autres
groupements, comme le glutathion peuvent également étre transférés par une glutathion S-

transférase (Saito, Zwingmann and Jaeschke, 2010).
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L’expression des enzymes de phase Il peut étre également affectée par certains médicaments
exercant des effets inhibiteurs ou inducteurs (Tableau 4) (Almazroo, Miah and

Venkataramanan, 2017).

Tableau 4 : Inhibiteurs et inducteurs des principales enzymes de conjugaison.

Groupements i
Enzymes P L. Inhibiteurs Inducteurs
transférés
UDP Paclitaxel, midazolam, Bilirubine,
, Acide glucuronique cyclosporine A, ketoconazole, phenobarbitone,
glucuronyltransférase . , . . .
phenobarbital, phénytoine rifampicine
Flavonoides, acide . P
. e . . Acide rétinoique,
Sulfonyltransférase Groupement sulfate méfénamique, acide .
- es méthotrexate
salicylique, clomifene, danazol
. , , uercétine, scopolétine, Androgeénes,
N-acétyltransférase Groupement acétyl Q . P . & .
coumarine aminophylline
. Phénols, quinones, dérivés de
Gluthation S- . . . d . .
, Gluthation la vitamine C, dopamine, acide
transférase

trans-rétinoiques
D’apres Almazroo, Miah and Venkataramanan, 2017.

3. Letransport de phase lll
Les protéines de phase Ill assurent essentiellement le transport actif des xénobiotiques
hydrophiles et des conjugués de phase Il hors de la cellule (Gerloff, 2004; Murakami and
Takano, 2008; Doéring and Petzinger, 2014). Les transporteurs des xénobiotiques regroupent
des membres des superfamilles SLC (Solute Carrier) et ABC (ATP-Binding Cassette). Les
transporteurs SLC et ABC assurent I'influx et I'efflux de substances endogénes et / ou exogénes
au niveau de la membrane plasmique, grace a différents modes de transport. lls se situent au
niveau des faces apicales ou basolatérales des cellules, et permettent d’excréter les composés
conjugués dans la circulation sanguine, la lumiére intestinale, la bile ou I'urine (Kimura et al.,
2007; Doring and Petzinger, 2014). La superfamille des SLC compte actuellement plus de 400
membres (458 genes) regroupés en 65 sous-familles SLC1 a  SLC65

(https://www.bioparadigms.org/). La superfamille des ABC, quant a elle, compte 7 sous-

familles (ABCA et ABCG) regroupant 49 membres (Vasiliou, Vasiliou and Nebert, 2009).
Actuellement, 89 geénes de transporteurs clairement impliqués dans le transport de
xénobiotiques ont été identifiés chez ’'homme, tous membres des superfamilles SLC ou ABC

(Kim, 2002; Sweet, 2005; Deeley and Cole, 2006). Parmi les transporteurs ABC, la
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glycoprotéine-P (Pg-P), codée par le géne ABCBI, est le transporteur membranaire le mieux
documenté a I'heure actuelle en raison de son rbéle majeur dans la biodisponibilité des
xénobiotiques chez I’étre humain (Juliano and Ling, 1976; Schwab et al., 2003). La
glycoprotéine-P est fortement exprimée, notamment dans les reins, le foie, le cerveau,
I'intestin, le placenta et les cellules sanguines (Thiebaut et al., 1987; Cordon-Cardo et al., 1990;
Bleasby et al., 2006). La Pg-P posséde un large spectre de substrats de structures variées et le
plus souvent de nature hydrophobe et amphoteére (Shapiro et al., 1999; Martin et al., 2000).
Par ailleurs, les transporteurs suscitent un intérét croissant. En effet, en diminuant la quantité
de médicament présente dans les cellules, ils peuvent étre responsables de résistances
multiples, notamment dans le cadre de I'administration d’agents anti-cancéreux (Shustik,

Dalton and Gros, 1995; Sharom, 2008; Abraham, Salama and Azab, 2015).

Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a I'effet de deux
xénobiotiques et a leur retentissement en termes de toxicité. Il s’agit d’une part du
tétrachlorométhane (CCls) qui induit des lésions de fibrose hépatique. Ce composé est ainsi
largement utilisé pour mimer, chez la souris, les agressions hépatiques chroniques (Yanguas
et al., 2016). |l s’agit d’autre part du cisplatine (Cisplatine), dont l'utilisation est associée a

I'apparition fréquente d’effets indésirables de type néphrotoxique (Miller et al., 2010).

1. Exemple du tétrachlorométhane (CClas)
1. Généralités
Le tétrachlorométhane (CCls) est composé d’un atome de carbone central et de quatre atomes
de chlore (Figure 3). Il a été utilisé pendant de nombreuses années dans la composition
d’agents nettoyants, de solvants ou d’insecticides, et comme précurseur de fluides
frigorigénes dont le chlorofluorocarbone (Toxicological profile for carbon tetrachloride, 2005).
Le tétrachlorométhane est un liquide incolore, trés peu soluble dans I'eau (0,8 g/L a 25 °C)
mais miscible dans de nombreux solvants organiques. Le CCls est un composé tres volatil

d’odeur caractéristique éthérée (Tétrachlorométhane (FT 8). Caractéristiques - Fiche toxicologique

- INRS).
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Figure 3 : Structure chimique du CCla.
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2. Toxicocinétique et métabolisme du CCls
Les données toxicocinétiques du CCls restent limitées chez ’'Homme et s’appuient surtout sur
des études réalisées chez les rongeurs. Le CCls présente une toxicité importante (Thrall, 2000)
lorsqu’il est inhalé, ingéré ou absorbé par voie cutanée (Weber, Boll and Stampfl, 2003). Ses
sites d’absorption privilégiés sont pulmonaire (60 %) et gastro-intestinal (Chen, Chi and
Smuckler, 1977; Koporec et al., 1995; Weber, Boll and Stampfl, 2003). Une fois dans
I'organisme, le CCls est distribué dans tout I'organisme, majoritairement au niveau du foie,
des reins, du cerveau, des muscles, des graisses et dans le sang (Srinivasan et al., 2005; Makni
etal., 2012). Bien que les données concernant le caractére carcinogene du CCls soient limitées
chez 'Homme, il a été démontré que le CCls pouvait induire un hépatocarcinome chez les

rongeurs (Frezza et al., 1994).

Le tétrachlorométhane est essentiellement métabolisé dans le foie, mais aussi au niveau des
reins, des poumons et dans d’autres tissus exprimant des CYP (Sanzgiri et al., 1995). Le CYP2E1
est le principal cytochrome P450 permettant la conversion du CCls en radical trichlorométhyle
(Ghallab and Hengstler, 2018). En fonction de la concentration en oxygene, le radical
trichlorométhyle peut alors étre converti en hexachloroéthane, chloroforme ou radicaux
trichlorométhylpéroxyde et dichlorométhylcarbéne. Les métabolites finaux du CCls sont le
phosgéne, le monoxyde de carbone et le dioxyde de carbone (U.S. EPA. IRIS Toxicological

Review of Carbon Tetrachloride) (Figure 4).
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Figure 4 : Métabolisme du CCls. La métabolisme du CCls par le CYP2E1 entraine la formation d’un radical
trichlorométhyle (‘CCls). En fonction de la concentration en oxygene, le radical trichlorométhyle peut étre
converti en radical trichlorométhyle peroxyde, en chloroforme ou en hexachloroéthane. Les métabolites finaux
du CCls sont le monoxyde de carbone, le phosgene et le dioxyde de carbone. Le radical trichlorométhyle réagit
avec certaines molécules, en particulier les lipides membranaires, induisant un stress oxydant ou des dommages
cellulaires.

3. Hépatotoxicité
a. Peroxydation lipidique
La toxicité hépatique du CCls s’explique principalement par sa bio-activation par le CYP2E1 au
niveau des zones centro-lobulaires. Les métabolites primaires formés (radicaux libres
trichlorométhyle et trichlorométhylpéroxyde) sont trés réactifs et se lient de maniére
covalente préférentiellement aux lipides membranaires, entrainant un mécanisme de
peroxydation lipidique (Gillette, Mitchell and Brodie, 1974; de Groot and Noll, 1986). Ce
processus induit ainsi la lyse cellulaire et la libération de composés cytoplasmiques. De plus,

certains métabolites peuvent former des adduits aux protéines et a I’ADN.

Au total, la peroxydation lipidique entraine des effets biologiques délétéres, notamment une

perturbation de la signalisation cellulaire, des dommages a I’ADN et des effets cytotoxiques
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(Makni et al., 2012; Alm-Eldeen et al., 2016) en produisant du malondialdéhyde, du propanal,
de I'hexanal et du 4-hydroxynonenal, composé le plus toxique (Manibusan, Odin and
Eastmond, 2007; Ayala, Muioz and Argtielles, 2014; Kim et al., 2015). De plus, le CCls perturbe
I’'homéostasie calcique des hépatocytes, entrainant [I'altération du cytosquelette et
I'activation d’enzymes comme des protéases, endonucléases et phospholipases conduisant a
la mort cellulaire par apoptose ou nécrose (Nicotera, Bellomo and Orrenius, 1992; Jaeschke
et al., 2002). Le mécanisme de peroxydation lipidique peut étre atténué par des agents
antioxydants tels que le glutathion ou encore la N-acétylcystéine. Cependant, lorsque ces
systemes sont dépassés (épuisement des réserves de glutathion par exemple), le processus
s’amplifie et conduit a terme, a la modification de I'architecture hépatique et I'altération des

fonctions hépatiques (Xu et al., 2019; Unsal, Cicek and Sabancilar, 2021).

b. Fibrose hépatique
Au niveau moléculaire, les hépatocytes subissant |’agression répétée du CCls relarguent des
cytokines pro-inflammatoires et des especes réactives a I'oxygene (ROS), entrainant
I‘activation des cellules de Kupffer (macrophages résidents), des cellules stellaires hépatiques
(HSC) et des hépatocytes environnants (Koyama and Brenner, 2017; Yoshizawa et al., 2022).
Les cellules de Kupffer activées sécretent en réponse de I'oxyde d’azote et des cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, TGF-B, IL-1, IL-6 et IL-10 (Koyama and Brenner, 2017; Popovic¢
et al., 2019). Ainsi, le TGF-B sécrété par les macrophages entraine I'activation des HSC qui
perdent leur contenu en acide rétinoique et se différencient en myofibroblastes. Les HSC
activés expriment alors I'actine alpha du muscle lisse (a-SMA) et synthétisent de maniére
accrue du collagéne de type |, deux caractéristiques du processus de fibrogenése (Hellerbrand

et al., 1999; Nieto et al., 2001) (Figure 5).
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Figure 5 : Toxicité hépatique induite par le CCla. Le métabolisme du CCls par le CYP2E1 dans les hépatocytes
entraine la formation d’un radical trichlorométhyle capable de se lier de maniére covalente aux lipides
membranaires et entrainant le mécanisme de peroxydation lipidique. Ainsi, les hépatocytes lésés relarguent des
ROS et des cytokines pro-inflammatoires entrainant I'activation des cellules de Kupffer et des HSC. La persistance
de I'agression induit ainsi une fibrose hépatique. En cas de résolution, les HSC activées entre en apoptose ou
deviennent sénescente. HSC = cellules stellaires hépatiques ; ROS = espéces réactives a I'oxygéne.

Le caractere fibrogénique de I'administration chronique de CCls a été montré par Cameron et
Karunaratne en 1936 chez le rat (Cameron and Karunaratne, 1936). Depuis, I'administration
de CCls constitue un modéle de choix, couramment utilisé en recherche pré-clinique, pour
induire une fibrose hépatique, une cirrhose voire un hépatocarcinome (Frezza et al., 1994;
Dong et al., 2016; Hollenbach, 2017). Bien que d’autres modéles de fibrose hépatique aient
été mis en place pour mimer les différentes étiologies, I'administration de CCls reste le modéle
le plus utilisé (Yanguas et al., 2016). De maniéere générale, les modeles consistent a administrer
le CCls par injections intra-péritonéales 2 a 3 fois par semaine pendant 4 a 6 semaines, a des
doses comprises entre 300 et 1000 pL/kg (Constandinou, Henderson and Iredale, 2005)
(Figure 6).
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Figure 6 : L’administration chronique de CCls induit des lésions de fibrose. Des souris Balb/C ont recu des
injections intra-péritonéales de CCls, 2 fois par semaine jusqu’a 16 semaines. Les lésions de fibrose sont
caractérisées par des dépots de collagéne, colorés au rouge sirius. D’aprés https://www.biomodels.com/disease-
areas/fibrosis/liver-fibrosis (consulté le 03/02/2023).

M. Exemple du cisplatine (CisPt)
Le cisplatine (CisPt) (pour cis-diaminodichloroplatine (Il)) (Figure 7.A) est un agent anti-
cancéreux de la classe des alkylants. Il a été synthétisé pour la premiére fois en 1845 (Peyrone,
1845), mais ce n’est qu’en 1965 que ses propriétés anti-prolifératives sur E.coli ont été mises
en évidence par le Dr Rosenberg (Rosenberg, Vancamp and Krigas, 1965; Dasari and
Tchounwou, 2014; Cocetta, Ragazzi and Montopoli, 2019). Le Cisplatine a obtenu par la suite
une autorisation de mise sur le marché par la FDA (Food and Drug Administration) en 1978
pour ses propriétés antitumorales (Cocetta, Ragazzi and Montopoli, 2019). Il est encore a
I’heure actuelle I'un des agents anti-cancéreux les plus utilisés. Environ 50% des patients
atteints d’un cancer sont traités par une chimiothérapie a base de cisplatine, notamment pour
des cancers solides (cancer des testicules, des ovaires, de la vessie, des poumons, ...) (Dasari

and Tchounwou, 2014; Ghosh, 2019).
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Figure 7 : Structure des principaux sels de platine. (A) cisplatine ; (B) carboplatine ; (C) Oxaliplatine.

Cependant, le cisplatine induit des effets indésirables séveres : néphrotoxicité, neurotoxicité,
ototoxicité et hépatotoxicité (Oun, Moussa and Wheate, 2018). De plus, de nombreuses

tumeurs présentent une résistance au Cisplatine (Kdberle et al., 2010). Une dizaine d’autres
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dérivés du platine a donc été développée afin d’améliorer les propriétés anti-cancéreuses des
sels de platine. A ce jour, seuls le carboplatine et I'oxaliplatine ont obtenu une autorisation de

mise sur le marché (Shah and Dizon, 2009) (Figure 7.B -C).

1. Prise en charge cellulaire du cisplatine
Le cisplatine, administré par voie intraveineuse, reste inerte dans la circulation sanguine, la
concentration en ions chlorure étant importante [105 mM] (Petrovic and Todorovic, 2016;
Makovec, 2019). Le Cisplatine pénétre dans la cellule principalement par diffusion passive ou
grace a des transporteurs de cuivre tels que CTR1 (SLC31A1) et CTR2 (SLC31A2) (Copper
Transporter Receptors 1 et 2) (Eljack et al., 2014). La faible concentration intracellulaire en
ions chlorure [4 mM] favorise la substitution des atomes de chlore du cisplatine par des
molécules d’eau via des réactions de mono- et di-aquations (Kelland, 2000). Ainsi, le Cisplatine
activé et chargé positivement sous la forme [Pt(NH3)2H20]%** réagit fortement avec les
biomolécules cellulaires nucléophiles dont les acides nucléiques, les protéines, les
phospholipides membranaires et les molécules contenant des groupements thiols (Dasari and
Tchounwou, 2014). En particulier, la formation du conjugué platine-glutathion, catalysée par
la glutathion-S-transférase (GST), enzyme de phase Il, est une étape importante de
I'inactivation et de I"élimination du cisplatine (Sadzuka, Shimizu and Takino, 1994). Le
cisplatine est également inactivé en se liant aux métallothionéines (Kelley et al., 1988). De
plus, des études cliniques et in vitro montrent que certains mécanismes de résistance des
cellules tumorales au cisplatine sont liés a l'expression de la glutathion-S-transférase
(Hrubisko, McGown and Fox, 1993; Chen, Wang and Gou, 2019) et des métallothionéines
(Hrubisko, McGown and Fox, 1993; Si and Lang, 2018). Les protéines de transport du cuivre
(ATP7A et ATP7B) (Samimi et al., 2004) et du platine (SLC22A2 et SLC47A1) (Motohashi and
Inui, 2013), ainsi que les transporteurs de type ABC participent également a I'efflux cellulaire
du cisplatine (Suzuki, Nishio and Tanabe, 2001). Les cytochromes P450 (CYP), quant a eux,
n’interviennent pas dans la biotransformation du cisplatine. En revanche, ils sont associés a
une toxicité accrue du cisplatine notamment au niveau hépatique et rénal (Quintanilha et al.,
2017). En effet, plusieurs études ont montré in vitro et in vivo que le Cisplatine induit
I'expression du CYP2E1 et conduit a la production accrue de ROS, participant aux effets

toxiques (Liu and Baliga, 2003) et hépatique (Lu and Cederbaum, 2006).
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2. Mode d’action du cisplatine
L’ensemble des mécanismes d’action du Cisplatine est présenté Figure 8. On distingue ainsi
quatre voies principales impliquées dans le mécanisme d’action du Cisplatine: la voie
génotoxique, la voie mitochondriale, la voie du réticulum endoplasmique et la voie des

récepteurs de mort cellulaire.
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Figure 8 : Mécanismes d’action du cisplatine. Lors de son entrée dans la cellule, le cisplatine active diverses voies
de signalisation a I'origine de son activité anti-néoplasique. TNFR1 : Tumor Necrosis Factor 1 ; TRADD : TNFR-
Associated Death Domain; FADD : Fas-Associated Death Domain ; Bak : Bcl-2-homologous Antagonist/Killer ; Bax
: Bcl2-Associated X protein ; ROS : Reactiv Oxygen Species ; Bcl-XL : B-Cell Lymphoma-eXtra-Large ; PTEN :
Phosphatase and TENsin homolog ; PUMA : P53 Upregulated Modulator of Apoptosis; PIDD : P53-Induced Death
Domain protein 1 ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase ; NER : Nucleotide Excision Repair ; MMR Mismatch
Repair: ; ATR : Ataxia Telangiectasia and Rad3-related protein ; ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated protein.

a. Voie génotoxique
Le Cisplatine se lie de maniere covalente a I'azote 7 des bases puriques de I’ADN, formant des
adduits intra-brins. Lorsqu’elles atteignent un certain seuil, ces lésions entrainent les
processus soit de sénescence, soit de mort cellulaire par apoptose (Nyberg et al., 2002;
Wagner and Karnitz, 2009). Par contre, lorsque les lésions de I’ADN sont limitées, les adduits

entrainent des distorsions de la double hélice d’ADN, induisant un arrét du cycle cellulaire en
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phase Gi, S et G, permettant ainsi le processus de réparation de I’ADN (Wagner and Karnitz,
2009) grace a lactivation des systemes MMR (Mismatch Repair, réparation des
mésappariements) et NER (Nucleotide Excision Repair, excision des nucléotides) (Moggs et al.,
1997). La formation de dommages a I’ADN induit I'activation de la protéine suppresseur de

tumeur p53, conduisant a la mort cellulaire par apoptose (Ghosh, 2019) (Figure 8).

b. Mort cellulaire
Les voies de mort cellulaire impliquent deux voies principales: la voie extrinseque des
récepteurs de mort et la voie intrinseque mitochondriale (Rebillard, Lagadic-Gossmann and

Dimanche-Boitrel, 2008).

i.  Lavoie des récepteurs de mort

Le Cisplatine active la voie des récepteurs de mort dont font partie les récepteur Fas et TNFR1
(Récepteur 1 au TNFa). L'activation de ces récepteurs par leur ligand respectif FasL et TNFa
entraine I'activation de la caspase 8. Cette derniéere active la voie des caspases 3, 6 et 7, et par
conséquent le processus apoptotique (Fuertes et al., 2002; Kroemer, Galluzzi and Brenner,

2007; Ghosh, 2019) (Figure 8).

ii. La voie mitochondriale

La production importante de ROS induite par le Cisplatine conduit a la translocation des
protéines pro-apoptotiques Bax (Bcl2-associated X protein) et Bak (Bcl2-homologous
antagoniste killer) a la membrane mitochondriale externe ainsi que leur activation (Kroemer,
Galluzzi and Brenner, 2007). Ce processus conduit a la perméabilisation de la membrane
mitochondriale et permet la libération de molécules pro-apototiques dans le cytoplasme
comme le cytochrome C, a l'origine de la formation du complexe apoptosome et de
I'activation de la caspase 9 (Fuertes et al., no date), qui, a son tour, active les caspases
effectrices 3, 6 et 7 conduisant a la mort cellulaire. En paralléle, les protéines Bax et Bak
séquestrent Bcl-2 et Bcl-x. (B-Cell Lymphoma-eXtra-Large), deux protéines cyto-protectrices

(Fulda, Galluzzi and Kroemer, 2010) (Figure 8).
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iii.  La voie du réticulum endoplasmique

Le Cisplatine induit également un stress au niveau du réticulum endoplasmique, entrainant
I’activation en cascade des caspases 12 et 9 puis des caspases effectrices 3, 6 et 7 conduisant

au processus apoptotique (Mandic et al., 2003; Xu, Wang and LI, 2014) (Figure 8).

3. Effets indésirables
Par ses mécanismes d’action et plus particulierement par la production de ROS, le Cisplatine
est a l'origine de divers effets indésirables comme la néphrotoxicité, I'hépatotoxicité,
I’ototoxicité ou encore la neurotoxicité. Bien que le Cisplatine soit un agent anti-cancéreux
efficace et largement prescrit, 'apparition de ces effets indésirables nécessite d’adapter la
posologie voire d’arréter le traitement pouvant entrainer un effet péjoratif chez les patients

(Minchinton and Tannock, 2006).

a. Néphrotoxicité
La néphrotoxicité du Cisplatine affecte 20 a 40% des patients traités sous chimiothérapie a
base de Cisplatine (Miller et al., 2010). Elle est cumulative et survient préférentiellement chez
les patients déshydratés ou chez les patients déja traités avec d’autres molécules
néphrotoxiques (anti-inflammatoires non stéroidiens par exemple) (Higuchi and Yanagawa,

2019).

Le Cisplatine est éliminé au niveau rénal, a la fois par filtration glomérulaire et sécrétion
tubulaire (Yao et al., 2007). Le Cisplatine s’accumule au niveau des cellules tubulaires
proximales (CTP) dans lesquelles les concentrations de Cisplatine peuvent étre cinq fois plus
élevées que dans le sérum (Kuhlmann, Burkhardt and Kohler, 1997). Une partie du Cisplatine
pénetre dans les CTP grace au transporteur OCT2 (Organic Cation Transporter 2, SLC22A2),
I"autre partie est métabolisée par les enzymes GGT (Gamma Glutamyl Transpeptidase), APN
(Amino-Peptidase N) et CCBL (Cysteine S conjugate Beta Lyase) en composés thiols hautement
réactifs (Hanigan and Devarajan, 2003; Townsend et al., 2009). Le Cisplatine induit ainsi un
dysfonctionnement des mitochondries et du réticulum endoplasmique entrainant la mort
cellulaire des CTP par apoptose (Pabla and Dong, 2008). Le Cisplatine réagit avec les

groupements thiols des protéines membranaires des cellules rénales tubulaires proximales
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conduisant ainsi a des altérations de la bordure en brosse des cellules épithéliales tubulaires,
des lésions du systéme vasculaire rénal et une nécrose du parenchyme rénal (Peres and da
Cunha, 2013). Au niveau histologique, on observe une nécrose tubulaire (Rock and Kono,
2008; Holditch et al., 2019) mais également une fibrose interstitielle induite par

I’administration chronique de Cisplatine (Shi et al., 2018; Budu et al., 2021; Sears and Siskind,

2021) (Figure 9).

Cisplatine

Figure 9 : L’administration chronique de cisplatine des lIésions au niveau rénales. Coloration histologique au
PAS (Periodic Acud-Schiff) de reins de souris ayant regu une administration chronique de cisplatine ou du
véhicule. * représente des tubules proximaux atrophiés. D’aprés Dewaeles et al., 2022.

Malgré la mise en place de mesures de prévention des effets néphrotoxiques notamment
I’hyperhydratation a base de chlorure de sodium (NaCl) (Cornelison and Reed, 1993), la
néphrotoxicité reste une problématique majeure de l'utilisation du Cisplatine (Miller et al.,
2010). En effet, les patients développent une insuffisance rénale aiglie (Hamroun et al., 2019),

caractérisée par une diminution de leur fonction rénale (Latcha et al., 2016).

b. Neurotoxicité
La neurotoxicité du Cisplatine se traduit principalement par une neuropathie périphérique (ou
neuropathie sensorielle). Elle touche 30 a 40% des patients traités et se caractérise par une
atteinte au niveau des mains et des pieds pouvant s’étendre aux coudes et genoux (Podratz

et al.,, 2011; Staff et al., 2017). Elle se traduit par une perte de la proprioception, des
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engourdissements, des picotements, des fourmillements, une douleur, une diminution de la
sensibilité des doigts et des orteils, ainsi qu’une diminution des réflexes achiléens (Argyriou et
al., 2012; Staff et al., 2017). Ces symptdémes persistent plusieurs mois aprés l'arrét du

traitement et diminuent progressivement avec le temps (Siegal and Haim, 1990).

Au niveau moléculaire, la neurotoxicité atteint principalement le systéme nerveux
périphérique et plus particulierement les ganglions de la racine dorsale (DRG). En effet, les
DRG ne sont pas protégés par la barriere hémato-encéphalique (BHE) et sont vascularisés par
des capillaires fenestrés, ce qui les rend particulierement vulnérables aux substances
exogenes tels que le Cisplatine (Carozzi, Canta and Chiorazzi, 2015). Le Cisplatine induit des
dommages a I’ADN (nucléaire et mitochondrial) entrainant une production de ROS importante
au niveau des DRG, riches en mitochondries (Ciarimboli, 2012; Carozzi, Canta and Chiorazzi,

2015).

Bien que des solutions thérapeutiques soient proposées pour réduire la neurotoxicité comme
I"administration de N-acétylcystéine (Cascinu et al., 2002), de lidocaine (van den Heuvel et al.,
2017), ou des infusions de calcium et de magnésium (Knijn et al., 2011), aucun traitement

préventif n’a, a ce jour, démontré une véritable efficacité (Hu et al., 2019).

c. Ototoxicité
L’ototoxicité induite par le Cisplatine survient chez 10 a 90% des patients, avec une sévérité
variable (Yancey et al., 2012; Petrovic and Todorovic, 2016; Tang et al., 2021). La toxicité
auditive se caractérise par une perte d’audition qui apparait progressivement au cours des
cycles de chimiothérapie (Tang et al., 2021). L'ototoxicité est plus sévere chez les enfants car
elle entraine des conséquences sur leur développement du langage, leur éducation et leur
sociabilisation (Knight, Kraemer and Neuwelt, 2005). Au niveau cellulaire, le Cisplatine pénétre
dans les cellules ciliées de |'oreille interne grace au transporteur de cuivre CTR1 (SLC31A1) et
au transporteur de cations organiques OCT2 (Organic Cation Transporter 2) (SLC22A2)
entrainant la production de ROS, une réponse inflammatoire et la mort cellulaire par apoptose
(Vanruijven, Degroot and Smoorenburg, 2004; Rybak et al., 2007). Afin de limiter les effets
ototoxiques, I'administration locale ou systémique d’anti-oxydants et d’anti-inflammatoires

est envisagée (Rybak et al., 2007; Ghosh, 2019).
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d. Hépatotoxicité
Le Cisplatine induit des effets hépatotoxiques chez 30 a 40% des patients (Abd Rashid et al.,
2021). Bien qu’il ne soit pas métabolisé par des réactions de plase |, le Cisplatine induit
I’expression du CYP2E1, a I'origine de la formation accrue de radicaux libres de type anion
superoxyde (02”) et hydroxyl (‘OH) et de peroxyde d’hydrogéne H,0, (Quintanilha et al., 2017).
Ces ROS ainsi produites entrainent des Iésions tissulaires et peuvent conduire a terme a une
insuffisance hépatique (Wu and Zern, 2000; Kurutas, 2016). Au niveau histologique, on
observe une dilatation des sinusoides, une dégénération hépatocellulaire et une prolifération

des cellules de Kupffer (Hassan et al., 2022).

e. Toxicité gastro-intestinale
Suite a I'administration de Cisplatine et en dépit de la co-administration d’antiémétiques, 70
a 80% des patients développent des nausées et des vomissements pendant environ 24h, voire
plus (Bearcroft et al., 1999; Tsang, Al-Fayea and Au, 2009). Les patients peuvent également
présenter d’autres symptémes, tels que des diarrhées (Tsang, Al-Fayea and Au, 2009), une
perte de golt ou encore 'apparition d’'un go(t métallique (Choi et al., 2002). Ces effets
indésirables sont d’autant plus importants que le Cisplatine est combiné avec d’autres agents

néoplasiques (Tsang, Al-Fayea and Au, 2009).
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Chapitre 1:
Role et potentiel thérapeutique de ’ARN non
codant DNM3O0S dans la fibrose hépatique
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A.Introduction

.  Généralités sur la fibrose tissulaire

La fibrose tissulaire est une conséquence pathologique commune a la plupart des maladies
inflammatoires chroniques, mais peut également résulter d’'une agression iatrogénique ou
d’un défaut génétique (Wynn, 2011). La fibrose est un processus progressif et dynamique
faisant donc généralement suite a une agression chronique. Elle est souvent associée a un
processus de cicatrisation incontrélée aboutissant au dépot excessif et persistant de tissu

conjonctif cicatriciel (Thannickal et al., 2014).

La fibrose tissulaire peut affecter différents types d’organe (peau, poumons, cceur, reins,
intestins, foie) et pourrait affecter 1 personne sur 4 dans le monde (Wynn and Ramalingam,
2012; Latella and Rieder, 2017; Zhao et al., 2020) (Figure 10). De nombreux facteurs peuvent
contribuer au développement du processus de fibrose : des anomalies génétiques, des
infections chroniques, une exposition prolongée a des toxines, des xénobiotiques, des fumées
(de cigarette ou autre), une maladie auto-immune... (Wynn and Ramalingam, 2012). Ces
agressions chroniques entrainent I'activation des fibroblastes en myofibroblastes et
I"accumulation de dépdbts de collagene, conduisant a une modification de I'architecture
tissulaire (Bataller and Brenner, 2005; Wynn and Ramalingam, 2012). La fibrose conduit
généralement a terme a une perte de fonction de I'organe voire au déces du patient. En effet,
la fibrose est une cause majeure de morbi-mortalité, responsable de 45% de décés dans les
pays industrialisés (Wynn, 2007). Bien que les mécanismes de fibrose soient similaires,
indépendamment de I'organe atteint, les options thérapeutiques restent limitées a I'heure

actuelle (Thannickal et al., 2014; Zhao et al., 2020).
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Figure 10 : Prévalence et causes des principaux types de fibrose tissulaire. La fibrose tissulaire affecte différents
organes avec des prévalences variables. C'est une conséquence pathologique a de nombreuses maladies
inflammatoires chroniques. La fibrose cutanée touche 1 personne sur 5400 et est associée a la sclérodermie, les
chéloides ou encore les cicatrices hypertrophiées. La fibrose pulmonaire touche environ 1 personne sur 1500 et
est associée a la fibrose pulmonaire idiopathique, les maladies pulmonaires interstitielles et la mucoviscidose. La
fibrose cardiaque touche 1 personne sur 60 ayant présenté un infarctus du myocarde, de I’hypertension, une
sténose aortique, une cardiomyopathie ou encore une insuffisance cardiaque. La fibrose rénale touche 1
personne sur 6 présentant une maladie rénale chronique, une fibrose rénale interstitielle ou une maladie rénale
au stade terminal. La fibrose intestinale apparait chez 1/3 des patients ayant une maladie de Crohn et chez 1
personne sur 20 présentant une rectocolite hémorragique. La fibrose hépatique est la plus fréquente et touche
une personne sur 4 ayant une hépatite B, une consommation excessive d’alcool, une NASH, une cholestase, une
hépatite auto-immune ou une cirrhose. NASH = Non Alcoholic SteatoHepatitis ; NAFLD = Non Alcoholic Fatty Liver
Disease.

1. Mécanisme général de la fibrose tissulaire
La fibrose fait suite a une agression tissulaire chronique et se caractérise par une accumulation
de tissus conjonctifs, notamment des composants de la matrice extracellulaire (MEC), tels que
le collagéne ou la fibronectine dans, et autour des organes lésés (Wynn, 2011). Quel que soit
I'organe touché et indépendamment de la cause initiale, les mécanismes mis en jeu sont
similaires et correspondent a un processus de réparation tissulaire infructueux. En effet, de
maniére physiologique, une agression tissulaire entraine un processus biologique complexe
permettant le remplacement des cellules |ésées afin de restaurer la fonction normale des
tissus (Wynn, 2007 ; Wynn, 2008). En cas d’agression chronique, les mécanismes de
cicatrisation deviennent excessifs et entrainent le remplacement du tissu sain par du tissu

cicatriciel et donc a terme a la perte de fonction de I'organe (Wynn, 2007). Le processus de

51



fibrose est multifactoriel et fait intervenir de nombreux acteurs moléculaires, dont des
cytokines, chimiokines et facteurs de croissance. Il se décompose en plusieurs phases : une
phase d’hémostase, une phase inflammatoire, une phase proliférative et une phase de

remodelage (Wynn and Ramalingam, 2012; Pottier et al., 2014; Wilkinson and Hardman, 2020)

(Figure 11).
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Figure 11 : Mécanisme de fibrose tissulaire. Une agression tissulaire au niveau de cellules épithéliales (ou
endothéliales) entraine I'activation des plaquettes qui s’agregent au site |ésé. Des facteurs de coagulation
plasmatiques sont activés et un caillot de fibrine ainsi qu’'une MEC provisoire sont formés. Les cellules épithéliales
sécretent alors des métalloprotéinases matricielles (MMP) pour permettre le recrutement de cellules
inflammatoires : Lymphocytes B et T, macrophages, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles. Les cellules
inflammatoires produisent des cytokines, chimiokines et facteurs de croissances pour induire une réponse de
cicatrisation caractérisée par la formation de nouveaux vaisseaux sanguins et 'activation des fibroblastes en
myofibroblastes. Ces derniers expriment I'a-SMA (actine-alpha du muscle lisse) et sécrétent les composants de
la MEC (collagéne et fibronectine). Les myofibroblastes peuvent avoir diverses origines et provenir de cellules
mésenchymateuses, de fibrocytes, de péricytes, de cellules épithéliales par le mécanisme de transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). S’en suit une phase de remodelage ou les cellules épithéliales se divisent et migrent
vers la MEC provisoire pour régénérer le tissu Iésé. Cependant, en cas d’agression chronique, I'agression répétée
entraine une accumulation excessive des composants de la MEC, a I’origine du processus de fibrose.

Le processus de cicatrisation est finement régulé. Un déréglement de chacune de ces phases
peut entrainer la mise en place d’un processus incontrdlé qui devient pathologique (Wynn and

Ramalingam, 2012).
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a. Phase d’hémostase
En réponse a une agression, la phase dite d’hémostase ou de coagulation, est la premiére
étape nécessaire au processus de cicatrisation. L'endothélium endommagé induit I'activation
des plaquettes par la thrombine. Les plaquettes déversent alors leur contenu intracellulaire,
permettant ainsi la formation d’un caillot de fibrine afin de combler la plaie et d’empécher le
saignement. Les récepteurs plaquettaires interagissent avec les composants de la MEC pour
favoriser I'adhésion des plaquettes au site d’agression. Les plaquettes sécrétent également
des chimiokines (CCL2, CCL3, CCL5, TGF-a) et des facteurs de croissance (TGF-B, PDGF, VEGF),
étape essentielle au recrutement des cellules inflammatoires (Mahdavian Delavary et al.,

2011; Golebiewska and Poole, 2015).

b. Phase inflammatoire
La phase inflammatoire, initiée dés I'agression (Boniakowski et al., 2017), permet le
recrutement de cellules immunitaires, essentielles au processus de cicatrisation, et favorise le
remodelage tissulaire en participant a I’élimination des débris cellulaires (Wynn, 2011). Plus
précisément, les cellules nécrosées (plaquettes, cellules épithéliales et cellules endothéliales)
sécretent des DAMP (Damage Associated Molecular Pattern) qui permettent le recrutement
des cellules immunitaires résidentes, notamment les monocytes et les neutrophiles (Martin
and Leibovich, 2005; Chen and DiPietro, 2017). Une fois recrutés au site d’agression, les
monocytes sont différenciés en macrophages (Rodero et al., 2014). Ainsi les neutrophiles et
les macrophages éliminent les débris cellulaires par phagocytose et relarguent des espéces
réactives a I'oxygene (ROS), des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-a) ainsi que
des facteurs de croissance (TGF-B, VEGF, PDGF) nécessaires a la réparation tissulaire (Wahl et

al., 1990; Martin and Leibovich, 2005; Mahdavian Delavary et al., 2011) (Figure 12).

53



Epithélium Caillot de fibrine

=
o0
r | = o> | | e a5 5/{2@
O
MEC :tcls Apoptose . T °
TNF-a B 4
ROS A — o)
e— _— B ©

i e
Macrophages T °

. - Phagocytose <
\ Macrophages résidents

[ lo]

KR

°o ®-
Cytokines pro-inflammatoires T /
IL-1
s IL-6 @ ]
20 - 0@

@
TGF-p Migration des
PDGF neutrophiles o

Monocytes

Circulati 5 o @®
e 0 0@ .0 ®*®

O Plaquettes @ Monocytes

& Cellules endothélilaes (&7 Macrophages
@ Cellules épithéliales 0 Neutrophiles

Figure 12 : La phase inflammatoire. Les monocytes et les neutrophiles sont recrutés au site d’agression. Les
monocytes se différencient ensuite en macrophages. Ainsi, les neutrophiles et les macrophages permettent
d’éliminer les débris cellulaires par phagocytose et relarguent des ROS et des cytokines pro-inflammatoires.
D’aprés Mahdavian Delavary et al., 2011. ROS = Especes Réactives de I'Oxygene.

c. Phase proliférative
La phase proliférative se caractérise d’'une part par la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins (angiogenese) afin d’apporter les nutriments nécessaires au processus de réparation,
d’oxygéner le tissu et d’éliminer les déchets cataboliques (O’Connor et al., 2000; Mahdavian
Delavary et al., 2011; Honnegowda et al., 2015; DiPietro, 2016). D’autre part, les fibroblastes
sont recrutés au site d’agression et activés en myofibroblastes sous I'effet du TGF-p sécrété

par les macrophages (Wynn, 2007; Pottier et al., 2014).

La formation de néovaisseaux favorise la migration des fibroblastes activés et des

macrophages au site d’agression afin de remplacer le caillot de fibrine par un tissu dit de
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« granulation », principalement constitué de fibronectine (Grinnell, Billingham and Burgess,
1981). Au fur et a mesure de l'activation des fibroblastes, le tissu de granulation est
progressivement remplacé par du collagéne rendant ainsi le tissu plus rigide (Tomasek et al.,
2002). Enfin, la ré-épithélialisation est permise grace aux myofibroblastes permettant une

contraction de la plaie afin de recréer un contact entre les bords de la plaie (Wynn, 2007)

(Figure 13).
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Figure 13 : La phase de prolifération. La phase de prolifération comprend deux étapes : I'angiogenése et la ré-
épithélialisation. La formation de nouveaux vaisseaux favorise la migration des fibroblastes et myofibroblastes
au site d’agression. Ainsi, les myofibroblastes, grace a leur propriété contractile, permettent de recréer le contact
entre les bords de la plaie. D’aprés Mahdavian Delavary et al., 2011.

d. Phase de remodelage
La phase de remodelage met en jeu des enzymes protéolytiques, en particulier les
métalloprotéinases MMP (Matrix Metalloproteinases) et leurs inhibiteurs, les TIMP (Tissue

Inhibitor of Metalloproteinase) (Visse and Nagase, 2003).
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Les myofibroblastes sont majoritairement responsables du remodelage de la MEC. lIs
conduisent au remplacement du caillot de fibrine par de la fibronectine, de I'acide
hyaluronique, des protéoglycanes et plus tardivement par des fibres de collagéne de type IlI
(Darby et al., 2014). Au cours du remodelage, le collagéne de type Ill est remplacé
progressivement par du collagene de type | et de I'élastine (Diegelmann and Evans, 2004). Le
remodelage se termine par la mort cellulaire par apoptose des macrophages, des cellules
endothéliales et des myofibroblastes, entrainant une diminution de I'inflammation et de la

synthese de collagene (Larouche et al., 2018) (Figure 11).

2. Acteurs cellulaires du processus de fibrogenése
Les myofibroblastes ont été décrits pour la premiére fois en 1867, grace a la mise en évidence
de leurs propriétés contractiles (Cohnheim, 1867). Les myofibroblastes sont des cellules
mésenchymateuses partageant les caractéristiques morphologiques des fibroblastes et les
capacités contractiles des cellules musculaires lisses (Gabbiani, Ryan and Majne, 1971). Les
myofibroblastes ont pour réle principal de réparer rapidement les tissus |ésés notamment au

cours du processus de cicatrisation (Pakshir et al., 2020).

a. Origine des myofibroblastes
Dans la plupart des pathologies fibroprolifératives, les myofibroblastes proviennent de
différents types cellulaires (Hinz et al., 2007; Mallat and Lotersztajn, 2009; Liu, 2011) (Figure
14).
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Figure 14: Origine des myofibroblastes. Les myofibroblastes dérivent des fibroblastes, des péricytes, des
fibrocytes, des cellules épithéliales par transition épithélio-mésenchymateuse et des cellules endothéliales par
transition endothélio-mésenchymateuse. TEM = Transition Epithélio-Mésenchymateuse ; endoMT = Transition
endothélio-Mésenchymateuse.

i Les fibroblastes résidents
Les fibroblastes résidents sont présents naturellement dans les tissus et représentent
problablement la source la plus importante de myofibroblastes (Iwaisako et al., 2014). Ces
cellules, a I'état de quiescence, permettent de maintenir l'intégrité du tissu grace a la

sécrétion de MEC a un niveau basal (Lynch and Watt, 2018).

ii. Les fibrocytes
Les fibrocytes sont des précurseurs de la moelle osseuse exprimant des marqueurs
leucocytaires (CD34 et CD45) et de la vimentine sécrétant du collagéne de type | (Baba et al.,

2004). Les fibrocytes sont particulierement importants au cours du processus de fibrose.

jii. Les péricytes

Les péricytes sont des cellules stromales, localisées au niveau de la membrane basale de
I’endothélium. lls ont la capacité de stabiliser 'endothélium et de réguler le flux sanguin

(Rockey, 2001).
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iv. La transition épithélio-mésenchymateuse

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) est un processus dynamique et complexe, au
cours duquel des cellules épithéliales acquierent un phénotype mésenchymateux (Kalluri and
Weinberg, 2009). Le processus de TEM se caractérise par (i) la perte de marqueurs épithéliaux
tels que I'E-cadhérine ou encore les protéines de jonctions comme ZO-1 (Zonula Occludens-
1) ; (ii) une expression des marqueurs mésenchymateux comme I'a-SMA, la vimentine ou
encore la fibronectine. De plus, au cours du processus de TEM, les cellules perdent leur
adhérence a la membrane basale et acquiéerent des propriétés migratoires et invasives (Burns,

Kantharidis and Thomas, 2007).

Le réle de la TEM dans le processus de fibrose tissulaire est trés controversé. En effet, bien
gue des études aient montré que suite a une agression, les cellules épithéliales acquiérent des
marqueurs de cellules mésenchymateuses (Zeisberg and Duffield, 2010; Leopold, Vincent and
Wang, 2012), aucune étude in vivo chez I'animal, n’a permis d’observer directement la
migration de cellules épithéliales a travers la membrane basale. On parlerait des lors d’'une

pseudo-TEM (Rock et al., 2011; Rowe et al., 2011; Xu-Dubois et al., 2013).

V. La transition endothélio-mésenchymateuse

La transition endothélio-mésenchymateuse (endoMT) se caractérise par la transformation
des cellules endothéliales en cellules mésenchymateuses (Xiao and Dudley, 2017). La
participation de ce mécanisme au cours du processus de fibrose est également controversée.
Cependant, certaines études ont montré dans plusieurs modeles expérimentaux que
I’endoMT participerait a I'accumulation de myofibroblastes (Zeisberg et al., 2008; Hashimoto

etal., 2010).

b. Activation des fibroblastes en myofibroblastes
L’activation des fibroblastes en myofibroblastes se déroule en deux étapes, décrites en 2002

par Tomasek (Figure 15) (Tomasek et al., 2002).

Dans un premier temps, les fibroblastes se différencient en proto-myofibroblastes sous I'effet

de tension mécanique telle que la rigidité tissulaire et également sous I'effet du PDGF (Martin,
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1997; Hinz et al., 2001; Hinz, McCulloch and Coelho, 2019; Pakshir et al., 2020). Les proto-
myofibroblastes n’expriment pas I'a-SMA mais synthétisent de I'actine cytoplasmique,
organisée en fibres de stress, et de la fibronectine (Tomasek et al., 2002). Le TGF-B et d’autres
facteurs de croissance, permettent la différenciation des proto-myofibroblastes en
myofibroblastes, induisant I'expression de novo de I'a-SMA et 'augmentation des fibres de

stress (Roy, Nozaki and Phan, 2001; Tomasek et al., 2002).
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Figure 15 : Mécanisme de différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Les fibroblastes, sous I'effet de
tension mécanique ou encore du PDGF, se différencient en proto-myofibroblastes. Ces derniers synthétisent de
I'actine cytoplasmique, organisée en fibres de stress, et de la fibronectine. Sous I'effet du TGF-B (et d’autres
facteurs de croissance), les proto-myofibroblastes se différencient en myofibroblastes. Les myofibroblastes
expriment de novo l'actine alpha du muscle lisse (a-SMA). Le mécanisme de « désactivation » des
myofibroblastes en fibroblastes est encore mal caractérisé. D’aprés Tomasek et al., 2002.

3. Acteurs moléculaires du processus de fibrogenése
a. Voie de signalisation du TGF-
Depuis les années 80 et la découverte du réle du TGF-B1 dans la croissance des fibroblastes
par Roberts et al., plus de 40 membres de la superfamille du TGF- B ont été identifiés, dont les
isoformes du TGF-B et les protéines BMP (Bone morphogenetic proteins) (Roberts et al.,
1981). Chez 'homme, les trois isoformes TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3 régulent de nombreux
processus biologiques comme la prolifération cellulaire, I'inflammation, la différenciation, la
migration, le développement embryonnaire, la cicatrisation ou le remodelage de la MEC
(Nickel, Ten Dijke and Mueller, 2018; Verrecchia and Rédini, 2018). Le TGF-B participe
également au processus de fibrose (Roberts et al., 1981; Meng, Nikolic-Paterson and Lan,

2016; Higgins et al., 2018).
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Le TGF-B1 (TGF-B) est la forme majoritaire principalement exprimée dans les cellules
endothéliales, les cellules immunitaires (principalement les macrophages), les fibroblastes et
d’autres cellules du tissu conjonctif (Clark and Coker, 1998; Chaikuad and Bullock, 2016; Meng,
Nikolic-Paterson and Lan, 2016; Nickel, Ten Dijke and Mueller, 2018).

i Synthése du TGF-8

Le TGF-B est synthétisé a partir du pré-pro-TGF-f, précurseur inactif du TGF-B constitué de
trois domaines : le peptide signal, le domaine LAP (Latent Associated Protein) et la forme
active du TGF-B. La maturation du pré-pro-TGF- comporte trois étapes : le clivage du peptide
signal, la dimérisation de deux unités « LAP-peptide mature » par la formation de ponts
disulfure (Derynck and Budi, 2019) et enfin le clivage du peptide mature par une
endopeptidase, la furine, qui résulte en la formation d’'un complexe latent LTGFB (Latency
TGF-B) apres liaison a une protéine LTBP (LTGFB Binding Protein). Le complexe latent LTGF(
est ensuite exporté dans le milieu extracellulaire (Tandon et al., 2010). Le complexe LTGF
peut ainsi se lier a la MEC et constituer une réserve de TGF-B qui pourra ainsi étre activé par
I'action des métalloprotéinases MMP2 et 9 (Yu and Stamenkovic, 2000; Costanza et al., 2017),
de plasmines (Yehualaeshet et al., 1999; Costanza et al., 2017), de la thrombospondine-1 (TSP-
1) (Costanza et al., 2017; Murphy-Ullrich and Suto, 2018) ou des intégrines aV (Henderson et
al., 2013) (Figure 16).
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Figure 16 : Synthése du TGF-B. Le TGF-B est synthétisé a partir du pré-pro-TGF-B. Son clivage par une furine et
sa dimérisation entrainent la formation d’un petit complexe latent LTGFp (Latency TGF-B). Ce complexe se lie au
LTBP (LTGFB Binding Protein) formant un grand complexe latent pouvant se lier a la matrice extracellulaire et
constituer une réserve de TGF-B latent. Cette réserve de TGF-B est libérée par protéolyse. Le TGF-B latent est
activé par I'action différentes protéines dont des intégrines-aV.

Bien que la synthése du TGF-B et I'expression de ses récepteurs soient ubiquitaires, son mode

d’activation permet une action localisée (autocrine ou paracrine) (Shi et al., 2011).

ii. Voie de signalisation canonique du TGF-8

Le TGF-B exerce ses fonctions en se liant, sous sa forme activée sur les récepteurs TGFBRI et
TGFBRII, des récepteurs transmembranaires a activité kinase intrinseque. La fixation du TGF-
B sur TGFBRII entraine son autophosphorylation et le recrutement de TGFBRI, formant ainsi
un complexe hétéro-tétramérique. La transduction du signal est ensuite médiée par la
phosphorylation des protéines Smad associées aux récepteurs R-Smad, Smad2 et Smad3. Ces
derniers, lorsqu’ils sont phosphorylés, recrutent la protéine Smad4. Le complexe phospho-

Smad2/3/4 activé transloque alors dans le noyau et peut se fixer sur I’élément de réponse SBE
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(Smad Binding Element), afin de réguler la transcription de ses génes cibles dont certains sont
impliqués dans la fibrose (Akhurst and Hata, 2012; Tzavlaki and Moustakas, 2020), en
particulier, les collagénes de type | et Ill ou TIMP-1 (Meng et al., 2010). De maniéere
intéressante, I'inhibition de Smad3 bloque le processus de TEM et atténue la fibrose rénale,
I'inflammation et I'apoptose dans un modele murin de fibrose rénale induite par obstruction

urétérale unilatérale (Sato et al., 2003).

La voie de signalisation Smad-dépendante est régulée par Smad7, un inhibiteur des Smad qui
module la voie de signalisation en (i) induisant la dégradation des récepteurs TGFBRI et
TGFPBRII grace aux ubiquitines ligases SMURF1 et SMURF2 (Smad Ubiquitin Regulatory Factor)
(Kavsak et al., 2000; Ebisawa et al., 2001), en (ii) inhibant la phosphorylation des Smad 2 et 3
par compétitivité (Kamiya, Miyazono and Miyazawa, 2010) ou en (iii) inhibant la formation du
trimere formé par les Smad 2,3 et 4 par compétitivité avec Smad4 (Yan et al., 2016) (Figure

17).
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Figure 17 : Voie de signalisation Smad-dépendante du TGF-B. La fixation du TGF-B sur le récepteur TGFpRII
entraine le recrutement et la phosphorylation du récepteur TGFBRI formant ainsi un hétérodimere. Le signal est
ensuite propagé par la phosphorylation du complexe formé par smad2 et smad3. Ce complexe ainsi phosphorylé
forme un trimére grace au recrutement de smad4. Le trimere est alors transloqué dans le noyau et se lie a
I’élément de réponse SBE (Smad Binding Element) présent dans les régions promotrices des génes cibles du TGF-
B. La protéine smad7 régule la transduction du signal en inhibant la phosphorylation du complexe Smad2/3 ou
la formation du trimere avec smad4. De plus, en s’associant a la protéine Smurf, Smad7 induit la dégradation des
récepteurs au TGF-f.
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iii. Voies de signalisation non-canoniques du TGF- 8

Outre la voie de signalisation Smad-dépendante, le TGF-B peut également moduler d’autres
voies de signalisation, dites « voies non-canoniques » (Figure 18) (Akhurst and Hata, 2012). A
I'inverse de la voie Smad-dépendante et, excepté la voie ERK qui nécessite la phosphorylation
de ShcA (Lee et al., 2007), les voies de signalisation non-canoniques du TGF-B ne dépendent
pas de l'activité tyrosine-kinase du récepteur mais sont transduites par |'activation de
différents complexes (Derynck and Budi, 2019). Par exemple, la fixation du TGF-B sur son
récepteur entraine I'ubiquitinylation de TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) conduisant
a 'activation de TAK1 (Transforming growth factor beta-Activated Kinase 1) et de kinases en
aval telles que JNK et p38 (Wang et al., 2001; Zhang, 2017). Par ailleurs, I'interaction de la
sous-unité p85 de PI3K (Phosphatidylinositol-3 Kinase) avec le récepteur TGFBRI entraine la

phosphorylation et 'activation d’AKT (Yi, Shin and Arteaga, 2005)
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Figure 18 : Voies de signalisation du TGF-B. La liaison du TFG-B a son récepteur, le complexe TFG-B receptor /1l
(TGFBRI/II), déclenche une cascade de signalisation canonique (dépendante des protéines Smad) et non
canonique faisant intervenir d’autres protéines. TGF-B = Transforming Growth Factor B ; TRAF = TNF Receptor
Associated Factor; NFkB = Nuclear Factor k B; ERK = Extracellular signal-Reductase Kinase ; ROCK = Rho-
associated protein Kinase ; PI3K = Phoshatidyl-Inositol 2 Phosphate ; TAK = Transforming growth factor beta-
Activated Kinase ; JNK = c-Jun N-terminal Kinase.
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Les voies non-canoniques du TGF-B participent également a la régulation de I'activation des
fibroblastes et du processus de fibrogenese. En effet, I'activation des voies des MAPK p38 et
PI13K/Akt est impliquée dans la formation de la MEC, notamment dans le cadre de la fibrose
hépatique (Tsukada et al., 2005; N. Liu et al., 2019). De plus, la voie de signalisation non
canonique joue un role essentiel dans la régulation de la fibrose cardiaque. En agissant sur
différents types cellulaires (fibroblastes, cellules endothéliales, cellules vasculaires du muscle
lisse et macrophages), la voie ROCK entraine une augmentation de I'inflammation, régule la
rigidité vasculaire, la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes ou encore augmente

la production de la MEC dans les fibroblastes cardiaques (Yu et al., 2020).

b. Autres voies de signalisation
Bien que le TGF-B soit I'acteur moléculaire majeur du processus de fibrogenése, d’autres

acteurs et voies de signalisation sont également impliqués dans le processus de fibrose.

En particulier, la voie de signalisation Wnt/B-caténine, qui est essentielle au développement
des organes et des tissus (Stark et al., 1994; Li et al., 2002). Les mécanismes et facteurs de
transcription responsables de I'expression du gene Wnt sont encore trés peu connus. Les
mécanismes découlant de sa traduction sont par contre mieux décrits. En effet, la protéine
Wnt immature subit une palmitoylation post-traductionnelle avant d’étre excrétée dans le
milieu extracellulaire sous sa forme mature grace a la protéine transmembranaire Evi
(Evenness Interrupted). En I'absence de ligand Wnt sur le récepteur frizzled (FZD), la B-
caténine est phosphorylée par GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase 3) et / ou CK-1 (Casein Kinase
1) qui sont des protéines appartenant a un complexe appelé « dégradosome » composé de
plusieurs partenaires protéiques (GSK-3, CK-1, axine et APC), conduisant a son ubiquitination
et sa dégradation par le protéasome (Aberle et al., 1997; Burgy and Koénigshoff, 2018). En
présence de ligand Wnt, le récepteur FZD forme un complexe avec LRP5 ou LRP6 (Lipoprotein
Receptor-related Protein) conduisant a la polymérisation de Dishevelled, permettant a son
tour le recrutement du complexe dégradosome de la B-caténine. Ce recrutement entraine
I'inhibition de GSK-3 par LRP6 (Clevers, 2006; Burgy and Konigshoff, 2018). La B-caténine
s’accumule ainsi dans le cytoplasme et est transloquée dans le noyau dans lequel elle induit
la transcription de génes pro-fibrotiques en s’associant aux facteurs de transcription TCF/LEF

(T-cell Factor/Lymphoid Enhancing Factor) (Behrens et al., 1996; Clevers, 2006; Burgy and

65



Konigshoff, 2018) (Figure 19). Par ailleurs, la voie Wnt/B-caténine peut également étre induite
par le TGF-B suite a I'activation de la voie PI3K/AKT par phosphorylation de GSK-3 (Lin, Wang
and Kao, 2014).

Activation de la voie Wnt/B-caténine Inhibition de la voie Wnt/B-caténine
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Figure 19 : Voie de signalisation Wnt/B-caténine. La fixation du ligand Wnt sur le récepteur frizzled entraine
I'inhibition du complexe « dégradosome ». Ainsi, la B-caténine s’accumule dans le cytoplasme et est transloquée
dans le noyau ou elle peut se lier aux facteurs de transcription TCF/LEF permettant la transcription de génes pro-
fibrotiques. A I'inverse, I'absence de ligand Wnt sur le récepteur frizzled, la f-caténine est phosphorylée par GSK-
3 conduisant a son ubiquitination et sa dégradation dans le protéasome.

cytoplasme noyau

La voie Wnt/B-caténine joue un réle important dans le processus de fibrose tissulaire,
notamment cardiaque (Tao et al., 2016), pulmonaire (Lv et al., 2020), hépatique (Duspara et
al., 2021), rénale (Pan et al., 2021) ou encore cutanée (M. Li et al., 2021). En particulier,
I'activation de la voie Wnt/B-caténine favorise la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes (Liu et al., 2021), la migration, la prolifération (Lam et al., 2011) et la
production de la MEC, notamment du collagéne et des métalloprotéinases (Svegliati et al.,
2014; Hamburg-Shields et al., 2015).
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4. Matrice extracellulaire (MEC)
Le processus de fibrose se caractérise par une activation accrue des fibroblastes en
myofibroblastes sous l'influence du TGF-B a l'origine de la production et du dépo6t des

constituants de la MEC (Akhurst and Hata, 2012).

La matrice extracellulaire (MEC) représente le constituant biochimique du tissu conjonctif et
est composé de protéines nombreuses et variées. Plus de 300 protéines ont ainsi été
identifiées chez les mammiféres et regroupent 43 types de collagene, plus de 200
glycoprotéines (dont font partie la fibronectine et la laminine) et 36 types de protéoglycanes

(Hynes and Naba, 2012; Theocharis et al., 2012, 2016). .

La composition de la MEC varie selon les tissus, ce qui affecte leur structure et leurs propriétés
(Theocharis et al., 2012). De plus, on distingue deux types de matrice : la matrice interstitielle
et la matrice péricellulaire (Theocharis et al., 2016). Par exemple, la membrane basale, un type
de matrice péricellulaire, se situe a I'interface entre le parenchyme et le tissu conjonctif et est
constituée de collagene de type IV, laminine, nidogénes 1 et 2 et de protéoglycanes (LeBleu,
MacDonald and Kalluri, 2007). La membrane basale participe a I'adhésion des cellules
épithéliales et stabilise la structure tissulaire grace au collagéne IV et aux hémidesmosomes
(Paulsson, 1992; Halfter et al., 2015; Theocharis et al., 2016). Quant a la matrice interstitielle,
elle est majoritairement constituée de collagene de type | et de fibronectine qui participent
au renforcement de la structure tissulaire. On retrouve également de I’élastine, des
protéoglycanes et des glycoprotéines (Bonnans, Chou and Werb, 2014; Halfter et al., 2015)
(Figure 20).
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Figure 20 : Organisation et composition de la MEC. Au sein de la MEC, on distingue deux types de matrice : la
membrane basale et la matrice interstitielle. Les cellules épithéliales sont ancrées dans la membrane basale grace
aux hémidesmosomes, a des protéoglycanes et aux intégrines. La membrane basale est principalement
constituée de collagene de type IV, Laminine, Nidogenes et de protéoglycanes. La matrice interstitielle est
constituée de collagéne de type |, fibronectine, élastine, protéoglycanes et glycosaminoglycanes. Les
myofibroblastes communiquent avec cette matrice par I'intermédiaire d’intégrines présentes a leur surface.

De maniére physiologique mais aussi en conditions pathologiques, le remodelage de la MEC
est médiée par diverses enzymes comme les métalloprotéinases de type MMP (Lu et al., 2011)
et de type ADAM (A Desintegrin Metalloproteases) (White, 2003), des inhibiteurs de
métalloprotéinases (TIMP) (Khokha, Murthy and Weiss, 2013), des méprines (Kruse et al.,

2004) et des activateurs de plasminogénes (Smith and Marshall, 2010).

a. Les collagenes
Le collagene est la protéine la plus abondante dans la matrice interstitielle et est également
un constituant majoritaire des membranes basales (Kadler et al., 2007). Le collagene, qui
représente pres de 30% des protéines chez ’lhomme, est synthétisé principalement par les
fibroblastes et est souvent organisé en fibres ou en réseaux (Frantz, Stewart and Weaver,
2010; Fidler et al., 2018). La famille des collagénes contient 28 types différents, formés a partir
d’au moins une cinquantaine de chaines polypeptidiques chez les vertébrés (Heino, 2007).
Chaque type de collagéne présente une organisation, des propriétés et une distribution

tissulaire spécifiques (Theocharis et al., 2016). Chaque type de collagéne est constitué de trois
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chaines a, dont un domaine est organisé en triple hélice (Shoulders and Raines, 2009). Les
chaines a comprennent un segment de longueur variable constitué de la répétition du motif
Glycine-X-Y ou X et Y sont généralement et respectivement une proline et une 4-

hydroxyproline (Shoulders and Raines, 2009; Kirkness, Lehmann and Forde, 2019) (Figure 21).
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Figure 21 : Structure et formation des fibres de collagéne. Le collagene est formé a partir d’'une séquence
d’acides aminés généralement constituée de Glycine-Hydroxyproline-Proline flanquée par des pro-peptides en
région N-terminal et C-terminal. Ainsi, trois chaines a sont assemblées en une triple hélice a partir de I'extrémité
C-terminal. Le tropo-collagéne ainsi formé est sécrété dans le milieu extracellulaire. Enfin, les pro-peptides sont
clivés par des métalloprotéinases favorisant la formation de fibres de collagene.
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La superfamille des collagenes peut étre divisée en 7 catégories dont le collagene fibrillaire,
quantitativement majoritaire (Shoulders and Raines, 2009). Le collagéne fibrillaire comprend
les collagenes de type |, 11, IIl, V, XI, XXIV et XXVII que I'on retrouve dans les tissus ol s’exerce
une force de traction, principalement la peau (Haverkamp et al., 2022), les tendons (Zhang et
al., 2005) ou encore le cartilage (Wu et al., 2010) (Figure 22). Parmi les collagénes fibrillaires,
le collagéne de type | (COL1) est le plus abondant chez les vertébrés. COL1 participe a la
structure tissulaire et a la résistance mécanique des tissus et des organes (Sheehy et al., 2020).
Il est notamment présent au niveau de la membrane basale, des ligaments, des tendons, de
la peau, des vaisseaux sanguins, ou encore des os (Varma, Orgel and Schieber, 2016; Naomi,
Ridzuan and Bahari, 2021). La production de collagéne est nécessaire au processus de
réparation tissulaire, et par conséquent, a l'initiation et la progression de la fibrose (Wen et
al., 2016). En effet, dans un contexte fibrotique, les fibroblastes activés (myofibroblastes)
produisent en quantité excessive les composants de la matrice extracellulaire,
majoritairement les collagénes de type | et Il (MacKenna, 2000). Parmi les collagéne produits
par les fibroblastes activés, le collagene de type | représente a lui seul prés de 80% des

collagénes synthétisés (MacKenna, 2000).
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Figure 22 : Classification, organisation, distribution et structure des différents types de collagéne. La super-
famille des collagénes est divisée en 7 catégories de collagéne selon leur composition, leur organisation, leur
distribution tissulaire et enfin leur structure quaternaire. On distingue ainsi : les fibres de collagene, les réseaux
de collagéne, les FACIT (Collagénes Associés a des Fibrilles avec des Triples hélices), les MACIT (Collagenes
Associés a la Membrane avec des Triples hélices), les fibres d’ancrage, les collagénes en forme de filaments de
perles et les multiplex. D’aprés Theocharis et al., 2016.

b. Les protéoglycanes
Les protéoglycanes (PG) sont constitués d’un noyau protéique sur lequel sont liées de maniere
covalente plusieurs chaines de glycosaminoglycanes (GAG), généralement sulfatées. Les GAG
sont constitués de la répétition d’'un motif disaccharidigue composé d’une hexosamine
(glucosamine ou galactosamine) et d’un autre ose (acide glucuronique, acide iduronique ou
galactose) (Theocharis et al., 2010, 2016). La chondroitine sulfate, le dermatane sulfate, le
kératane sulfate et I'acide hyaluronique sont des exemples de GAG communs (Theocharis et

al., 2010) (Figure 23).
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Figure 23 : Composition et structure des protéoglycanes. (A) Exemple de glycosaminoglycanes constitutifs des
protéoglycanes ; (B) Les protéoglycanes, organisés autour d’une chaine d’acide hyaluronique, sont constitués de
nombreuses chaines de glycosaminoglycanes. PG = protéoglycanes ; GAG = glycosaminoglycanes.

Au niveau de la MEC, les PG participent a de nombreux processus cellulaires, dont la
signalisation cellulaire, la prolifération, la migration, la différenciation, I'apoptose ou encore
I’adhésion cellulaire, en interagissant avec des facteurs de croissance, des cytokines et des
chimiokines, mais également avec des protéines de surface et d’autres composants de la MEC
(Theocharis et al., 2010, 2014; lozzo and Sanderson, 2011) et jouent ainsi un réle important

dans la structuration de la MEC (lozzo and Sanderson, 2011).

c. Les glycoprotéines de structure
i.  Généralités
On dénombre plus de 200 glycoprotéines de structures variées participant a la structuration
de la MEC et I'ancrage des cellules a la MEC. La plupart des glycoprotéines sont multimeriques
et constituées de plusieurs domaines d’interaction ou de liaison avec les constituants de la
MEC ou des récepteurs a la surface des cellules comme les intégrines (Hynes, 2009; Hynes and
Naba, 2012). La plupart des glycoprotéines restent partiellement caractérisées a I’heure
actuelle. Parmi les glycoprotéines les plus étudiées, on retrouve la fibronectine ubiquitaire et

la laminine, spécifique des membranes basales (Bilow and Boor, 2019).
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ii.  Les fibronectines

Les fibronectines sont les glycoprotéines de structure les plus abondantes et ubiquitaires de
la MEC et jouent un réle biologique important et varié dans le développement (George et al.,
1993), la prolifération (Han and Roman, 2006), la différenciation (VanSlyke, Boswell and Musil,
2018), la migration (Gui et al., 2006) et la cicatrisation (Bielefeld et al., 2011), principalement
par des voies de signalisation dépendantes des intégrines (Hynes, 1992, p. 199). La
fibronectine est une protéine dimérique trés conservée constituée de deux monomeres
similaires, de 220 et 250 kDa, reliés par deux ponts disulfures a leur extrémité C-terminale.
Chaque monomere est constitué de 3 modules distincts, dénommés types |, Il et Il (Hynes,

1986; Singh, Carraher and Schwarzbauer, 2010) (Figure 24).
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Figure 24 : Structure d’'un monomeére de fibronectine. Chaque monomere de fibronectine s’organise a partir de
trois sous-unités : type |, type Il et type lll. Les régions lis, lll12 et lllo-10 @ainsi que le dimére de cystéine sont
nécessaires a 'assemblage de la fibronectine. La région 1l11-2 possede des sites de liaison a la fibronectine et
participe aux changements de conformation. Il existe d’autres sites de liaison aux autres constituants de la MEC
(collagéne, héparine, fibronectine) au niveau des régions « collagéne », lllas et lll12-14. Les régions EIlIA et EIIB
sont des domaines issus de I'épissage alternatif. D’aprés Singh, Carraher and Schwarzbauer, 2010.

Bien qu’un seul géne code la fibronectine, une vingtaine de variants issus de I'épissage
alternatif ont été identifiés chez 'homme (Kosmehl, Berndt and Katenkamp, 1996). La
fibronectine cellulaire s’organise sous forme de fibres d’une taille comprise entre une dizaine

de nanometres et une dizaine de micrométres (Davidson, Keller and DeSimone, 2004).
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Divers stimuli entrainent la production de fibres de fibronectine, notamment lors du
remodelage tissulaire en cas d’agression chronique et au cours du développement
embryonnaire (Patten and Wang, 2021). La fibronectine participe également a la progression
tumorale (Wan et al., 2013; Ghura et al., 2021). De plus, la fibronectine est capable d’interagir
avec la partie LTBP du TGF-B latent afin de constituer une réserve de TGF- inactive (Rifkin,

2005; Hynes, 2009).

Il. LaFibrose hépatique

La fibrose hépatique survient aprés une lésion chronique ou une inflammation hépatique
d’étiologies variées. En effet de nombreuses maladies hépatiques inflammatoires peuvent, en
I'absence de traitement efficace, causer une fibrose telles qu’une hépatite auto-immune ou
virale (hépatite B et C), 'exces de consommation d’alcool, une maladie du foie gras non
alcoolique (foie gras non alcoolique et stéato-hépatite non alcoolique), une obstruction
biliaire, une cholangite biliaire primitive ou encore une hémochromatose (Marcellin and
Kutala, 2018; Parola and Pinzani, 2019). A terme, les lésions de fibrose peuvent engager le
pronostic fonctionnel hépatique et le pronostic du patient, nécessitant dans les stades
avancés, le recours a la transplantation hépatique. A un stade avancé la fibrose conduit en
effet a la cirrhose (Asrani et al., 2019) ou a un hépatocarcinome dans 5 a 30% des cas (El-

Serag, 2011; Moon et al., 2019).

1. Aspects cliniques
a. Epidémiologie
Les maladies chroniques du foie (MCF) représentent un probléme de santé publique majeur.
En effet, dans le monde, plus de 800 millions de personnes sont atteintes d’'une MCF avec 2
millions de décés par an, toutes étiologies confondues (Byass, 2014). Alors que les infections
virales hépatiques sont prédominantes dans les pays africains, asiatiques et sud-américains,
ce sont les maladies chroniques liées a une consommation excessive d’alcool ou un désordre
métabolique telles que la NASH (Non Alcoholic SteaotoHepatitis) et NAFLD (Non Alcoholic
Fatty Liver Disease) qui sont majoritaires dans les pays occidentaux (GBD 2016 Disease and

Injury Incidence and Prevalence Collaborators, 2017; Marcellin and Kutala, 2018) (Tableau 5).
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Tableau 5 : Epidémiologie des maladies chroniques du foie dans le monde en 2016.

Etiologie Incidence Prévalence Estimation
(millions) (%) (millions)
Hépatite B 4,536 3,6 240
Hépatite C 3a4 2,5 170
Consommation 16,6 4,5 Pas
d’alcool disponible
NAFLD 13,6 5a8 570
NASH 2,5 3-5 145

D’aprés Marcellin and Kutala, 2018. NAFLD = Non-Alcoholic Fatty Liver Disease; NASH = Non-Alcoholic
SteatoHepatitis.

b. Diagnostic
Bien que le meilleur moyen de diagnostiquer une fibrose hépatique reste la biopsie, cette
méthode est peu utilisée. En effet, cette méthode est invasive et présente des risques de
complications élevés comme le risque hémorragique (Bedossa, Dargere and Paradis, 2003).
De plus, la petite taille d’'une biopsie par rapport a la taille du foie est a I'origine de faux
négatifs (Bedossa, Dargere and Paradis, 2003). C’est pourquoi de nombreux moyens de

diagnostic non invasifs ont été développés afin de limiter les recours a la biopsie.

i Le scoring

Plusieurs méthodes de scoring ont été développées afin d’estimer les stades de fibrose : FO-2
(faible risque de fibrose), F3-4 (fibrose avancée) et F4 (cirrhose) (Lai and Afdhal, 2019). Les
méthodes de scoring, parmi lesquelles on distingue le score NFS (Nonalcoholic Fatty liver
disease Fibrosis score) (Angulo et al., 2007; Lai and Afdhal, 2019), le score FIB-4 (Fibrosis-4)
(Shah etal., 2009; Li et al., 2014) et le score APRI (Aspartate aminotransferase to Platelet Ratio
Index) (Wai et al., 2003), sont basées sur des formules empiriques prenant en compte diverses

variables (Tableau 6).
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Tableau 6 : Principales méthodes de scoring utilisées pour déterminer les stades de fibrose.

Score NFS FIB-4 APRI
Etiologies NAFLD NAFLD, Hépatite B et NAFLD, Hépatite B et
Hépatite C Hépatite C

Variables - Age - Age - ASAT

- Indice de Masse - Numération - Numération

Corporelle plaquettaire plaquettaire
- Indice glycémique - ASAT
- Numération - ALAT

plaquettaire
- Dosage de I'albumine
- Ratio ASAT/ALAT

NFS = Non-alcoholic Fatty liver disease Fibrosis score ; FIB-4 = Fibrosis-4 ; APRI = Aspartate aminotransferase to
Platelet Ratio Index ; NAFLD = Non-Alcoholic Fatty Liver Disease ; ASAT = Aspartate AminoTransferase ; ALAT =
Alanine AminoTransferase.

ii. ~ Panel de biomarqueurs

Différents panels basés sur le dosage de marqueurs sanguins ont également été mis en place.
On distingue ainsi le panel ELF (Enhanced Liver Fibrosis) (Rosenberg et al., 2004), I’hépascore

(Adams et al., 2005) et le fibrotest (Angulo et al., 2013) présentés tableau 7.

Tableau 7 : Panels de biomarqueurs sanguins utilisés pour déterminer les stades de fibrose.

Panel ELF Hépascore Fibrotest
Variables - Acide - Age - Age
mesurées hyaluronique - Sexe - Sexe
- TIMP-1 - Bilirubine - Bilirubine
- Peptide N- - GGT - GGT
terminal du - Acide hyaluronique - Acide hyaluronique
procollagene llI - a2-macroglobuline - a2-macroglobuline
- haptoglobine

- Apolipoprotéine Al

TIMP-1 = Tissue Inhibitor of MetalloProteinase-1 ; GGT = Gamma-Glutamyl Transferase.

iii.  Le Fibroscan
Le fibroscan est une méthode d’échographie développée en 2003 permettant de mesurer la
vitesse des ondes de cisaillement a I'aide d’un transducteur ultrasonique (Sandrin et al., 2003).
La vitesse de propagation des ondes refléte la rigidité tissulaire. Plus précisément, plus I'onde

se propage rapidement, plus le tissu est rigide et fibreux (Sandrin et al., 2003; Fraquelli et al.,
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2007). Le fibroscan est une technique tres sensible qui permet de différencier les différents
stades de fibrose. En effet, Tsochatzis et al., (2011) ont déterminé des seuils de vitesse en

fonction des stades de fibrose a partir d’'une méta-analyse.

2. Mécanismes de fibrose hépatique
Les MCF sont a l'origine d’un processus de cicatrisation aberrant conduisant au
développement de la fibrose hépatique, caractérisée par I'accumulation des constituants de
la MEC et la substitution progressive du parenchyme hépatique par du tissu fibreux
(Hernandez-Gea and Friedman, 2011). Bien que les mécanismes de fibrose hépatique soient
similaires quelle qu’en soit I'étiologie, différents schémas de progression de la fibrose ont été
décrits. En effet, la localisation des lésions de fibrose et I'origine des cellules fibrogéniques
varient selon I'étiologie (Cassiman et al., 2002). Par exemple, dans le cadre d’une hépatite B
ou C, les lésions de fibrose forment un pontage entre la veine porte et la veine centrale alors
que dans le cadre d’une obstruction des voies biliaires, les Iésions de fibrose se développent

autour des canaux biliaires (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).

L’agression hépatique conduit a I'activation des cellules mésenchymateuses résidentes en
myofibroblastes. En particulier, les cellules stellaires (HSC) situées au niveau de 'espace de
Disse, entre les cellules endothéliales et les hépatocytes, jouent un réle prépondérant

(Friedman, 2008) (Figure 25).
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Figure 25 : Mécanisme de fibrose hépatique. Les maladies chroniques du foie entrainent des dommages au
niveau des hépatocytes, induisant le recrutement de cellules immunitaires. Les cellules immunitaires,
principalement des neutrophiles et des macrophages sécretent des cytokines, chimiokines et des ROS entrainant
I’activation des cellulaires stellaires. Ces derniéres acquierent un phénotype myofibroblastique et sécrétent les
composants de la MEC. Un déséquilibre entre production (par les TIMP) et dégradation (par les MMP) de la MEC
est a I'origine d’une fibrose hépatique. DAMP = Dammage-Associated Molecular Patterns ; gHSC = quiescente
Hepatic Stellate Cells ; aHSC = activated Hepatic Stellate Cells ; PDGF = Platelet-Derived Growth Factor ; TGF-f =
Transforming Growth Factor B ; MEC = Matrice Extra-Cellulaire ; HBV = Virus de I'Hépatite B ; HCV = Virus de
I’'Hépatite C; NASH = Non Alcoholic SteaotoHepatitis ; TIMP = Tissu Inhibitor of MetalloProteinase ; MMP =
Matrix MetalloProteinase.

Apreés activation, les HSC perdent leur contenu en vitamine A, acquiérent une capacité accrue
de prolifération, de contraction, de migration, et de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
et pro-fibrogéniques ainsi que de composants de la MEC (Friedman, 2008). L’activation des
HSC est principalement médiée par le TGF-B et le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor
(Roehlen, Crouchet and Baumert, 2020).

Bien que les HSC représentent la premiére source de cellules fibrogéniques hépatiques
(Friedman, 2010; Mederacke et al., 2013), l'implication d’autres types cellulaires
fibrogéniques a été démontrée, en particulier (i) les fibroblastes portaux (cellules

mésenchymateuses portales) (Kisseleva, 2017; Lei et al., 2022) ; (ii) les fibrocytes (Baba et al.,
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2004; Mallat and Lotersztajn, 2009); (iii) les cellules épithéliales (hépatocytes et

cholangiocytes) grace au processus de TEM (Yu et al., 2018) (Figure 26).

Fibroblastes portaux, fibrocytes,
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Figure 26 : Origine et principales propriétés des cellules fibrogéniques hépatiques. Au niveau hépatique,
I'origine des cellules fibrogéniques est diverse. Les cellules majoritairement impliquées dans le processus de
fibrose sont les cellules stellaires. Les myofibroblastes hépatiques peuvent également dériver des fibroblastes
portaux, des fibrocytes ou encore des hépatocytes et des cholangiocytes grace a la TEM. A titre d’exemple, sous
I'effet de diverses agressions chroniques, les cellules stellaires quiescentes (qHSC) sont activées par le TGF-B, le
PDGF ou encore les ROS et acquierent des propriétés prolifératives et migratoires. Les myofibroblastes expriment
I’a-SMA leur conférant des propriétés contractiles, sécrétent des TIMP et les composants de la MEC. Les cellules
de Kupffer sécrétent des métalloprotéinases pour dégrader la MEC ainsi produite. HSC : Cellules Stellaires ; TGF-
B : Transforming Growth Factor ; PDGF : Platelet-Derived Growth Factor ; ROS : Espéces Réactives a I'Oxygene ;
o-SMA : Actine alpha du muscle lisse ; TIMP : Inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases; MMP :
Métalloprotéinases matricielles ; MEC : Matrice Extracellulaire ; TEM = Transition Epithélio-Mésenchymateuse.

3. Réversibilité de la fibrose hépatique et solutions thérapeutiques
Les options thérapeutiques proposées pour le traitement de la fibrose hépatique sont limitées
a I'heure actuelle. La solution thérapeutique la plus utilisée reste le traitement de la cause
(Lee, Wallace and Friedman, 2015; Altamirano-Barrera, Barranco-Fragoso and Méndez-
Sanchez, 2017), bien que la transplantation hépatique soit I'option la plus efficace chez les

patients en stade terminal (Fallowfield and Iredale, 2004).
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Il est maintenant clairement établi que la fibrose hépatique peut régresser. Ainsi, chez des
patients atteints d’hépatite B ou C chronique, une régression de la fibrose et une diminution
des quantités de collagene produites dans le foie a été observée dans la majorité des cas apres
traitement des hépatites présentant une réponse virologique compléte (D’Ambrosio et al.,
2012; Marcellin et al., 2013; Lee, Wallace and Friedman, 2015). De plus, la régression de la
cirrhose a également été observée depuis, chez des patients souffrant de lésions hépatiques
dues a la consommation excessive d’alcool, de cirrhose biliaire secondaire, de NASH,
d’hémochromatose, d’obstruction biliaire et d’hépatite auto-immune (Ellis and Mann, 2012;
Pellicoro et al., 2014). Par ailleurs, la réversibilité des lésions de fibrose séveres est moindre
chez les patients atteints de NASH, en I'absence de traitement spécifique (Tai et al., 2012).
Cependant, chez des patients obeses atteints de NASH et ayant bénéficié d’une chirurgie
bariatrique, des effets prometteurs ont été observés. En effet, un an aprés chirurgie, on
observe un début de résolution de la NASH jusqu’a sa résolution compléte cing ans apreés la
chirurgie (Lassailly et al., 2020). Expérimentalement, il a été démontré que lors de la
régression de la fibrose hépatique, les myofibroblastes deviennent apoptotiques (Pellicoro et
al., 2014) ou sénescents (Krizhanovsky et al., 2008). Des mécanismes de « désactivation » des
myofibroblastes ont également été démontrés (Troeger et al., 2012; Merkt et al., 2021). La
preuve du caractére réversible de la fibrose hépatique constitue donc une excellente base
rationnelle pour la recherche de traitements a visée anti-fibrotique (Lee, Wallace and
Friedman, 2015). En effet, prés de mille essais cliniques visent actuellement a traiter la fibrose

hépatique ou a développer des tests diagnostiques (www.clinicaltrials.gov), témoignant de

I'intérét de cette thématique pour les laboratoires publics et privés (Lee, Wallace and

Friedman, 2015).
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Les microARN

Les derniéres avancées dans le domaine de la biologie moléculaire ont révolutionné notre
conception du génome en montrant que I'expression des genes n’est pas seulement régulée
par des protéines mais également par la fraction non codante du génome (Panni et al., 2020).
Les ARN non codants (ARNNc) sont classés selon leur taille (Esteller, 2011). On distingue ainsi,
en particulier, les petits ARNnc (< 50 nt), dont font partie les microARN (miARN) et les longs
ARN non codants (IncARN > 200 nt) (Esteller, 2011) (Figure 27).

Catégories d’ARN Fonctions
ARN codants | | ARNm ” Expression des protéines |
| ARN ribosomaux (ARNTr) ” Synthése de protéines |
| ARN de transfert (ARNt) ” Synthése de protéines |

Régulation de la chromatine
Long ARN non codants (IncARN) Régulation post-transcriptionnelle
Régulation de la transcription

ARN ARN non

A | microARN (miARN) ” Régulation des ARNm |
{ARNNC)

| Petits ARN interférents (siARN) ” Inhibition post-transcriptionnelle |

Petits ARN | Petits ARN nucléolaire (snoARN) ” Modification chimique des ARN |

LG L | Petits ARN nucléaire (snARN) ” Maturation des ARN |

Inhibition de I'activité des transposons
ARN interagissant avec piwi (piARN) pendant le développement
embryonnaire

Figure 27 : Classification des ARN non codants (ARNnNc). D’aprés Van der Hauwaert et al., 2019.

Les microARN (miARN) sont des petits ARNnc d’une vingtaine de nucléotides qui régulent
négativement I'expression des génes (Lu and Rothenberg, 2018; Ghanbarian, Yildiz and Tutar,
2022). A ce jour, chez 'Homme, pres de 2700 miARN matures (miRbase v22.1) ont été
identifiés (Kozomara, Birgaoanu and Griffiths-Jones, 2019). Les miARNs, qui réguleraient la
majorité des ARNm, sont impliqués dans la plupart des processus cellulaires (Lin et al., 2019;
H. Zhang et al., 2021; Zhao et al., 2022) et leur dérégulation joue un réle important dans de
nombreuses pathologies comme le cancer (McManus, 2003; Li et al., 2019), les maladies
cardio-vasculaires (lkeda et al., 2007; Cheng et al., 2022) ou encore les maladies fibro-

prolifératives (van Rooij et al., 2007; li et al., 2009; Pottier et al., 2014; Savary et al., 2019b).
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1. Biogeneése
Les genes de miARN sont transcrits dans le noyau par ’ARN polymérase Il en un transcrit
primaire de taille variable, nommé pri-miARN. Ce dernier est ensuite pris en charge par un
complexe enzymatique constitué de I’endonucléase DROSHA et de la protéine DGCRS8
(DiGiorge Critical Region 8), catalysant I’hydrolyse du pri-miARN en un pré-miARN d’environ
70 nucléotides. Le pré-miARN est alors exporté dans le cytoplasme grace a un complexe
exportine 5-Ran-GTP (EXP5). La maturation du pré-miARN se poursuit par un nouveau clivage
réalisé par I'endonucléase DICER, a I'origine de la formation d’'un duplex contenant les
séquences du (ou des) miARN mature(s). Le duplex de miARN est enfin pris en charge par le
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex) (Jonas and lzaurralde, 2015; Larrue et al.,
2022; Rani and Sengar, 2022) (Figure 28). Une fois chargé au sein du complexe RISC, le brin
« guide » pourra exercer sa fonction de répression génique alors que le brin « passager » sera
rapidement relargué dans le cytoplasme pour y étre dégradé. Cependant, dans certains cas,
les deux brins exercent une activité biologique. On distingue alors les deux miARN par les

suffixes -3p et -5p selon leur brin d’origine (Ro et al., 2007; Chiang et al., 2010).
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Figure 28 : Biogenése des miARN. Le geéne du miARN est transcrit dans le noyau par I’ARN polymérase Il puis est
ensuite clivé en pré-miARN. Ce dernier est exporté dans le cytoplasme par |'exportine-5 et clivé par DICER en un
duplex de miARN matures. Le duplex est ensuite pris en charge par le complexe RISC. Le brin dit « passager » est
dégradé tandis que le brin « guide » pourra exercer sa fonction de répression génique soit en dégradant I’ARNm
cible soit en inhibant la traduction de I’ARNm. ARN pol Il = ARN polymérase Il ; EXP5 = Exportine-5; TRBP =
Transactivation response element RNA-Binding Protein) ; AGO2 = Argonaute 2.
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2. Mécanisme d’action

a. Le complexe RISC
Le complexe RISC est composé, chez 'homme, de 4 protéines argonautes (Agol a Ago4).
Parmis elles, seule Ago2 exerce la fonction d’endonucléase au niveau de ’ARNm cible si la
complémentarité entre le miARN et sa cible est parfaite (Ameres and Zamore, 2013; Jonas and
Izaurralde, 2015). Cependant, ce mécanisme est minoritaire chez les animaux (Huntzinger and
Izaurralde, 2011). Ainsi dans la majorité des cas, 'appariement entre le miARN et sa cible est
imparfait, et les miARN exercent leur fonction de répression génique principalement par un
mécanisme de déstabilisation des ARNm (Jonas and lzaurralde, 2015), impliquant Ia
déadénylation de la queue poly-A de I’/ARNm a son extrémité 3’ par le complexe déadénylase
CAF1-CCR4-NOT, puis I'ablation de la coiffe de I’ARNm par I'enzyme DCP2 (Decapping mRNA
2), et enfin la dégradation du transcrit cible par I'exoribonucléase 1 (XRN1) (Huntzinger and

lzaurralde, 2011) (Figure 29).

ARNm

Déadénylation
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Figure 29 : Mécanisme de dégradation de ’ARNm. La déadénylation de la queue poly-A de 'ARNm est initiée
par le complexe PAN2-PAN3 et poursuivie par le complexe CAF1-CCR4-NOT. La déadénylation est suivie de
I’ablation de la coiffe en 5’ par 'enzyme DCP2 puis par la dégradation de ’ARNm par I'exoribonucléase XRN1.
PAN2 et 3 = Poly-A Nuclease 2 et 3; DCP1 et 2 = Decapping Protein 1 et 2 ; EDC3 et 4 = Enhancer od Decapping 3
et 4 ; DDX6 = Dead Box protein 6 ; XRN1 = Exoribonuclease 1. D’aprés Jonas and lzaurralde, 2015.
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b. Reconnaissance du géne cible
La reconnaissance de I’ARNm par le miARN est principalement conditionnée par la
complémentarité entre une courte séquence (« seed ») du miARN, comprenant généralement
les nucléotides 2 a 7 en 5’ et la séquence « MRE » (miRNA Responsive Element) de ’ARNm,
située généralement dans la région 3’-UTR (Untranslated Transcribed Region) de ’ARNm cible
(Bartel, 2004, 2009; Agarwal et al., 2015). Dans 25% des cas, la séquence MRE peut étre située
dans la séquence codante de ’ARNm (Chi et al., 2009) et dans de rares cas, au niveau de sa

région 5’-UTR (@rom, Nielsen and Lund, 2008).

3. Fonctions biologiques
De nombreuses études portant sur les miARN ont émergé ces vingt derniéres années et ont
permis de démontrer I'importance des miARN dans la régulation de genes impliqués dans le
développement et les processus biologiques (Triboulet et al., 2007; Chaudhuri et al., 2011; Li
and He, 2012; Bhaskaran and Mohan, 2014; Ha and Kim, 2014; Bartel, 2018). Leur dérégulation
est a I'origine de maladies comme le cancer (Dai et al., 2019) et les maladies fibroprolifératives
(Sun et al., 2022). Ainsi, les miARN sont devenus des cibles thérapeutiques intéressantes et

certains d’entre eux font d’ores et déja I'objet d’études cliniques (van der Ree et al., 2016).

a. Mécanismes d’action
Le développement des connaissances actuelles a permis, en fonction du contexte cellulaire,
de définir quatre modes d’action principaux des miARN qui sont illustrés ci-dessous en prenant

I’exemple des miARN du cluster miR-199/214 (Figure 30).
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Figure 30: Mécanismes d’action des miARN. Quatre modes d’action principaux ont été identifiés. (i)
transmission du signal. Le miARN fait partie de la voie de signalisation. Exemple de PPARS ; (ii) régulation du
signal. Le miARN régule finement la voie de signalisation mTOR en inhibant SIRT1 ; (iii) Boucle de régulation
positive. La dérégulation du miARN amplifie la réponse biologique. Exemple de I'amplification de la voie de
signalisation du TGF-p par miR-199a-5p ; (iv) Boucle de régulation négative. L’activation de miR-199a-3p limite la
voie de signalisation de p53 en inhibant CABLES1. D’apreés Fellah et al., 2022.

i.  Latransmission du signal

Dans ce cas, le miARN fait partie intégrante de la voie de signalisation, et son absence

empéche la transmission du signal. A titre d’exemple, au niveau cardiaque, la régulation du

métabolisme des acides gras, induite par I’hypoxie, nécessite I'induction de miR-214-3p et le

ciblage de PPAR-& par ce miARN (el Azzouzi et al., 2013).

ii.  Larégulation du signal

Bien que le miARN ne soit pas inclus dans une voie de signalisation, sa dérégulation affecte

indirectement la réponse biologique. Par exemple, dans le Syndrome de Rett, une maladie

liée au développement neuronal, MeCP2 induit I'expression de miR-199a-5p qui impacte

indirectement la voie de signalisation mTOR en ciblant SIRT1 (Tsujimura et al., 2015).
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iii.  Les boucles de rétrocontréle positif

Elles permettent d’amplifier le signal. A titre d’exemple, dans la fibrose pulmonaire,
I’expression de miR-199a-5p est induite par le TGF-B. De plus, miR-199a-5p cible CAV-1, un
constituant des cavéoles responsable de la dégradation du récepteur au TGF-, amplifiant

ainsi la voie du TGF-B (Savary et al., 2019b).

iv.  Les boucles de régulation négative

Al'inverse, elles permettent de limiter le signal. Par exemple, dans le contexte de I'insuffisance
cardiaque, I'activation de miR-199a-3p par p53 induit I'inhibition de CABLES1, un régulateur
positif de p53. miR-199a-3p limite ainsi le processus de mort cellulaire par apoptose (Liu et al.,

2017b).

b. Role des miARN dans les maladies fibroprolifératives
Depuis que van Rooij et al., (2007) ont mis en évidence |'implication de miR-208 dans la fibrose
cardiaque, de nombreux mIiARN dénommés « fibromiR » ont été décrits (Patel and
Noureddine, 2012; Pottier et al., 2014; Roy et al., 2015; Savary et al., 2019a; Arrighi et al.,
2021) (Tableaux 8-9).

Tableau 8 : Exemples de miARN pro-fibrotiques.

miARN Tissus Cibles Mécanismes Références
miR-21 Foie SMAD7 N Voie de signalisation du TGF-B Lietal., 2021a
N Expression de génes pro-
fibrotiques
N Différenciation des fibroblastes
Rein PTEN ‘N Expression de génes pro- Zhao et al., 2021a
fibrotiques
1 Différenciation des fibroblastes
Coeur SMAD7 N Expression de génes pro- Yuan etal., 2017
fibrotiques
N Différenciation des fibroblastes
M Prolifération et migration
cellulaire
Poumon SMAD7 N Expression de génes pro- Liu et al., 2010
fibrotiques
1 Différenciation des fibroblastes
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miR-199a-
5p

Poumon

CAV1

1 Voie de signalisation du TGF-B
N Expression de génes pro-
fibrotiques
/M Différenciation des fibroblastes
/M Prolifération et invasion cellulaire

Lino Cardenas et al.,
2013 ; Savary et al.,
2019a

Foie

SOCSs7

N Expression de génes pro-
fibrotiques
1 Différenciation des fibroblastes

Ding et al., 2021

miR-122

Péritoine

SMADS5

N Voie de signalisation du Wnt/B-
caténine
N Expression de génes pro-
fibrotiques
/M Différenciation des fibroblastes
N EMT

Liu et al., 2022b

Rein

FOX03

N Expression de génes pro-
fibrotiques
N Migration cellulaire
N Inflammation
1 Stress oxydant

Liu et al., 2022a

miR-34a

Foie

ACSL1

M progression de la fibrose

Lietal., 2011

miR-214-3p

Muscles

FGFR1

1 Différenciation des fibroblastes

Arrighi et al., 2021

Poumon

GSK-3B

N Voie de signalisation du Wnt/B-
caténine
N Expression de génes pro-
fibrotiques
/N Différenciation des fibroblastes

Savary et al., 2019a ;
Savary et al., 2019b

miR-33a

Foie

PPARa

M Voie de signalisation du TGF-B
1 Expression de génes pro-
fibrotiques
1 Différenciation des fibroblastes
M Prolifération cellulaire

Li et al, 2014b

Coeur

Smad2/3

1 Voie de signalisation du TGF-B
N Expression de génes pro-
fibrotiques
M Prolifération

Yu etal., 2017

Tableau 9 : Exemples de miARN anti-fibrotiques.

miARN Tissus Cibles Mécanismes Références
miR-17~92 Poumon DNMT1 N Méthylation Dakhlallah et al., 2013
{ Expression de génes pro-fibrotiques
miR-24-3p Muscles SMAD2 { Voie de signalisation du TGF-B Sun et al., 2018
squelettiques { Expression de génes pro-fibrotiques
miR-29 Foie Collagéne | Expression de génes pro-fibrotiques  Roderburg et al., 2011
J Différenciation des fibroblastes
Rein Collagene J, Expression du collagéne Wang et al., 2012b
Poumon SMAD3 { Voie de signalisation du TGF-B Xiao et al., 2012
J Expression de génes pro-fibrotiques
miR-122-5p Muscles TGFBR2 { Voie de signalisation du TGF-B Sun et al., 2018
squelettiques J Expression de génes pro-fibrotiques
miR-34a Rein NOTCH1 N Apoptose Zhang and Yang, 2022
J Prolifération
{ Expression de génes pro-fibrotiques
Foie SMAD4 { Voie de signalisation du TGF-B Feili et al., 2018
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Ainsi, les « fibromiR » jouent un r6le essentiel dans les voies de signalisation a la fois pro-
fibrotiques et anti-fibrotiques, et une dérégulation de leur expression affecte les réponses
biologiques qui découlent de ces voies (Pottier et al., 2014). A titre d’exemple, une faible
expression de miR-29 est associée a la production excessive des composants de la MEC (Van
Rooij et al., 2008; Roderburg et al., 2011; Chioccioli et al., 2022). En effet, Van Rooij et al.,
(2008) ont montré que I'activation de la voie du TGF-B inhibe I'expression de miR-29. Cette
inhibition est associée a la sur-expression de genes pro-fibrotiques. De méme, la sur-
expression de certains miARN, comme par exemple miR-33a, miR-21 ou encore miR-199a-5p,
est associée a la prolifération des fibroblastes, a la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes et a la sur-expression de génes pro-fibrotiques comme les collagénes de type
| et de type lll, en régulant positivement notamment la voie de signalisation du TGF- et plus
particulierement en favorisant la phosphorylation de Smad2 et Smad3 (Lino Cardenas et al.,
2013;Yuanetal.,2017;Yuetal., 2017; Savary et al., 2019a; Liet al., 2021a; Li and Han, 2014b).
De méme, miR-21, est I'un des microARN dont le réle dans l'initiation et le développement de
nombreuses maladies est le mieux documenté (Kumarswamy, Volkmann and Thum, 2011; Li,
Wei and Wang, 2018; Lu, Xie and Sun, 2021; Wang et al., 2022a). Son réle pléiotropique dans

les maladies rénales fait I'objet d’'une revue générale (Annexe 1 — page 216).

Annexe 1:

Larrue R*, Fellah S*, Van der Hauwaert C, Hennino MF, Perrais M, Lionet A, Glowacki F, Pottier
N, Cauffiez C.

The versatile role of miR-21 in renal homeostasis and diseases.
Cells. 2022 ; 11 : 3525.

* contribution équivalente

4. Cibles thérapeutiques
Les miARN sont des cibles thérapeutiques prometteuses en raison de leur role fondamental
dans la régulation génique, leur petite taille et leur haut degré de conservation entre les
especes (Kozomara and Griffiths-Jones, 2011). Ainsi, des approches thérapeutiques basées sur
la restauration du niveau d’expression aberrante d’un miARN ont été développées et certaines

d’entre elles sont d’ores et déja en phase d’essai clinique (Tableau 10).
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Tableau 10 : Etudes cliniques et pré-cliniques en cours basées sur la régulation de I’expression des miARN.

Industrie miARN Stratégie Pathologie Statut Références
Santaris Pharma miR-122  Anti-miR Hépatite C Phase van der Ree et al., 2016
(Hoffmann-La Il
Roche)
Genzyme (Sanofi) miR-21 Anti-miR Syndrome d’Alport Phase Chavez et al., 2022
Il
Regulus miR-17 Anti-miR Maladie rénale polykystique Phase Lee et al., 2019
Therapeutics |
MiRNA miR-34a mimic Tumeurs solides Phase Hong et al., 2020
Therapeutics I
miRagen miR-155  Anti-miR Lymphomes cutanés Phase Seto et al., 2018
Therapeutics Il
miR-92a  Anti-miR Ischémie Phase Abplanalp et al., 2020
|
miR-29 mimic Fibrose cutanée Phase Gallant-Behm et al.,
Il 2019

Les stratégies développées dépendent du type de dérégulation de I'expression du miARN dans
le contexte pathologique. Il est possible soit de restaurer le niveau d’expression du miARN
lorsque son expression est diminuée (Xiao et al., 2007; van Rooij, Marshall and Olson, 2008),
soit d’inhiber son expression lorsque celle-ci est augmentée (Krutzfeldt et al., 2005; van Rooij,

Marshall and Olson, 2008) (Figure 31).
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Figure 31 : Stratégies proposées pour le ciblage des miARN. (A-B) Stratégie de restauration de I'expression des
miARN grace a des mimics (précurseurs de miARN) ou des vecteurs d’adénovirus (AAV); (C-D) Stratégie
d’inhibition de la fonction des miARN grace a la séquestration du miARN par un anti-miR ou par compétitivité
avec un Target Site Blocker (TSB). RISC = RNA-Induced Silencing Complex. D’apreés Pottier et al., 2014.

a. Restauration de la fonction du miARN
L'une des stratégies visant a restaurer le niveau d’expression d’un miARN consiste a introduire
un oligonucléotide de synthése, double brin, similaire au miARN mature endogene. Ce duplex
(ou « mimic ») est constitué d’un brin correspondant au brin « guide » du miARN d’intérét, et
d’un brin dit « passager », complémentaire (ou partiellement complémentaire) (van Rooij,
Marshall and Olson, 2008). La structure sous forme de duplex est nécessaire pour son

chargement au sein du complexe RISC (Martinez et al., 2002) (Figure 31.A).

Des modifications de bases des oligonucléotides de synthese, comme l'introduction de bases
2’-fluoro (2’-F) sont réalisées afin d’améliorer leur stabilité vis-a-vis des exonucléases, (Chiu
and Rana, 2003). De plus, des modifications des bases du brin passager, telle que la
modification 5’-0O-méthyl (5’-OMe), peuvent étre apportées afin de favoriser sa dégradation
et de réduire les effets « off-target » (Chiu and Rana, 2003; Jackson et al., 2006; Chen et al.,

2008). L'inconvénient majeur de cette option réside dans la restauration de I'expression du
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miARN d’intérét a un niveau supra-physiologique. L'utilisation de vecteurs viraux de type AAV
(Adeno-Associated-Virus) permet de pallier a cette limite (Figure 31.B) et permet de restaurer
I’expression des miARN a des niveaux physiologiques sans présenter de toxicité et sans étre
intégré au génome (Adriaansen, Vervoordeldonk and Tak, 2006; Aalbers, Tak and
Vervoordeldonk, 2011; van Rooij and Kauppinen, 2014). De maniére intéressante, un certain
nombre d’AAV modifiés ont été développés afin de cibler des tissus et types cellulaires
spécifiques (Michelfelder and Trepel, 2009), notamment des mosaiques de vecteurs associant
plusieurs sérotypes de AAV ou encore des virions chimériques contenant des protéines de

capsides (Wu, Asokan and Samulski, 2006).

b. Inhibition de la fonction du miARN

i. Inhibition des miARN

La stratégie d’inhibition la plus courante est basée sur |'utilisation d’oligonucléotides anti-sens
(ASO) de type antagomiR (« anti-miR ») et fait actuellement I'objet de plusieurs essais
cliniques chez ’'Homme, notamment le Miravisen dirigé contre miR-122 dans le cadre de
I’hépatite C (van der Ree et al., 2016) ou encore le Lademirsen dirigé contre miR-21 pour le
traitement du syndrome d’Alport (Gomez et al., 2015; Chavez et al., 2022) (Tableau 10). Les
anti-miR sont des séquences d’ARN, complémentaires du miARN mature, capables de
séquestrer le miARN au sein du complexe RISC, et par conséquent d’empécher l'interaction
du miARN sur sa cible (Obad et al., 2011; Stenvang et al., 2012; Pottier et al., 2014; van Rooij
and Kauppinen, 2014; Bennett, 2019) (Figure 31-C).

Par ailleurs, certains miARN, organisés en cluster, participent a la régulation de voies de
signalisation en exergant leur action de maniere synergique (Chhabra, Dubey and Saini, 2010).
Dans ce contexte, il apparait intéressant de pouvoir cibler leur transcrit primaire,
polycistronique, afin de pouvoir inhiber tous les miARN du cluster a I'aide d’une seule
molécule (Morelli et al., 2018; Savary et al., 2019a). Ainsi, il est possible d’utiliser des
molécules de type gapmer qui sont constituées d’'une séquences d’ADN (« gap ») entourée de
nucléotides modifiés (Asami et al., 2021). La formation d’un duplex ADN / ARN permet le
recrutement de la RNAse H nucléaire induisant ainsi la dégradation du transcrit primaire

(Bennett, 2019; Winkle et al., 2021) (Figure 32). Cette stratégie a déja montré des effets
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bénéfiques dans le cadre du myélome multiple en ciblant le long ARN non codant MIR17HG
(miR-17~92), transcrit primaire de six miARN matures (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a,
miR-19b-1 et miR-92a-1) (Morelli et al., 2018).

Région flanquante

¥

GaPmER ﬁ
pnm30s JanRLLRRRRECCCh Annn
ARN

Recrutement de la
RNAseH nucléaire

L ¥ g5*

Dégradation du transcrit

primaire

Figure 32 : Mécanisme d’action des GapmeR. La formation d’un duplex ADN/ARN induit le recrutement de la
RNAse H nucléaire et permet la dégradation du transcrit primaire dans le noyau. D’apreés Fellah et al., 2022.

L'introduction de modifications chimiques sur les nucléotides constitutifs des ASO permet
d’améliorer leurs parametres pharmacocinétiques, leur stabilité (résistance aux nucléases) ou
encore leur affinité pour leur(s) cible(s) (Bennett et al.,, 2017; Bennett, 2019). Parmi les
différentes modifications, les plus courantes correspondent a I'ajout en position 2’ du ribose
de groupements de type 2’-0O-méthyl ou 2’-Fluoro, ou a la formation d’un pont intra-caténaire
entre le 2’ et le 4’ du ribose (Locked Nucleic Acid, LNA). En particulier, les modifications de
type LNA permettent d’augmenter |'affinité de I’ASO pour sa cible (Obad et al., 2011; Bernardo
et al., 2012) (Figure 33).
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Figure 33 : Exemples de modifications chimiques des oligonucléotides. Afin d’améliorer les propriétés
pharmacocinétiques des ASO, des modifications chimiques peuvent étre faites au niveau des bases ou des riboses
constitutifs des nucléotides ou encore au niveau des liaisons phosphodiester. D’apres Fellah et al., 2022.

Par ailleurs, I'encapsulation permet d’améliorer la distribution des ASO. Enfin, la conjugaison

de I'ASO a des molécules biologiques (comme le cholestérol, des sucres, des acides gras ou

des acides nucléiques peptidiques) permet d’améliorer le ciblage dans certains organes

(Biscans et al., 2019; Gupta et al., 2021; Fellah et al., 2022) (Figure 34).
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Figure 34 : Exemples de stratégies visant a améliorer la distribution des ASO. Différentes technologies ont été
développées afin d’améliorer la distribution des ASO ou de cibler des organes en particulier. Exemple de
I’encapsulation lipidique et de la conjugaison de N-Acétyl Galactosamine (GalNAc) et d’un acide nucléique
peptidique. D’apres Fellah et al., 2022.

ii. Inhibition de I’interaction d’'un miARN avec sa cible

Cette stratégie, basée sur l'utilisation de TSB (Target Site Blocker) consiste a bloquer
spécifiguement l'interaction d’'un miARN avec sa cible. Les TSB sont des oligonucléotides dont
la séquence est complémentaire de la région MRE de I’ARNm cible (Knauss, Bian and Sun,
2013). De ce fait, le miARN ne peut plus dégrader ’ARNm cible, rétablissant ainsi son niveau
d’expression physiologique (Knauss, Bian and Sun, 2013) (Figure 31.D). L'avantage de cette
stratégie est de ne pas moduler les autres cibles du miARN, ce qui permet de réduire les
potentiels effets secondaires associés a I'inhibition de I'ensemble de ses cibles (Knauss, Bian

and Sun, 2013).

94



B. Travaux personnels : Réle du long ARN non codant

DNM3O0S dans la fibrose hépatique

DNM30S (Dynamin 3 Opposite Strand) est un IncARN anti-sens de 4,1 kb situé dans le 14éme
intron du géne humain de la dynamine 3 (DNM3). De maniere intéressante, DNM30OS contient
deux locus trés conservés, miR-199a2 et miR-214, conduisant, une fois transcrits, a la
biosynthese de trois miARN matures miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p (Desvignes,

Contreras and Postlethwait, 2014) (Figure 35).
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Figure 35 : Biogenése de mir-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p a partir du transcrit primaire DNM30S
(Dynamin 3 Opposite Strand). Une fois transcrit par I’ARN polymérase Il, le transcrit primaire dnm3os est soit
pris en charge par le splicecosome pour donner un IncARN mature DNM3OS, soit clivé par le complexe
DROSHA/DGCR8 en deux pré-miARN : pré-miR-199a2 et pré-miR-214. Les pré-miARN sont exportés par
I’exportine-5 dans le cytoplasme puis pris en charge et clivés par DICER pour produire des duplex de miARN. Les
miARN matures miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p sont pris en charge par le complexe RISC afin d’exercer
leur fonction de régulation de I'expression des génes tandis que miR-214-5p est dégradé. D’apres Fellah et al.,
2022.
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L'expression de DNM3OS varie selon les tissus et les types cellulaires. De plus, la dérégulation
de son expression ou de l'un des trois miARN du cluster, entraine des conséquences
pathologiques. Le rble pléiotropique de DNM3OS est détaillé dans le cadre d’une revue

générale (Annexe 2 — page 217).

Annexe 2 :
Fellah S*, Larrue R*, Truchi M, Vassaux G, Mari B, Cauffiez C, Pottier N.

Pervasive roles of the long non coding RNA DNM3O0S in development and diseases. WIRE’s
RNA. 2022 ; e17.

* Contribution équivalente

Les travaux portant sur le role de DNM3OS dans la fibrose hépatique font suite a I'étude de
Savary et al., (2019) concernant I'implication de ce long ARN non codant, et des trois miARN
dont il est le précurseur, dans la fibrose pulmonaire idiopathique. En effet, I’expression de
DNM30S, miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p est augmentée dans les fibroblastes
pulmonaires traités au TGF-B et dans un modéle murin de fibrose pulmonaire induite par
instillation intra-trachéale de bléomycine. De plus, DNM30OS est exprimé de maniére
spécifique dans les fibroblastes activés. En effet, I'exploitation d’'une étude récente de
transcriptomique (séquencage des ARN sur cellules uniques) sur la biopsie d’un patient atteint
de fibrose pulmonaire idiopathique a permis de mettre en évidence que, parmi I’ensemble

des sous-populations cellulaire présentes, seuls les fibroblastes expriment DNM30S.

Savary et al., (2019) ont également démontré que les trois miARN, miR-199a-5p, miR-199a-3p
et miR-214-3p, jouent un réle synergique dans I'amplification de la voie de signalisation du
TGF-B et dans le processus de fibrogenése. Ainsi, miR-199a-5p régule I'expression du gene
codant pour la cavéoline-1 (CAV1), une protéine anti-fibrotique membranaire essentielle a la
formation des cavéoles et impliquée dans l'internalisation et la dégradation du complexe
formé par le TGF-B et ses récepteurs. MiR-214-3p intervient, quant a lui, dans la voie non-
canonique du TGF-B en régulant notamment la voie Wnt/B-caténine. Enfin, en ciblant deux

facteurs de croissances essentiels a la cicatrisation, HGF (Hepatocyte Growth Factor) et FGF7
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(Fibroblast Growth Factor 7), miR-199a-3p module la réparation épithéliale. Au total, ces trois
miARN agissent collectivement pour amplifier des mécanismes moléculaires centraux du

processus de fibrogenése (Figure 36).
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Figure 36 : Effet pro-fibrotique de DNM3O0S dans le processus de fibrose pulmonaire. Le TGF-B induit la
transcription du géne du long ARN non codant DNM3OS, précurseur de trois miARN matures miR-199a-5p, miR-
199a-3p et miR-214-3p. Ces miARN jouent un réle dans la régulation de la voie de signalisation du TGF-B. En
particulier miR-199a-5p est impliqué dans la voie canonique du TGF-B en ciblant la cavéoline 1 (CAV1), un
constituant des cavéoles, responsables de |la dégradation des récepteurs au TGF-B. MiR-214-3p joue un réle dans
la voie de signalisation non canonique via la voie Wnt/B-caténine en ciblant GSK-3. Par ailleurs, miR-199a-3p est
impliqué dans la réparation épithéliale en ciblant FGF7 et HGF. AEC1 et AEC2 = Alveolar Epithelium Cells type |
et type 2; CAV1 = Cavéoline-1; ECM = Matrice Extracellulaire ; FGF7 = Fibroblast Growth Factor 7 ; GSK3f
= Glycogen Synthese Kinase 3B ; HGF = Hepatocyte Growth Factor; PGE2 = Prostaglandine E2; Rl et RIl =
Récepteur au TGF de type | et type Il. D’aprés Savary et al., 2019.

Enfin, trois stratégies d’inhibition (ciblage de DNM30S, miR-199a-5p et protection de la cible
CAV1 grace a un TSB) ont été évaluées dans un modeéle murin de fibrose pulmonaire induite
par instillation intra-trachéale de bléomycine. L'inhibition de DNM30S, et par conséquent des

trois miARN du cluster (miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p), par un ASO de type
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GapmeR est associée a une diminution de I'accumulation des composants de la MEC
(collagene de type | et fibronectine), limitant ainsi le développement des Iésions de fibrose.
De méme, le ciblage de miR-199a-5p, a I'aide d’un oligonucléotide complémentaire et le
masquage de CAV1 par un TSB, présente également un effet anti-fibrotique (Savary et al.,

2019a).

Les mécanismes de fibrose étant similaires dans tous les organes (Weiskirchen, Weiskirchen
and Tacke, 2019), nous avons souhaité étendre I'’étude de DNM30S au contexte de la fibrose
hépatique quireprésente un probléme de santé publique majeur (Marcellin and Kutala, 2018).
Les objectifs de cette étude ont ainsi été (i) de déterminer le réle pro-fibrotique de DNM30OS
dans la fibrose hépatique, (ii) d’évaluer les effets de I'inhibition de DNM3QS, a I'aide d’un ASO
de type GapmeR, sur le développement et la sévérité des Iésions de fibrose dans un modele
pré-clinique par administration répétée de CCls, (iii) de déterminer le réle de chacun des
miARN dans la voie de signalisation du TGF-B et dans le processus de fibrogenése grace a des
études de perte et de gain de fonction dans une lignée immortalisée humaine de cellules

stellaires (HSC).
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C. Matériel et Méthodes

I Modéles animaux
Tous les protocoles de soins et d’expérimentation animale ont été approuvés par le comité
d’éthique en expérimentation animale (CEEA) de |’Université de Lille (numéro de protocole :

2017110612102233).

1. Modeles murins de fibrose hépatique

a. Modéle par obstruction des voies biliaires (BDL)
Des souris males de type C57BL/6 agées de 10 semaines (n=6) ont subi une obstruction des
voies biliaires (« BDL »). D’autres souris (n=3) ont recu une laparotomie sans obstruction
(« sham »). Les souris sont sacrifiées 6 jours aprées la chirurgie (Figure 37). Les foies sont alors
prélevés et découpés en trois parties. Une partie est immergée dans du formol (VWR
Chemicals) puis inclus en paraffine pour les études histologiques. Une autre part est congelée
a sec dans de I'azote liquide puis conservée a -80 °C pour I'analyse protéique. La derniere
partie du foie est plongée dans du RNAlater (ThermoFisher), solution de conservation des

ARN, pendant 24 h puis conservée a -80 °C.

Jo Jé n = 3 souris Sham
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Figure 37 : Protocole expérimental du modéle de fibrose hépatique par obstruction des voies biliaires. Des
souris males de type C57BL/6 agées de 10 semaines (n=6) ont subi une obstruction des voies biliaires six jours
avant leur sacrifice et le préléevement des tissus. Trois souris « contréle » ont subi une laparotomie sans
obstruction. BDL = Obstruction des voies biliaires.
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b. Modeéle par administration de tétrachlorométhane (CCls)
Les souris de type Balb/C dgées de 8 semaines (n=5) ont regu deux injections intrapéritonéales
(i.p) par semaine pendant 6 semaines de CCls (Sigma) dilué a 5% dans de I'huile de mais
(Sigma) a une dose de 4 mL/kg. D’autres souris (n=5) ont regu uniquement de I’huile de mais,

comme contréle (Figure 38).

\ §0 S1 S2 53 54 S§5 86 857 n=5souris Véhicule
: =

T T T T T T T n = 5 souris CCl,

Balb/C Injections de CCl, 5% (4 mL/kg) Sacrifice et
mdles 2 fois / semaine prélévement
(8 semaines) des tissus

Figure 38 : Modeéle de fibrose hépatique par injections intrapéritonéales de CCla. Des souris Balb/C méles agées
de 8 semaines ont regu des injections intrapéritonéales de CCls (dilué a 5% dans de I'huile de mais) a 4 mL/kg
(n=5) deux fois par semaine pendant six semaines. D’autres souris ont regu des injections d’huile de mais (n=5).
CCls = tétrachlorométhane.

Au moment du sacrifice, les foies sont prélevés et découpés en trois parties. Une partie est
plongée dans du formol (VWR Chemicals) pour les études histologiques. Une autre part est
congelée a sec dans de 'azote liquide puis conservée a -80 °C pour I'analyse protéique. La
derniére partie du foie est plongée dans du RNAlater (ThermoFisher), solution de conservation

des ARN, pendant 24 h puis conservé a -80 °C.

De plus, afin de confirmer que trois semaines d’exposition au CCls sont suffisantes pour induire
des lésions de fibrose, un protocole similaire mais de durée plus courte a été mis en place sur

un petit nombre d’animaux (Figure 39).
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Figure 39 : Modeéle de fibrose hépatique par injections intrapéritonéales de CCla. Des souris Balb/C méles dgées
de 8 semaines ont recu des injections intrapéritonéales de CCls (dilué a 5% dans de I'huile de mais) a 4 mL/kg
(n=4) deux fois par semaine pendant trois semaines. Une souris a regu des injections d’huile de mais (n=1). CCls4
= tétrachlorométhane.

c¢. Administration d’un oligonucléotide anti-sens de type GapmeR dirigé
contre DNM30S dans le modeéle CCl4
L’évaluation de I'efficacité de I'administration curative d’un oligonucléotide anti-sens de type
GapmeR dirigé contre DNM30S (Qiagen), dont la séquence est présentée Figure 40.A, est
réalisée dans le modeéle chimique par administration de CCls. Quatre groupes de souris males
de type Balb/C agées de 8 semaines sont constitués et sont présentés Figure 40.B. Au sacrifice,
les foies sont prélevés et découpés en trois parts. Une partie est plongée dans du formol (VWR
Chemicals) pour les études histologiques. Un échantillon est plongé dans I'azote puis conservé
a -80 °C pour l'analyse protéique. Le dernier échantillon est plongé dans du RNAlater

(ThermoFisher), pendant 24 h puis conservé a -80 °C.
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Figure 40 : Protocole expérimental de I'administration curative d’un oligonucléotide antisens de type GapmeR
dirigé contre DNM30S dans le modéle de fibrose hépatique induite par administration de CCla. (A) Séquence
du GapmeR dirigé contre Dnm3os (séquence de référence NR_002870.2) (B) Des souris Balb/C males dgées de 8
semaines ont recu des injections intrapéritonéales de CCls (dilué a 5% dans de I’huile de mais) a 4 mL/kg (n=15),
deux fois par semaine pendant six semaines. D’autres souris ont recu des injections d’huile de mais (n=5). Une
fois les Iésions de fibrose installées, aprés trois semaines d’administration de CCls, les souris ont regu des
injections de Gapmer dirigé contre DNM30S a la dose de 10 mg/kg. CCls = tétrachlorométhane ; Veh = véhicule ;
Gp = GapmeR

2. Extraction des ARN totaux (ARNt) tissulaires
Un échantillon de foie est placé dans un tube M GentleMACS® (Miltenyi Biotec) contenant
5 mL de Trizol (ThermoFisher) afin de lyser le tissu. La dissociation est réalisée grace au
programme RNA 02.01 du dissociateur GentleMACS™ (Miltenyi Biotec). Le broyat obtenu est
transféré dans un tube conique de 15 mL (Falcon) auquel on ajoute 1 mL de chloroforme (VWR
Chemicals). Le mélange est agité vigoureusement pendant 15 s puis centrifugé pendant
45 min a 3000 g et a 4 °C afin de séparer les ARN des protéines et de ’ADN. La phase aqueuse,
qui contient les ARN, est transférée dans un tube propre. De l'isopropanol (VWR Chemicals)
est ajouté (v/v) a la phase aqueuse pour précipiter les ARN, puis les échantillons sont incubés
pendant 10 min a température ambiante. Aprées incubation, les échantillons sont centrifugés
pendant 45 min a 3 000 g et a 4 °C. Les culots obtenus sont lavés par ajout de 5 mL d’éthanol

75% (v/v) (VWR Chemicals). Aprés centrifugation a 3000 g et a 4 °C pendant 15 min, un
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deuxieme lavage a I'éthanol 75% est réalisé. Une fois I’élimination de I’éthanol effectuée, les
tubes sont laissés a Iair libre pendant 30 min a température ambiante afin de sécher les culots
qui seront alors repris dans de I’eau « RNAse free » (ThermoFisher). La concentration en ARNt

est dosée a 'aide du spectrophotométre micro-volume Nanodrop (ThermoFisher).

3. Extraction des protéines
L’extraction est réalisée sur 50 mg de broyat de foie. Le broyat est lysé dans 1 mL de tampon
RIPA (RadiolmmunoPrecipitation Assay buffer, ThermoFisher) contenant des inhibiteurs de
protéases et de phosphatases (Roche) pendant 24 h a 4 °C sur un agitateur rotatif. Le lysat est
ensuite « soniqué » pendant 1 min puis centrifugé pendant 20 min a 15 000 g et a 4 °C afin de

récupérer les protéines présentes dans le surnageant.

4, Histologie
Des coupes histologiques de 5 uM de foie inclus en paraffine (FFPE - Formalin-Fixed Paraffin
Embedded) sont déparaffinées et réhydratées dans des bains successifs de xylene (VWR
Chemicals) et d’éthanol (VWR Chemicals) de concentrations décroissantes puis dans de |'eau

de qualité milliQ. Chaque bain est réalisé deux fois pendant 5 min.

a. Immunohistochimie
Aprés réhydratation des coupes, la récupération des épitopes par protéolyse est réalisée a
I'aide du tampon citrate Target Retrieval (DAKQO) dans un four a micro-ondes pendant 20 min
a 700 W. Une fois refroidies, les coupes sont incubées pendant 15 min dans du peroxyde
d’hydrogéne 3% (Sigma) afin de bloquer les peroxidases, puis incubées successivement
pendant 10 min dans des solutions d’avidine (Vector) et de biotine (Vector), permettant
I"amplification du signal. Les coupes sont ensuite incubées pendant 1 h a température
ambiante avec du sérum de chévre 5% (Sigma) afin de saturer les sites de fixation non-
spécifiques, avant d’étre incubées pendant 2 h a température ambiante avec des anticorps
primaires de lapin dirigés contre I’a-SMA (Abcam ab5694, 1/100%™¢) et la fibronectine (Abcam
ab2413, 1/200%™¢) puis pendant 30 min avec un anticorps secondaire chévre anti-lapin

biotinylé au 1/200%™e (Vector).
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La coloration est développée a I'aide du chromogene DAB (3,3 diaminobenzidine, Sigma) puis
une contre-coloration des cellules a ’hématoxyline-éosine (Sigma) est réalisée. Enfin, les
lames sont déshydratées dans des bains croissants d’éthanol et de xyléne. Les lames sont
montées a I'aide du milieu de montage Eukitt® (Fluka) et les clichés sont réalisés sur I’Axio

Scan Z1 (Zeiss) a un grossissement x20.

b. Coloration histologique au rouge sirius
Les lames sont plongées dans une solution de rouge sirius (Scytek) pendant 1 h. Elles sont
ensuite plongées rapidement dans un bain d’eau puis dans deux bains successifs d’acide
acétique 0,5% (VWR Chemicals) afin d’éliminer I’excés de rouge sirius. Les coupes sont ensuite
déshydratées par des bains de concentration croissante d’éthanol puis de xyléne. Elles sont
ensuite montées a I'Eukitt (Fluka) et les clichés en lumiére blanche sont pris sur I’Axio Scan Z1

(Zeiss) a un grossissement x20.

Il. Modele cellulaire

1. Entretien des cellules
La lignée cellulaire LX-2 (Millipore) est une culture primaire humaine de cellules hépatiques
stellaires (HSC) immortalisées par SV40 (Simian Virus 40). Les cellules sont cultivées dans le
milieu DMEM High Glucose (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 4,5 g/L de D-Glucose,
ThermoFisher) supplémenté en Sérum de Veau Feetal (2%) (ThermoFisher),
Pénicilline/Streptomycine (1%) (ThermoFisher) et L-Glutamine (1%) (ThermoFisher). Les

cellules sont cultivées dans une étuve a 37 °C sous atmosphére humide contenant 5% de CO;.

2. Stimulation au TGF-
Afin d’induire un phénotype fibrotique, les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits
(150 000 cellules/puits) puis stimulées pendant 24 h a des concentrations croissantes de TGF-

B (Peprotech).
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3. Transfection
Les cellules LX-2 sont ensemencées dans une plaque 6 puits (150 000 cellules/puits) puis sont
transfectées 24 h apres ensemencement. La transfection est réalisée a I'aide de Lipofectamine
RNAiMax™ (ThermoFisher), selon les recommandations du fournisseur, avec les précurseurs
de miARN (mimics) prémiR-199a-5p (Assay ID: PM10893) et prémiR-199a-3p (Assay ID:
PM11779) a une concentration finale de 10 nM (ThermoFisher), les oligonucléotides anti-sens
de type LNA (Locked Nucleic Acid) LNA 199a-5p, LNA 199a-3p et LNA 214-3p a une
concentration finale de 10 nM (Qiagen) ou un oligonucléotide anti-sens de type GapmeR (Gp)
dirigé contre DNM3OS a une concentration finale de 25 nM (Qiagen). Des oligonucléotides
contrbles ont également été transfectés. 48 h apres transfection, les cellules sont ensuite
stimulées au TGF- pendant 24 h a une concentration finale de 10 ng/mL (Peprotech). Les

séquences des oligonucléotides anti-sens sont décrites dans le Tableau 11.

Tableau 11 : Séquences des oligonucléotides antisens transfectés dans la lignée LX-2.

Oligonucléotides Séquences
LNA neg 5’-TCAGTATTAGCAGCT-3’
LNA 199a-5p 5’-TAGTCTGAACACTGG-3’
LNA 199a-3p 5’-GTCATCAGACGTGTAACCAA-3’
LNA 214-3p 5’-GTCGTCCGTGTCTGTCCGT-3’
Gp neg 5’-AACACGTCTATACGC-3’
Gp DNM30S 5’-TTCTTAAGTGTCTGGA-3’

LNA = Locked Nucleic Acid ; Gp = GapmeR ; neg = négatif.

4, Extraction des ARN totaux (ARNt)
L’extraction des ARNt est réalisée a partir de cellules (150 000 cellules/puits dans une plaque
6 puits), transfectées et exposées au TGF-f3 (cf. protocole 11.3), a I'aide du kit miRNeasy Mini®
(Qiagen) selon les recommandations du fournisseur. Les cellules sont lysées par I'ajout de
700 pL de Qiazol (Qiagen). Apres avoir ajouté 140 pL de chloroforme, les échantillons sont
mélangés vigoureusement pendant 15 s et centrifugés pendant 15 min a 12000 g et a 4 °C.
1,5 volume d’éthanol absolu (VWR Chemicals) est alors ajouté a la phase aqueuse
préalablement récupérée. Ce mélange est ensuite transféré sur une colonne de type RNeasy®
Mini puis centrifugé pendant 15 s a 8 000 g. 700 pL de Tampon RWT (Qiagen) sont déposés

sur la colonne avant d’étre centrifugés pendant 15 s a 8 000 g. 500 pL de tampon RPE (Qiagen)
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sont ajoutés deux fois sur la colonne. Deux centrifugations (15 s a 8 000 g puis 2 min a 8 000
g) sont ensuite réalisées. Le tube collecteur de la colonne est changé et une nouvelle
centrifugation est réalisée pendant 1 min a 17 000 g. L’élution des ARN est réalisée par |'ajout
de 30 uL d’eau « RNAse free » (Qiagen) et une centrifugation de 1 min a 8000 g. La
concentration en ARNt est déterminée a l'aide du spectrophotoméetre Nanodrop

(ThermoFisher).

5. Extraction des protéines
Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits (150 000 cellules/puits) puis
transfectées et/ou exposées au TGF-B (cf. protocole 11.3). Les cellules sont incubées pendant
10 min sur glace dans du tampon RIPA (ThermoFisher) avant d’étre récupérées a 'aide d’un
grattoir puis collectées dans un tube. Les échantillons sont ensuite « soniqués » pendant 1 min

puis centrifugés pendant 15 min a 14 000 g et a 4 °C afin de récupérer les surnageants.

6. Immunofluorescence
Les cellules sont ensemencées dans des plaques de type lbidi u-Dish 35 mm (lbidi), a raison de
100 000 cellules par puits. Les cellules sont transfectées et/ou exposées au TGF-B (cf.
protocole I1.3) puis fixées par du paraformaldéhyde 4% (VWR Chemicals) pendant 15 min puis
perméabilisées grace a une incubation de 10 min dans une solution de Triton X-100 a 0,1%
(Sigma). Afin de saturer les sites non-spécifiques, les cellules sont incubées avec de la BSA 3%
(Bovine Serum Albumin, Sigma) pendant 30 min a température ambiante avant d’étre
incubées avec les anticorps primaires (dilués dans de la BSA 1%, Sigma) dirigés contre a-SMA
(Abcam ab5694, 1/500°™¢) ou Ki-67 (Cell-signaling #9129, 1/500°™¢) pendant 1 h a 37 °C. Les
cellules sont ensuite incubées avec un anticorps secondaire fluorescent (AlexaFluor®488 goat
anti-rabbit, 1/500°™¢, ThermoFisher) et de la phalloidine (AlexaFluor®568 phalloidine,
1/500%™e, ThermoFisher) afin de marquer les fibres de stress, pendant 45 min a 37 °C. Une
coloration des noyaux est réalisée avec du DAPI (4’, 6-Diamidino-2-Phenylindol, 1/1000%™e,
ThermoFisher) pendant 2 min a température ambiante. Du PBS (Phosphate Buffer Saline)
(500 pL) est ajouté dans chaque puits avant I'analyse en microscopie sur le Spinning Disk

(Zeiss) au grossissement x40.
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lll. Expression des ARN et miARN d’intérét (tissulaires et cellulaires)

1. Rétro-transcription (RT)

ARN : La rétro-transcription (RT) des ARN en ADN complémentaires (ADNc) est réalisée a l'aide

du kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (ThermoFisher) et d’'un Thermocycleur

Applied Biosystems® SimpliAmp® (ThermoFisher) sur 1 pug d’ARNt, selon les instructions du

fournisseur.

MIARN : La RT est réalisée sur 5 ng d’ARNt a l'aide du kit Tagman™ microARN Reverse

Transcription (ThermoFisher) et du Thermocycleur Applied Biosystems® SimpliAmp® selon les

recommandations du fournisseur. La RT est réalisée avec des sondes Tagman spécifiques dont

les références sont citées dans le Tableau 12 (ThermoFisher).

Tableau 12 : Liste des essais (Tagman® gene assay) permettant la quantification des miARN.

miARN Espece Géne Assay ID
RNU44 Souris/Humain RNU44 001094
U6 Souris/Humain U6 snRNA 001973
miR-199a-3p Souris/Humain miR199a3p 002304
miR-199a-5p Souris/Humain miR199a 000498
miR-214-3p Souris/Humain miR214 002306

2. PCR quantitative (QPCR)

ARN : Les qPCR sont réalisées en duplicat sur 1 pL de produit de RT, 10 pL de tampon Tagman™

Universal Master Mix Il, no UNG (ThermoFisher) et de 1 uL de sonde Tagman (ThermoFisher)

dont les références sont citées dans le Tableau 13. Le géne de la cyclophiline A, PPIA est utilisé

comme référence afin de normaliser les résultats.

Tableau 13 : Liste des essais (Tagman® gene assay) permettant la quantification des génes.

Géne Assay ID souris Assay ID humain
PPIA Mm02342430 Hs9999994
COL1A1 MmO00801666 Hs00164004
COL5A1 Mm00489299 Hs00609133
TGFB2 MmO00436955 Hs00234244
PDGFR MmO00435553 Hs01019589
MMP2 Mm00439498 Hs01548727
FN1 / Hs00365058

MAP3K11 Mm00491529 Hs00176759
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Les analyses par qPCR du gene DNM30S sont réalisées en chimie SYBR Green® sur 1 uL de
produit de RT dilué au 5°™¢, 10 pL de tampon Fast Sybr Green™ Master Mix (ThermoFisher) et
1 pL de sondes sens (F) et antisens (R) (Eurofins) dont les séquences sont citées dans le

Tableau 14.

Tableau 14 : Liste des amorces utilisées en chimie SYBR Green permettant la quantification de DNM30S.

Génes Primers Humains Primers Souris
PPIA F : GACCCAACACAAATGGTTCC F : GACCAAACACAAACGGTTCC
R : GGCCTCCACAATATTCATGC R : TTCACCTTCCCAAAGACCAC
DNM30S F : AGCACTCCATGCTCGGTAAAG F : TGAGAATGGCTGCTGTTACC
R : TTGTGATGGGTGGGCTATTC R : TTCACAAGACCTCTGCATCTC

Micro-ARN : Les qPCR sont réalisées en duplicat sur 1,4 uL de produit de RT, 10 uL de tampon
Tagman Master Mix I, no UNG (ThermoFisher) et 1 uL de sondes Tagman (ThermoFisher) dont
les références sont citées dans le Tableau 12. Les ARN (snoRNA, small nucleolar RNA) de
référence utilisés sont RNU44 pour les modeles cellulaires et U6snRNA pour les modeles

murins.

L'amplification est réalisée sur |‘automate StepOne Plus Real Time PCR System
(ThermoFisher). L’analyse des données est effectuée selon la méthode comparative des AACt
(Livak and Schmittgen, 2001). Le Cycle Threshold (Ct) correspond au seuil a partir duquel le
niveau de fluorescence est significativement différent de celui du bruit de fond. Le nombre de
transcrits est normalisé par rapport a I’ARN de référence (ACt = Ct gene d'intérét — Ct gene de référence).
Le niveau d’expression relative RQ (Relative Quantification) de chaque échantillon est exprimé
selon la relation 224 (ot AACt = ACt échantilion d'intérét - ACt échantillon controle) (Livak and Schmittgen,

2001).
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3. Séquencage (RNA-seq)
Une étude transcriptomique par séquencage des ARN (RNA-seq) a été réalisée sur des
échantillons provenant de cellules transfectées avec les prémiR-199a-5p, prémiR-199a-3p (en
comparaison du prémiR neg) et sur les cellules transfectées avec le GapmeR dirigé contre
DNM3O0S et exposées au TGF-B (en comparaison du GapmeR neg). Trois expérimentations
indépendantes par condition ont été réalisées. Dans un premier temps, la qualité des ARN a
été vérifiée grace au kit Agilent RNA 6000 Nano et au bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent). Le
séguencage a été réalisé a partir d’1 ug d’ARN total a I'aide de la plateforme BGISEQ-500 (Zhu
et al., 2018). Dans un premier temps, les ARN sont rétro-transcrits en ADNc puis amplifiés par
PCR. L’ADNCc est ensuite cyclisé et une purification est réalisée grace a des billes magnétiques
présentant un fragment poly-T. Les ADNc sélectionnés sont fragmentés de maniére aléatoire
en fragment de 100 pb (paires de bases). Les « reads » « de meilleure qualité, correspondant
a un total de 66 M de reads ont été alignés par rapport au génome humain
(GCF_000001405.38 _GRCh38.p12) a I'aide du logiciel HISAT (Hierarchical Indexing for Spliced
Alignment of Transcripts) (Kim, Langmead and Salzberg, 2015). La quantification des transcrits
est réalisée a I'aide du logiciel RSEM (RNA-seq by Expectation Maximization) (Li and Dewey,
2011). Les analyses des genes différentiellement exprimés ont, quant a elles, été réalisées a la
fois a I'aide du logiciel Dr.Tom, fourni par la société BGI et par le Dr B.Mari de I'lPMC (Institut
de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire) de Nice a I'aide des logiciels en ligne TargetScan

(http://targetscan.com), MmiRONTOP (https://www.genomique.info) pour déterminer les

cibles prédites de chacun des miARN et du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA

http://ingenuity.com) afin d’analyser les réseaux biologiques. La normalisation et les tests

statistiques ont été réalisés a 'aide du module DSeq?2 et les fold change (en log2) ont été
choisis en fonction des analyses. Pour les tests multiples, les p-value sont ajustées selon la
méthode de Benjamini-Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995) afin de contrdler le taux de
fausse découverte (FDR, False Discovery Rate). Les génes exprimés de maniere différentielle

sont sélectionnés selon une p-value ajustée inférieure a 0,05.
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IV. Western Blot

1. Dosage des protéines
Les protéines sont dosées en microplaque 96 puits a I'aide du kit Pierce™ BCA (BiCinchoninic
acid Assay) Protein Assay (ThermoFisher) selon les instructions du fournisseur. Une gamme de
BSA de 0 a 2000 pg/mL est réalisée. La mesure de I'absorbance est réalisée sur I'appareil

MultiskanFC (ThermoFisher).

2. Immunoblot
Pour chaque échantillon, un mélange réactionnel de 25 plL contenant 10 g de protéines, du
tampon LDS 4x (Lithium Dodécylsulfate, ThermoFisher), de [I'agent réducteur 10X
(ThermoFisher) est préparé. Les protéines sont dénaturées par incubation pendant 10 min a
70°C dans un bain sec. Les protéines sont séparées sur des gels de polyacrylamide pré-coulés
de type 4-12% Bis-Tris Plus ou 7% Tris-Acétate (ThermoFisher) avant d’étre transférées sur
une membrane de nitrocellulose (BioRad) a I'aide de I'appareil Trans-Blot® Turbo™ Transfer

System (BioRad) selon les recommandations du fournisseur.

Afin de saturer les sites de fixation non spécifiques, les membranes sont incubées pendant 1 h
dans une solution de lait/TBST 5% (Tris-Buffered Saline, 0,1% Tween 20). Aprés une étape de
lavage au TBST, les anticorps primaires sont incubés aux concentrations décrites dans le
Tableau 15 pendant 1 nuit a 4°C sous agitation. Les membranes sont ensuite lavées au TBST
et incubées avec les anticorps secondaires couplés a I'HRP (HorseRadish Peroxidase)
correspondants (Tableau 15) pendant 1 h a température ambiante sous agitation. La
révélation en chimio-luminescence est ensuite réalisée a I'aide du kit ECL™ Select™ Western

Blotting Detection Reagent (Cytiva) et de I'imageur Fusion Fx Spectra (Vilber Lourmat).

Tableau 15 : Caractéristiques des anticorps primaires et secondaires utilisés

Protéine d’intérét Taille Référence Anticorps 12 Anticorps lI7re
Fibronectine 260 kDa ab2413 (Abcam) lapin 1/1000%™e Anti-lapin 1/5000%™
HSP 60 60 kDa Sc-1722 (Santa Cruz) Chévre 1/4000%™¢ Anti-chévre 1/20000%™¢
a-SMA 42 kDa 59-M02 (Abnova) Souris 1/2000&me Anti-souris 1/20000°™¢
B-Actine 40 kDa Sc-130656 (Santa Cruz) Souris Anti-souris 1/10000%™¢

HSP = Heat Shock Protein
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VI. Quantification du collagéne par coloration au rouge sirius (Sircol®,
Biocolor)

1. Modéles animaux
Le dosage est réalisé sur un échantillon de foie (20-30 mg). Afin d’étre digéré, le tissu est
incubé avec un réactif de fragmentation (Biocolor) dans un bain sec a 65 °C pendant2 a3 h et
mélangé vigoureusement toutes les 30 min. Les échantillons sont ensuite centrifugés pendant
10 min a 13000 g. Le dosage est réalisé a I'aide du kit Sircol® (Biocolor) sur 50 uL de
surnageant, selon les recommandations du fournisseur. Une gamme de concentrations
connues de collagéne (0, 20, 40 et 60 ug) est préparée en paralléle. L’absorbance est mesurée
a I'aide du MultiskanFC (ThermoFisher) a 556 nm. La quantité de collagéne dans chaque

échantillon est calculée par rapport a la gamme de concentration et la quantité de tissu.

2. Modéle cellulaire
Les cellules sont ensemencées dans une plaque 6 puits (150 000 cellules/puits) puis
transfectées (avec les prémiR/LNA/gapmer) et exposées au TGF-B (cf. protocole 11.3). Afin de
digérer la MEC et de libérer le collagene en solution, 2 mL d’une solution de pepsine a
0,1 mg/mL (Sigma) dans de d’acide acétique 0,5 M sont ajoutés dans chaque puits et incubés
pendant une nuit a 4 °C. 1 mL de lysat est alors transféré dans des tubes « protein low bind »
(Eppendorf) contenant 100 pL d’un réactif permettant de neutraliser I’acidité et 200 pL d’un
réactif de concentration (Biocolor). Les tubes sont placés une nuit a 4 °C dans un mélange
eau/glace. Les tubes sont ensuite centrifugés pendant 10 min a 12 000 g. Le dosage du
collagene est réalisé a I'aide du kit Sircol® (Biocolor) sur 300 uL de surnageant selon les
recommandations du fournisseur. Une gamme de concentrations connues de collagéne (0, 5,
10 et 15 pg) est préparée en parallele. L'absorbance est mesurée a I'aide du MultiskanFC
(ThermoFisher) a 556 nm. La quantité de collagene dans chaque échantillon est calculée par

rapport a la gamme de concentration.
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VIl. RNA-FISH (RNAscope®)

1. Modéles animaux et biopsie humaine
Des coupes histologiques de foie de souris (ou provenant de patients) incluses en paraffine
(FFPE) sont, dans un premier temps, déparaffinées et réhydratées par des bains successifs de
xylene et d’éthanol (100%, 95%, 70%) puis dans un bain d’eau milliQ. Le RNA-FISH (RNA
Fluorescence In Situ Hybridization) de type RNAscope® est réalisé a 'aide du kit Multiplex
Fluorescent Reagent Kit V2 (Advanced Cell Diagnostics) selon les recommandations du
fournisseur. Apres avoir digéré les tissus par du peroxyde d’hydrogéne (Advanced Cell
Diagnostics), les sites spécifiques sont démasqués grace au réactif «target
retrieval » (Advanced Cell Diagnostics) a une température de 99 °C dans un cuit-vapeur. Les
tissus sont ensuite digérés par une protéase a 40 °C avant hybridation des sondes dirigées
contre mmu-Dnm3os et mmu-Acta2 ou hsa-DNM30S et hsa-ACTA2 (congues par Advanced
Cell Diagnostics). Chaque signal est alors amplifié avant d’étre développé et marqué par des
fluorochromes Opal (Perkin ElImer) selon les recommandations du fournisseur. Une solution
de DAPI (Advanced Cell Diagnostics) permet de colorer les noyaux des cellules. L’acquisition

est réalisée a I'aide du scanner de lames Axio Scan Z1 (Zeiss) a un grossissement x20.

2. Modéle cellulaire
Des cellules LX-2 sont ensemencées dans des Ibidi p-Dish 35 mm (lbidi) (100 000 cellules/puits)
et transfectées avec le GapmeR dirigé contre DNM3OS puis exposées au TGF-$3, 48 h apres
transfection (cf. protocole 11.3). Les cellules sont ensuite incubées pendant 30 min dans du
paraformaldéhyde 4% (VWR Chemicals) afin d’étre fixées. Le RNAscope® est réalisé a I'aide du
kit Multiplex Fluorescent Reagent Kit V2 (Advanced Cell Diagnostics). Les cellules sont
incubées dans du peroxyde d’hydrogene avant d’étre digérées par une protéase. Les cellules
sont incubées pendant 2 h a 40 °C avec des sondes dirigées contre hsa-DNM30S et hsa-ACTA2
(Advanced Cell Diagnostics). Chaque signal est alors amplifié avant d’étre développé et
marqué par des fluorochromes Opal (Perkin Elmer) selon les recommandations du
fournisseur. Une coloration au DAPI (Advanced Cell Diagnostics) permet de marquer les
noyaux des cellules. Du PBS est ajouté dans les puits en attendant I’acquisition, réalisée a I'aide

du LSM710 Airyscan (Zeiss) a un grossissement x40.
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VIIl. Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 8®. Il s’agit d’un
test de Student paramétrique (les variances ont été considérées comme étant égales). Le seuil
de significativité a été fixé a p < 0,05. Les résultats sont présentés sous la forme moyenne +

SEM (Standard Error of the Mean).
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D. Résultats

I. Expression de DNM3OS sur une biopsie de patient atteint de fibrose
hépatique

La pertinence clinique de I’étude du long ARN non codant DNM30S dans la fibrose hépatique
a été appréhendée par RNA-FISH (RNAscope®) sur la biopsie d‘un patient atteint de fibrose
hépatique avancée. On observe sur les clichés réalisés en microscopie confocale et présentés
Figure 41, par comparaison a une biopsie de tissu sain, que le transcrit primaire DNM30S est
exprimé dans les noyaux des cellules positives pour ACTA2, géne codant I'a-SMA (marqueur
de différenciation des fibroblastes en myofibroblastes), et ce, au niveau des lésions de fibrose

colorées au rouge sirius.

Fibrose avancée

Foie sain

Figure 41 : Expression de DNM3O0S sur une biopsie de patient atteint de fibrose hépatique avancée et une
biopsie contrdle. Expression de DNM30S (blanc) et ACTA2 (rouge) sur une biopsie de patient atteint de fibrose
hépatique avancée dans une zone présentant des lésions de fibrose. Une biopsie de tissu sain a été utilisée
comme contrdle. Le DAPI colore les noyaux des cellules en bleu ; le vert représente I'auto-fluorescence du tissu.
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Il. Modeéles murins de fibrose hépatique

1. L’obstruction des voies biliaires et I'administration de CCls induisent des
Iésions de fibrose chez la souris
Deux protocoles expérimentaux ont été testés. D’une part, des souris C57BL/6 ont subi une
obstruction des voies biliaires (BDL, Bile Duct Ligation) 6 jours avant le sacrifice et le
prélévement des tissus. Des souris contrdles (« sham ») ont subi la méme intervention mais
sans obstruction biliaire. D’autre part, des souris Balb/C ont recu deux injections par semaine
de CCls 5% (dilué dans de I'huile de mais) a une dose de 4 mL/kg ou de I’huile de mais pendant
6 semaines. Afin de caractériser ces deux modeéles de fibrose hépatique, nous avons mesuré
I’expression de marqueurs de fibrose souvent évalués dans la littérature (Lurie et al., 2015),
notamment les constituants de la MEC dont le collagéne et la fibronectine, les facteurs de

croissance (TGF-B3, PDGF) ou encore les métalloprotéinases (MMP-2).

Les modeles d’obstruction des voies biliaires et d’administration de CCls induisent, comme
attendu, des lésions de fibrose caractérisées par une augmentation significative de
I’expression génique des collagénes de type | (Figure 42.A) et de type V (Figure 42.B) ainsi
gu’une augmentation des concentrations tissulaires de collagene (Sircol®) (Figure 42.C). De
plus, ces deux modeles induisent une induction significative de I'expression de Tgfb2 (Figure

42.D), de Pdgfrb (Figure 42.E) et de Mmp2 (Figure 42.F).

L’analyse histologique des foies par coloration au rouge sirius indique un dép6t excessif de
collagéne dans le modéle BDL principalement au niveau des canaux biliaires dilatés et, chez
les souris ayant recu du CCls, dans les zones centro-lobulaires en formant des ponts fibreux
entre les veines centro-lobulaires de deux lobules. Des résultats similaires sont obtenus pour
les marquages immunohistochimiques de la fibronectine et de I'a-SMA (Figure 42.G). On
observe également par western blot, une surexpression de la fibronectine (Figure 42.H) et de

I’a-SMA (Figure 42.1) dans les deux modéles.
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Figure 42 : L’obstruction des voies biliaires et 'administration de CCls induisent des Iésions de fibrose
hépatique. (A-B) Expression du collagéne de type 1 Collal et du collagéne de type 5 Col5a1 par RT-qPCR. Les
données sont normalisées par rapport au géne de ménage ppia ; (C) dosage colorimétrique du collagéne au rouge
sirius (Sircol®) ; (D-F) Expression des Tgfb2, Pdgfr et Mmp2 par RT-gPCR. Les données sont normalisées par
rapport au géne de ménage Ppia; (G) Coloration histologique du collagéne au rouge sirius et marquage
immunohistochimique de la fibronectine et de I’a-SMA. La barre d’échelle correspond a 100 um ; (H-I) Expression
de la fibronectine et de I'a-SMA par western blot. HSP60 a été utilisé comme contréle. n=3 souris sham ; n=6
souris BDL ; n=5 souris véhicule ; n=5 souris CCl4;* : p< 0,05 ; ** : p< 0,01 ; **** : p < 0,0001 ; BDL = obstruction
des voies biliaires, Veh = véhicule, CCls = tétrachlorométhane.
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2. L'obstruction des voies biliaires et I'administration de CCls induisent
I’expression de DNM3OS et des microARN miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-
214-3p chez la souris

L’obstruction des voies biliaires ainsi que I'administration de CClsinduisent une surexpression
significative de Dnm3os par RT-gPCR (Figure 43.A) ainsi que des 3 microARN dont il est le
précurseur, miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p (Figure 43.B-D). De maniere
intéressante, nous observons dans les deux modeéles que Dnm3os est exprimé dans les noyaux
des cellules positives pour Acta2 (a-SMA) et ce, dans les zones présentant des lésions de

fibrose (Figure 43.E).
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Figure 43 : L'obstruction des voies biliaires et ’ladministration de CCls induisent I’expression de DNM30S et de
miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p. (A — D) Expression par RT-gPCR de Dnm3os et des 3 microARN dont
il est le précurseur. Les données sont normalisées par rapport a Ppia pour Dnm3os et par rapport a U6 pour les
3 microARN ; (E) Analyse RNA-FISH (RNAscope®) montrant I'expression de Dnm3os (blanc) dans les noyaux des
cellules positives pour Acta2 (rouge) dans les zones présentant des Iésions de fibrose caractérisées par une
coloration au rouge sirius. Le DAPI colore les noyaux des cellules en bleu. n=3 souris sham ; n=6 souris BDL ; n=5
souris véhicule ; n=5 souris CCls ; * : p<0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001. BDL = obstruction des voies biliaires,
Veh = véhicule, CCls = tétrachlorométhane.

Enfin, nous confirmons que trois semaines d’administration de CCls suffisent pour induire des

Iésions de fibrose, caractérisées par la présence de dépots de collagéne (Figure 44).
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Figure 44 : L’administration de CCls pendant trois semaines induit des lésions de fibrose. Coloration
histologique du collagene au rouge sirius réalisée sur des coupes provenant d’une souris contréle (véhicule) et
d’une souris ayant recu du CCls pendant trois semaines.

3. Effets de I’administration d’un oligonucléotide anti-sens (GapmeR) dirigé
contre DNM30S dans le modeéle CCl4
Les résultats précédents nous ont conduits a évaluer I'effet potentiellement curatif de
I"'administration d’un oligonucléotide anti-sens de type GapmeR dirigé contre DNM30S dans
le modeéle de fibrose hépatique induite par administration de CCls. Une fois le processus de
fibrose initié par 'administration de CCls pendant 3 semaines (Figure 45), les souris ont recu
des injections intra-péritonéales de GapmeR dirigé contre DNM30S a 10 mg/kg, deux fois par
semaine pendant 3 semaines (en paralléle d’injections de CCls). Nous avons validé que
I'inhibition de Dnm3os et de ses trois microARN (Figure 45.A-D) est associée a la diminution
significative de I'expression des collagenes de type | (Collal) (Figure 45.E) et de type V
(Col5a1) (Figure 45.F). Ces résultats ont été confirmés par un dosage colorimétrique au rouge
sirius (Sircol®) permettant de quantifier le collagéne total (Figure 45.G). De méme, nous
observons une diminution significative de I'expression du Tgfb2 (Figure 45.H), du récepteur
béta au PDGF (Pdgfrb) (Figure 45.1) et de Mmp2 (Figure 45.J). D’un point de vue fonctionnel,
I"administration d’'un GapmeR dirigé contre DNM30S permet de limiter les lésions de fibrose,

comme en atteste la diminution des dépots de collagéne observée (Figure 45.K).
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Figure 45 : Effets de I'inhibition de DNM3O0S sur les lésions de fibrose hépatique induites par I'administration
de CCla. (A-D) Expression par RT-gPCR de Dnm3os et des 3 microARN dont il est le précurseur. Les données ont
été normalisées par rapport au géne de ménage Ppia pour dnm3os et U6 pour les microARN ; (E-F) Expression
par RT-qPCR du collagene Coll1A1 et Col5A1. Ppia a été utilisé comme gene de ménage; (G) Dosage
colorimétrique du collagéne au rouge sirius (Sircol®) ;(H-J) Expression par RT-gPCR de Tgfb2, Pdgfrb et Mmp2.
Les données ont été normalisées par rapport a Ppia ; (K) Coloration histologique au rouge sirius. n = 5 souris
véhicule/Gp neg ; 5 souris véhicule/Gp DNM3OS ; 15 souris CCla/Gp neg et 14 souris CCla/Gp DNM3O0S. * : p <
0,05; **:p <0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001; #: p<0,05; #i# : p < 0,001 ; #### : p < 0,0001. Veh =
véhicule ; CCls = tétrachlorométhane ; Gp = GapmeR ; neg = négatif.

lll. Modele cellulaire — Etude par perte et gain de fonction

Afin d’évaluer I'effet de DNM3O0S et de son inhibition au niveau cellulaire, nous avons choisi
de réaliser des études de perte et de gain de fonction dans la lignée LX-2, une lignée humaine

de cellules stellaires.

1. Effets du TGF-B sur la lignée LX-2
Dans un premier temps, les cellules LX-2 sont stimulées par des concentrations croissantes de
TGF-B pendant 24 h (Figure 46.A). Le TGF-§3 induit une modification de la morphologie des

cellules (Figure 46.B) ainsi qu’une augmentation significative de I'expression du collagéne de
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type 1 (COL1A1) (Figure 46.C) et de la fibronectine (FN1) (Figure 46.D), et ceci quelle que soit
la concentration de TGF- utilisée. Nous avons, dans un second temps, observé que
I’expression de DNM30S et des trois microARN miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p est

significativement augmentée indépendamment des concentrations de TGF-f3 utilisées (Figure

46.E-H).
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Figure 46 : Effets du TGF-B sur la lignée immortalisée de fibroblastes hépatiques (LX-2). (A) Les cellules sont
exposées pendant 24 h a des concentrations croissantes de TGF-$ ; (B) Marquage a la phalloidine en microscopie
confocale (grossissement x40). Le DAPI colore les noyaux des cellules en bleu ; (C-D) Expression du collagéne de
type 1 (COL1A1) et de la fibronectine (FN1) par RT-gPCR ; (E-H) Expression par RT-gPCR de DNM30S et des trois
microARN, miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p. Les données sont normalisées par rapport a PPIA pour
COL1A1, FN1, DNM3OS et par rapport a RNU44 pour les trois microARN. n=3 expositions indépendantes. * : p <
0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001.
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2. Effets de la perte de fonction de DNM30S
Les cellules LX-2 sont transfectées par un oligonucléotide anti-sens de type GapmeR dirigé
contre DNM3O0S a une concentration de 25 nM. 48 h apres transfection, les cellules sont

exposées pendant 24 h au TGF-B 10 ng/mL (Figure 47.A).

Une analyse en RNA-FISH (RNAscope®) confirme la localisation de DNM30S dans les noyaux
des cellules positives pour ACTA2 lorsque les cellules sont activées par le TGF-B. Comme
attendu, la transfection des cellules par un GapmeR dirigé contre DNM30OS permet d’inhiber,
en absence ou en présence de TGF-B a 10 ng/mL, I'expression de DNM30S (Figure 47.B-C)
ainsi que celle des microARN, miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p (Figure 47.D-F).
L'inhibition de DNM3OS est associée a une atténuation du phénotype fibrotique représenté
par une diminution de I'expression du collagéne de type 1 (COL1A1) et par le dosage
colorimétrique du collagene total au rouge sirius (Sircol®) (Figure 47.G-H). On observe
également par western blot, une diminution de la fibronectine et de I'a-SMA (Figure 47.1). Le
suivi du marquage de Ki67 indique que 'inhibition de DNM3O0S induit une diminution de la
prolifération cellulaire (Figure 47.)). De plus, une diminution du stress cellulaire, représenté

par le marquage des filaments d’actine a la phalloidine, est observée (Figure 47.K).
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Figure 47 : Effets de I'inhibition de DNM3OS dans la lignée LX-2. (A) Les cellules LX-2 sont transfectées par un
GapmeR dirigé contre DNM3O0S puis exposées au TGF-B ; (B) Analyse RNA-FISH (RNAscope®) de DNM30S (blanc)
et ACTAZ (rouge). Les noyaux sont marqués au DAPI (bleu) ; (C-F) Expression de DNM30S et des 3 microARN dont
il est le précurseur (miR-199a-5p, miR-199a-3p, miR-214-3p) par RT-qPCR ; (G) Expression du collagéne COL1A1
par RT-qPCR. Les données sont normalisées par rapport a PPIA pour DNM30S et COL1A1 et par rapport a RNU44
pour les 3 microARN) ; (H) Dosage colorimétrique du collagéne au rouge sirius (Sircol®) ; (I) Expression de I'a-
SMA et de la fibronectine par western blot. HSP60 a été utilisé comme contréle ; (J) Images représentatives du
marquage de Ki-67 par immunofluorescence et quantification des cellules positives au Ki-67; (L) Images
représentatives du marquage des fibres de stress a la phalloidine par immunofluorescence. n=3
expérimentations indépendantes et n=2 expérimentations indépendantes pour I'immunofluorescence et le RNA-
FISH; *:p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001; ****:p<0,0001;#:p<0,05; #H#:p<0,01; #H##:p<0,001.
Gp = GapmeR ; neg = négatif.
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3. Effets du gain de fonction des microARN miR-199a-5p et miR-199a-3p
Les cellules sont transfectées par des précurseurs (PrémiR) des microARN miR-199a-5p et miR-
199a-3p a une concentration de 10 nM (Figure 48.A). L'utilisation de prémiR 214-3p dans la
lignée LX-2 s’est avérée toxique a 5 et 10 nM, quel que soit le fournisseur choisi. Ainsi, nous
avons confirmé qu’apres transfection, les deux microARN miR-199a-5p et miR-199a-3p sont
surexprimés (Figure 48.B-C). De maniere intéressante, seule la surexpression de miR-199a-5p
est associée a I'induction d’un phénotype fibrotique, caractérisé par une augmentation des
niveaux d’expression de constituants de la MEC notamment le collagéne, (Figure 48.D-E) et |a

fibronectine (Figure 48.F). De méme, |'expression d’a-SMA est induite (Figure 48.G-H).
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Figure 48 : Effets de la surexpression de miR-199-5p et miR-199a-3p dans la lignée LX-2. (A) Les cellules LX-2
sont transfectées par des prémiR 199a-5p et 199a-3p ou un prémiR négatif. (B-C) Expression des microARN aprés
transfection de chaque prémiR. Les données sont normalisées par rapport a RNU44 ; (D) Expression par RT-qPCR
du collagene (COL1A1). Les données sont normalisées par rapport a PPIA ; (E) Dosage colorimétrique du collagene
au rouge sirius (Sircol®) ; (F) Expression de la fibronectine (FN1) par RT-gPCR. Les données sont normalisées par
rapport a PPIA ; (G) Expression par Western Blot d’a-SMA. La -actine est utilisée comme contrdle ; (H) Analyse
par immunofluorescence de I'a-SMA (vert) et de la phalloidine (rouge). n=3 transfections indépendantes et n=2
transfections indépendantes pour I'immunofluorescence ; * : p<0,05; ** : p< 0,01 ; ***: p< 0,001 ; **** :p<
0,0001 ; #: p < 0,05. Neg = négatif
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4. Effets de la perte de fonction de chacun des microARN
Les cellules LX-2 sont transfectées par des oligonucléotides anti-sens de type LNA (Locked-
Nucleic Acid) dirigés contre chacun des microARN a une concentration de 10 nM. 48 h apres
transfection, les cellules sont stimulées pendant 24 h par du TGF-$ a 10 ng/mL (Figure 49.A).
Dans un premier temps, nous avons validé I'inhibition de chacun des microARN (miR-199a-5p,
miR-199a-3p et miR-214-3p) apres transfection par les LNA (Figure 49.B-D). De maniere
intéressante, seule I'utilisation d’un oligonucléotide ciblant miR-199a-5p et miR-214-3p est
associée a une diminution du phénotype fibrotique, comme l'indiquent I'expression génique
de constituants de la MEC, notamment du collagene et de la fibronectine (Figure 49.E-F) et
I'expression d’a-SMA évaluée par Western Blot et par immunofluorescence (Figure 49.G-H).
En revanche, ce phénotype n’est pas modifié aprés transfection par un LNA ciblant miR-199a-

3p.
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Figure 49 : Effets de I'inhibition de miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p dans la lignée LX-2. (A) Les cellules
sont transfectées par un anti-miR dirigé contre chacun des microARN puis exposées au TGF-B ; (B-D) Expression
des microARN par RT-qPCR. RNU44 a été utilisé comme gene de ménage ; (E) Expression par RT-qPCR du
collagéne de type 1 (COL1A1); (F) Expression de la fibronectine (FN1) par RT-gPCR. PPIA a été utilisé comme
gene de ménage. ; (G) Expression d’a-SMA par Western Blot ; (H) Expression de I’'a-SMA par immunofluorescence
(n=2). n=3 transfections indépendantes ; * : p<0,05; **:p<0,01; #:p<0,05.
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IV. Modele cellulaire — Analyse RNA-seq

Le séquencage des ARN (RNAseq) des cellules transfectées par chacun des prémiR (miR-199a-
5p et miR-199a-3p) ainsi que par un GapmeR dirigé contre DNM3O0S en présence de TGF-B a
été realisé.

L'effet du TGF-B sur la lignée LX-2 module significativement 175 genes dont 60 sont des cibles
prédites des miR-199a-5p et miR-199a-3p d’apres les logiciels TargetScan et miRONTOP (avec
un fold change compris entre -2 > log2 ou log2 > +2 ; adjusted p-value < 10°®). La surexpression
de miR 199a-5p module significativement I'expression de 291 génes (-2 > log2 ou log2 > +2 ;
adjusted p-value < 10°®). Parmi eux, 101 sont prédits comme étant des cibles de miR-199a-5p
dont 41 sont communs a la dérégulation par le TGF-B. La surexpression de miR 199a-3p induit
la modulation significative de 349 génes (-2 > log2 ou log2 > +2 ; adjusted p-value < 10°®). Parmi
eux, 119 sont des cibles prédites de miR-199a-3p dont 29 sont communes avec I'effet du

TGF-B (Figure 50).

Gp neg TGF-p+

175
(60)
(41) (29)
(1)
291 42 349
(101) (10) (119)

PrémiR 199a-5p PrémiR 199a-3p

Figure 50 : Le traitement par les prémiR 199a-5p, 199a-3p ou le TGF-B module I’expression de génes dans la
lignée LX-2. Diagramme de Venn représentant le nombre de genes dérégulés dans les cellules LX-2 transfectées
avec chacun des prémiR ou exposées au TGF-B. On retrouve entre parenthese, les genes dérégulés qui sont des
cibles prédites de chacun des microARN miR-199a-5p et miR-199a-3p (-2 > log2 ou log2 > +2 ; adjusted p-value <
10%).
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1. Effets du TGF-B

Le traitement des cellules par le TGF-B module I'expression de 175 génes dont 49 sont sous-

exprimés et 126 sont sur-exprimés (adjusted p-value < 10 ; -2 > log2 ou log2 > +2) (Tableau

16).

Tableau 16 : Liste des génes modulés par le TGF-f dans la lignée humaine de cellules stellaires LX-2. Dégradé
de vert = sous-exprimés ; dégradé de jaune - rouge = sur-exprimés (adjusted p<10®; -2 > log2 ou log2 > +2).

Gene
symbol
SH2D2A
LPARS
ISLR2
PMEPA1
PRG4
FOXS1
CGB8
KANK4
EGR2
ODAPH
IGLONS
GAL
LPAR6
MYCT1
DSP
COL15A1
WNT7A
GPR17
ST14
ABCA4
CGB7
SGCA
LRRC15
CPN2
LIF
C150rf48
FAP
SYN1
LTBP2
PLEKHG4B
CRLF1
FN1
KIF26B
SLAMF8

log2
(Gp neg_TGF/Gp neg)

Gene
symbol
NEDD9

INAVA
PDE4C
NPY4R2
AMIGO2
INHBA
ACTBL2
JUNB
SORCS2
SIK1
RASGRP1
TSPAN2
SERPINE2
BHLHE40
CLDN4
ANGPTL4
MYO10

BGN
SMAD7
SULF2

JAG1

XYLT1
NES
FBLNS
THBS1
HS3ST3B1

FSTL3

HTR1D
SERPINE1
CACNA1C

CNTN1

IL6
CALB2
HR

log2

(Gp neg_TGF/Gp neg)

Gene log2
symbol (Gp neg_TGF/Gp neg)
KRTAP2-3

NFIB
PDE1C
LAMA3
MYPN
NGFR
METTL7B
TXK
ERBB3
PTX3
PLCL1
PLCXD3
MGARP
DKK1
PSG1
NANOS1
COL4A6
RAB7B
BMPER
NRG2
METTL7A
CDK15
SERPINB2

RIPOR3

SECTM1

GRIN2A

CAVIN2

BMP4

SEMA3B

SH3TC2
PLEKHA7
SEMA3A

KIT

LRRC26
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IL11 COL27A1 SLC27A2
LMCD1 BDKRB2 PLEKHG4
SGCD GDNF RTL3
SNAI1 CDH11 EVI2A
SERPINA9 HSF2BP PPL
TGFB2 COL4Al LRRC7
STRA6 PODXL EVI2B
HES1 ANXA8 PLEKHA7
PALM2-
CSFIR AKAP2 EDNRB
MYOM3 MMP2 SEMA3A
CCM2L SORBS2 KIT
PKNOX2 VCAN LRRC26
CDH6 NREP WNT10A
MICALCL CTGF SLC27A2
TCIM SEMA7A PLEKHG4
EDN1 DACT1 RTL3
POU4F2 IGFBP3 EVI2A
P2RY6 FBX032 PPL
PI16 OPCML LRRC7
ITGB6 VDR EVI2B
VEGFA SOXx4
LOC105377022 KDM6B
TMEMS88 GADD45B
ACKR3 NUAK1
MSC TNS1
TGFBI RIPOR2
UNC5B PPP2R2B
PTHLH FAXDC2
DGKI CITED2
TINAGL1 SMIM10
WNT9A MBP
LRRC32 SIM1
PDGFB TMEM71

Gp neg = GapmeR contréle ; TGF = TGF-B

2. Effets de la surexpression des miARN miR-199a-5p et miR-199a-3p
La transfection des cellules par le prémiR 199a-5p module I'expression de 291 génes (avec une
adjusted p-value < 10®; -2 > log2 ou log2 > +2). En prenant des critéres statistiques plus
drastiques (log2 compris entre-3 > log2 - ou log2 > +3), seuls 16 génes sont sur-exprimés et 32
geénes sous-exprimés. Par ailleurs, la transfection des cellules par le prémiR 199a-3p module
I'expression de 349 génes (avec adjusted p-value < 10 ; -2 > log2 ou log2 > +2) dont 35 génes
sont sur-exprimés et 28 génes sont sous-exprimés avec un ratio en log2 compris entre -3 >

log2 ou log2 > +3 (Tableau 17). En particulier, les genes SERPINE2 (ratio en log2 = -3,19) et
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MMP2 (ratio en log2 = -3,84) sont sous-exprimés aprés transfection par le prémiR-199a-3p,

ainsi que le gene MAP3K11 apres transfection par le prémiR-199a-5p (ratio en log2 = -3,07).

Tableau 17 : Liste des genes modulés par les prémiR-199a-5p et prémiR-199a-3p dans la lignée humaine de
cellules stellaires LX-2. Dégradé de vert = sous-exprimés ; dégradé de jaune - rouge = sur-exprimés (adjusted p-
value <10°%; -3 > log2 ou log2 > +3).

Gene log2 log2 Gene log2 log2 Gene log2 log2
symbol  (199a3p/ctrl) (199a5p/ctrl) symbol  (199a3p/ctrl) (199a5p/ctrl) symbol  (199a3p/ctrl) (199a5p/ctrl)
MAGT1 -0,32 E2F5 0,15 KLHL3
CD151 -0,55 SHISA3 KRTAP4-12
NACC1 GPAT3 LRRC29
VAMP3 RSPO3 CFAP54

NID1 CEACAM1 B3GALTS
GNA12 DNAH3 ALOXE3
NACC2 RGS18 NKAIN1
ABCA1l SERPINC1 CD22

ITPK1 CRLF2 SLCO2A1
HMOX1 TNFSF15 FNDC5
SESN3 C20rf48 TDO2
NEGR1 PITX3 COL11A1

SERTAD4 EREG C30rf80
GALNT7 VSTM1 KRTAP2-1

SCG2 Cllorf96 KRT17

RNF14 SORL1 KRT3
SERPINE2 PPFIA2 KRTAP2-3
RGS7BP RAB38 CASC1
FAM180A CSF2 CHST4
NXPH3 MYRIP RGPD2

TTBK1 MAP3K11 FER1LS
C1QTNF2 SLC25A23 CsT1
MMP2 ECE1 WDR63
PRRX1 TAF9B PPL
CORO1A NUDT15 MYEOV
SLCO2B1 EDEM2 INSC
SLC1A3 ORAI3 ADAP1

KLHL4 IL31RA HSPAG6

IFI44 CFAP57 MATN3

FAT2 CD163L1 IL13RA2

Cllorf87 ANK3 DNAH7
PTPRG SPTLC3 LAMA4
BCL2A1 GCNT2 EPPK1
TTC29 ACKR3 GPR4
LRRIQ1 MYCT1 TM7SF2
MC5R PKD1L2

Ctrl = prémiR contréle ; 199a5p = miR-199a-5p ; 199a3p = miR-199a-3p
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L’annotation des genes significativement modulés par les deux microARN miR-199a-5p et miR-
199a-3p se réfere particulierement aux voies de signalisation liées a la fibrose hépatique et
pulmonaire, a la voie de signalisation du TGF-B ou encore aux voies impliquées dans la

réparation tissulaire (Tableau 18).

Tableau 18 : Liste des voies canoniques dérégulées par les miR-199a-5p et miR-199a-3p. Les données, issues du
logiciel IPA (Ingenuity Pathway Analysis), sont exprimées en p-value (-log10).

Canonical pathway miR-199a-3p miR-199a-5p

Molecular Mechanisms of Cancer 12,88 9,95
Pulmonary Fibrosis Idiopathic Signaling Pathway 8,12 14,04
Cardiac Hypertrophy Signaling (Enhanced) 8,03 6,73
Axonal Guidance Signaling 5,27 7,99

Hepatic Fibrosis Signaling Pathway 6,78 5,47

Ephrin Receptor Signaling 3,68 7,79

Germ Cell-Sertoli Cell Junction Signaling 4,39 7,05
STAT3 Pathway 6,12 5,13

CLEAR Signaling Pathway 4,46 6,20

Role of Macrophages, Fibroblasts and Endothelial Cells in Rheumatoid Arthritis 4,47 5,75
Osteoarthritis Pathway 5,12 5,10

HMGB1 Signaling 3,81 5,89

PI3K/AKT Signaling 7,60 2,00

p53 Signaling 6,99 2,46

Integrin Signaling 3,96 5,44

ERK5 Signaling 3,41 5,65

Neuroinflammation Signaling Pathway 5,20 3,64
Tumor Microenvironment Pathway 3,64 5,19
TGF-B Signaling 2,19 6,56

G-Protein Coupled Receptor Signaling 5,23 3,46

Cell Cycle: G1/S Checkpoint Regulation 5,65 2,83
Wound Healing Signaling Pathway 2,60 5,87
Epithelial Adherens Junction Signaling 2,81 5,59
IL-8 Signaling 5,62 2,77

Sertoli Cell-Sertoli Cell Junction Signaling 2,92 5,00
Cyclins and Cell Cycle Regulation 6,53 1,01
Estrogen-mediated S-phase Entry 5,44 1,71

RANK Signaling in Osteoclasts 5,29 0,83
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Ces données sont en accord avec les données disponibles relatives a la dérégulation de
I'expression des miR-199a-5p et miR-199a-3p dans certaines maladies (et fonctions
biologiques) (ratio en log2 compris en -2 > log2 et log2 > +2), notamment dans la

tumorigeneése, la prolifération cellulaire, la mort cellulaire ou encore I'invasion (Tableau 19).

Tableau 19 : Liste des maladies et fonctions biologiques pour lesquelles une dérégulation de I’expression des
miR-199a-5p et miR-199a-3p est observée. Dégradé de bleu = sous-exprimés et dégradé d’orange = sur-exprimé.
-2 >log2 ou log2 > +2).

Diseases and Bio Functions (z-scores) miR-199a-3p GOF  miR-199a-5p GOF

Viral Infection
Liver cancer
Cell death of epithelial cells
Liver tumor
Growth of epithelial tissue
Liver lesion
Liver carcinoma
Hepatobiliary neoplasm
Cell-cell contact
Accumulation of cells
Necrosis of epithelial tissue
Immune mediated inflammatory disease
Development of body axis
Apoptosis of epithelial cells
Organismal death
Morbidity or mortality
Proliferation of hepatocytes
Development of head
Growth of liver
Proliferation of liver cells
Leukocyte migration
Sprouting
Bladder tumor
Cell movement of leukocytes
Muscle tumor
Blue round small cell tumor

Cardiogenesis
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Benign lesion 0,68

Proliferation of neuronal cells 0,58
Extracranial solid tumor 0,12
Growth of muscle tissue 0,08

Proliferation of muscle cells 0,02
Multiple cancers 0,03
Invasion of cells -0,03

GOF = Gain Of Function

3. Effets de I'inhibition de DNM30OS + TGF-
Sous l'effet du TGF-B, le traitement de la lignée LX-2 par le GapmeR dirigé contre DNM30S
induit la sur-expression de 49 génes et la sous-expression de 29 génes, de maniére significative

(avec adjusted p-value < 10°; -2 > log2 ou log2 > +2) (Figure 51).

DEGs cluster heatmaps

==

Gp DNM3OS TGF-p+ Gp neg TGF-B+

Figure 51 : Sous I'effet du TGF-B, le traitement de la lignée LX-2 par le GapmeR dirigé contre DNM30OS module
I’expression de génes. Heatmap représentant la modulation de genes sous I'effet du GapmeR DNM3O0S, en
présence de TGF-B.
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Le Tableau 20 indique le ratio en log2 (-2 > log2 ou log > +2) de génes significativement
dérégulés par le GapmeR DNM3OS avec et sans TGF- par rapport a la condition GapmR neg
(avec adjusted p-value < 10 ; -2 > log2 ou log2 > +2). L’inhibition de DNM30S dans la lignée
LX-2 induit la sur-expression de génes anti-fibrotiques tels que BMP6 ainsi que les génes des

métalloprotéinases MMP-1 et MMP-3, a la fois dans les LX-2 activées par le TGF- ou non.

Tableau 20 : Liste des génes modulés dans la lignée humaine de cellules stellaires (LX-2) apres transfection des
cellules LX-2 par un GapmeR dirigé contre DNM30S. Dégradé de vert = génes sous-exprimés ; dégradé de rouge
= génes sur-exprimés avec une adjusted p-value <10 et un ratio en log2 compris entre -2 > log2 ou log2 > +2.

Gene log2 log2 Gene log2 log2
Gp DNM30S / Gp Gp DNM30S_TGF/Gp
Symbol neg neg_TGF Symbol Gp DNM30S / Gp neg  Gp DNM30S_TGF/Gp neg_TGF

ADRA2C LOC107984862
ALOXE3 LOC107985524
ANGPTL4 LOC389602
ANK3 LRRC15
ARHGAP30 LRRC32
ATF6 LRRC7
B3GALTS MAPK13
BATF2 METTL7A
BCL2A1 MMP1
MMP24-AS1-
BEST1 EDEM?2
BMP6 MMP3
C3orf52 NARF
CAMK1G NGFR
CD22 NKAIN1
CDH13 PADI1
CLDN4 PAPPA
CNTN1 PLCB1
COL11A1 PLEKHG4B
COL25A1 PPL
CREB3L2 PRKCA
CTSE PRKCE
DRGX PRLR
EDIL3 PRR16
ELF3 PRR9
ENOX2 PSG2
FAR2 PSG7
FAT3 PTK2B
FTO RARRES2
GABBR2 RGS4
GDF15 RIPOR2
GOLGA7B RRAD
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GPC6
GRIN2A
HDAC9S
HKDC1
HSPA6
IL1IRL1
ITGB2
IVL
KIAA0513
KIAA1755
KITLG
KLHDC7B
KRT15
KRT3
KRT34
KRT79
KRTAP2-1
KRTAP2-3
KRTAP4-8
KRTAP4-9
LAMB3

LOC100653049

LOC107984282
Gp DNM30S = GapmeR DNM30S ; Gp neg = GapmeR controle ; TGF = TGF-B.

SCG5
SCMH1
SEC23A

SERPINB7
SH3TC2
SHISA2

SLC18A3
SLC3A2

SLCO3A1
SLITRK6

SOX5

SYN1
TENM1

TMA4SF19
TMEM117
TMEM156

TRPM2

TSGA10IP

TSPAN15

TTC17
VPS13B

VWEF

L’annotation des genes (selon les termes GO) indique que les génes modulés par le traitement

par un GapmeR dirigé contre DNM3OS sont associés a différents processus biologiques

notamment le cycle cellulaire, la migration, I'apoptose, le transport de protéines ... (Figure

52).
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Figure 52 : Analyse “Gene Ontology” (GO) des génes modulés par le GapmeR DNM3OS en présence de TGF-B.
La taille des ronds est corrélée au nombre de génes dérégulés ; le dégradé de couleur correspond a la g-value (p-
value ajustée), du moins significatif (bleu) au plus significatif (rouge) ; Le « rich ratio » correspond au nombre de
genes enrichis pour chaque fonction biologique par rapport au nombre de génes total.

Une analyse complémentaire réalisée a I'aide d’Ingenuity Pathway Analysis (IPA) montre que
le GapmeR dirigé contre DNM3OS en présence de TGF-B induit notamment la modulation de
geénes impliqués dans les voies de signalisations PI3K/AKT, Wnt/B-caténine, la voie du TGF-B

ou encore au niveau du cytosquelette d’actine (Figure 53).
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Analysis Comparison 2

Canonical pathway

TGF vs Gp DNM30S

TGF vs Gp neg

Pulmonary Fibrosis Idiopathic...
Hepatic Fibrosis Signaling Pa..
Wound Healing Signaling Pat...
Tumor Microervironment Pat..
Regulation Of The Epithelial ..
Apelin Cardiac Fibroblast Sig..
STAT3 Pathway
HOTAIR Regulatory Pathway
Basal Cell Carcinoma Signali...
Autophagy
PDGF Signaling
HIF1a Signaling
Colorectal Cancer Metastasis...
IL-17 Signaling
Glioblastoma Multiforme Sig...
Ovarian Cancer Signaling
Glioma Signaling
Apelin Liver Signaling Pathway
ILK Signaling
Role of NFAT in Cardiac Hype..
ID1 Signaling Pathway
Factors Promoting Cardiogen..
BMP signaling pathway
VEGF Signaling
| Actin Cytoskeleton Signaling
Coagulation System
PAK Signaling
Pulmonary Healing Signaling ..
Regulation Of The Epithelial ..
cAMP-mediated signaling
Senescence Pathway
| PI3K/AKT Signaling |
Integrin Signaling
| \WNT/B-catenin Signaling |
Chemokine Signaling
Syna nesis Signali
TGF-§ Signaling
MNeuropathic Pain Signaling In..
Role of NANOG in Mammalia..
Macropinocytosis Signaling
Thyroid Cancer Signaling
Adrenomedullin signaling pat.. .
IL-8 Signaling
Paxillin Signaling
Neuroinflammation Signaling..
Actin Nucleation by ARP-WA..
IGF-1 Signaling
Bladder Cancer Signaling
ERK/MAPK Signaling

Pat..

Figure 53 : Voies de signalisation dérégulées sous I'effet du GapmeR dirigé contre DNM30S en présence de
TGF-B. L'effet du GapmeR dirigé contre DNM30QOS en présence de TGF-B dans la lignée LX-2 sur les voies de
signalisation est représenté par un z-score (score standard correspondant a I'écart type par rapport a la
moyenne). Les voies significativement réprimées sont représentées par un dégradé de bleu tandis que les voies
les plus significativement activées sont représentées par un dégradé d’orange. Gp neg = GapmeR contréle ; Gp
DNM30S = GapmeR DNM30S ; TGF = TGF-B.
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4, Cibles potentielles des miR-199a-5p et miR-199a-3p : études préliminaires
A partir des données issues du séquengage, nous avons sélectionné, parmi I'ensemble des
génes dérégulés, le gene MAP3K11 comme cible potentielle de miR-199a-5p. De manieére
intéressante, la transfection des cellules LX-2 par le prémiR-199a-5p induit une inhibition de
MAP3K11 (Figure 54.A). De maniére cohérente, cet effet est inversé lorsque DNM3OS est
inhibé dans les cellules LX-2 (Figure 54.D). Ces premieres données sont confirmées in vivo dans
les modéles murins par obstruction des voies biliaires et par administration de CCls (Figure

54.B-C).

De méme, en ce qui concerne MMP2, une cible potentielle de miR-199a-3p, les premiéres
données indiquent que la transfection des cellules LX-2 par le prémiR-199a-3p induit

I'inhibition significative de ce géne (Figure 54.E).
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Figure 54 : Etude préliminaire de deux cibles potentielles des miR-199a-5p et miR-199a-3p. (A) Expression de
MAP3K11 par RT-gPCR dans les cellules LX-2 transfectées avec le prémiR-199a-5p ; (B-C) Expression par RT-qPCR
de Map3kll dans le modele murin par obstruction des voies biliaires (BDL) et dans le modele murin
d’administration de CCls ; (D) Expression par RT-gPCR de MAP3K11 dans la lignée LX-2 transfectées avec le Gp
DNM3O0S et exposées au TGF-f3 ; (E) Expression par RT-gPCR de MMP2 dans les cellules LX-2 transfectées avec le
prémiR-199a-3p. PPIA (Ppia) a été utilisé comme gene de ménage. n = 3 expérimentations indépendantes pour
les cellules LX-2 ; n=3 souris Sham , n=6 souris BDL, n=5 souris véhicule, n=5 souris CCls ; * : p< 0,05 ; # : p <0,05.
BDL = Obstruction des voies biliaires ; Veh = véhicule ; CCl4 = tétrachlorométhane ; Gp = GapmeR ; neg = négatif.

139



E. Discussion

De maniére générale, les INcARN sont impliqués dans de nombreux processus biologiques
(mécanismes épigénétiques, régulations post-transcriptionnelle et traductionnelle). La
dérégulation de leur expression étant associée au développement de pathologies (Zhang et
al., 2015; Ding et al., 2018; Ai and Yu, 2019; Savary et al., 2019a), ils représentent ainsi des
cibles thérapeutiques prometteuses. Ainsi, quelques études concernant I'impact de leur
inhibition par des oligonucléotides anti-sens (ASO) de type GapmeR ont commencé a émerger
ces derniéres années (Viereck et al., 2016; Amodio et al., 2018). Les GapmeR ont la
particularité d’exercer leur action au niveau nucléaire en formant un duplex ADN / ARN avec
leur gene cible, permettant ainsi le recrutement de la RNAse H nucléaire endogene et la
dégradation du transcrit primaire (Asami et al., 2021). Par conséquent, dans le cadre des ARN
non codant polycistroniques, ce type de molécules est susceptible d’inhiber simultanément
I’ensemble des microARN du cluster. Cette stratégie a déja montré des effets bénéfiques dans
le cadre du myélome multiple en ciblant le long ARN non codant MIR17HG (miR-17~92),
transcrit primaire de six miARN matures (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, miR-

19a-1 (Morelli et al., 2018).

De maniere intéressante, de par leur structure et leurs modifications chimiques, les ASO sont
trés affins pour leur cible et sont résistants aux nucléases, permettant d’envisager leur
utilisation en clinique (Wan and Seth, 2016). Ces modifications chimiques peuvent avoir lieu
au niveau des bases (Gupta et al., 2021), du ribose (2’-OMe ou de type LNA (Bennet et al.,
2000) ou encore au niveau de la liaison phosphodiester (modification phosphorothioate
(Eckstein, 2000)). Les GapmeR présentent également des propriétés pertinentes d’un point de
vue clinique (Geary et al., 2015; Shadid, Badawi and Abulrob, 2021). En effet, ils sont solubles
en solution saline, présentent une biodisponibilité importante, notamment dans le foie et les
reins et ne passent pas la barriere hémato-encéphalique (Koller et al., 2011; Geary et al., 2015;
Bennett et al., 2017). De plus, ils peuvent atteindre leur cible rapidement (de quelques
minutes a quelques heures) et leur temps de demi-vie est relativement long (Shen and Corey,
2018). L'utilisation de GapmeR dirigés contre des longs ARN non codants a déja montré des
effets bénéfiques dans le cadre de plusieurs pathologies. A titre d’exemple, I'inhibition de
MALAT1, un IncARN dont la sur-expression est associée a la croissance tumorale et a un

pronostic défavorable chez des patients atteints de cancers (Zhang et al., 2015), s’est révélée
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efficace dans des modeles pré-cliniques de cancers humains (Amodio et al., 2018). De plus,
dans un modeéle murin de sténose cardiaque, le ciblage du IncARN Chast permet de limiter les
signes d’hypertrophie cardiaque (Viereck et al., 2016). De maniere intéressante, des ASO de
types GapmeR permettant de réguler I'épissage ont d’ores et déja obtenu une AMM
notamment dans la myopathie de Duchenne et dans I'amyotrophie spinale (Mendell et al.,

2016; Finkel et al., 2017).

Nos travaux antérieurs ont récemment montré que I’'administration d’oligonucléotides anti-
sens dirigés contre DNM3OS, transcrit primaire de trois miARN miR-199a-5p, miR-199a-3p et
miR-214-3p permet de prévenir et d’atténuer les Iésions de fibrose dans un modele murin de
fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Savary et al., 2019a). Par ailleurs, la contribution
de miR-214-3p dans la différenciation des Progéniteurs Fibro-Adipogéniques (FAP) a été

démontré dans le contexte de la myopathie de Duchenne (Annexe 3 — Page 218).

Annexe 3 :

Arrighi N, Moratal C, Savary G, Fassy J, Nottet N, Pons N, Clément N, Fellah S, Larrue R,
Magnone V, Lebrigand K, Pottier N, Dechesne C, Vassaux G, Dani C, Peraldi P, Mari B.

The Fibromir miR-214-3p is upregulated in Duchenne Muscular Dystrophy and promotes
differentiation of human fibro-adipogenic muscle progenitors. Cells. 2021 ; 10 : 1832.

Le processus de fibrose étant indépendant de I'organe touché, nous avons souhaité étendre
ces travaux a la fibrose hépatique. D’origine diverse et encore largement débattue, les
myofibroblastes hépatiques dérivent principalement des cellules mésenchymateuses
résidentes, en particulier des cellules stellaires hépatiques (HSC) et des cellules
mésenchymateuses portales (Mallat and Lotersztajn, 2009). Le réle pro-fibrotique de
DNM3O0S a donc été appréhendé dans un premier temps dans deux modeles murins de fibrose
hépatique impliquant les HSC (administration par injection intrapéritonéale de CCls) ou les
cellules mésenchymateuses portales (ligature du canal biliaire, BDL) (Campana and Iredale,

2017). Le modele BDL induit en quelques jours des lésions de fibrose massives et, par
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conséquent, est pertinent pour les phases de mises au point. Par ailleurs, le modele par
injections de CCls, quant a lui, est plus représentatif des agressions chroniques du foie
(Yanguas et al., 2016). En premier lieu, nous avons observé dans les deux modéles murins
utilisés, que DNM3OS et les trois microARN miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p sont
surexprimés dans les foies des souris présentant des lésions de fibrose. De plus, I'inhibition de
DNMS3O0S en curatif dans le modele CCls est associée a I'atténuation des lésions de fibrose.
Bien que ces premiers résultats obtenus soient intéressants, des travaux complémentaires
sont nécessaires. En particulier, nous souhaitons évaluer la biodisponibilité du GapmeR au
niveau hépatique en réalisant un tri cellulaire a partir d’échantillons tissulaires issus de souris
ayant recu une molécule marquée (Cyanine 5 — Cy5). Un séquencage des ARN sur cellules
uniques (single-cell RNAseq) pourra permettre d’identifier I'impact de I'inhibition de DNM30S

dans chacun des types cellulaires dans lesquels il est exprimé.

La faible conservation des longs ARN non codants entre les espéces reste cependant une limite
a leur ciblage clinique. En effet, les IncARN sont trés peu conservés (Li and Liu, 2019; Robinson,
Covarrubias and Carpenter, 2020). Les miARN présentant un degré de conservation plus élevé,
il pourrait étre plus pertinent d’adopter une stratégie thérapeutique visant a moduler
I’expression d’un seul microARN du cluster si I'un d’entre eux exerce un effet majeur. Ainsi,
notre équipe a montré que l'inhibition seule de miR-199a-5p permet d’atténuer
significativement les lésions de fibrose dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite
par la bléomycine, de maniére similaire a I'inhibition de DNM30OS (Savary et al., 2019a). Il
apparait donc essentiel d’identifier la contribution de chacun des miARN issus de DNM30S
dans le phénotype observé. De plus, il est maintenant clairement établi que les microARN
ciblent de nombreux ARNm (Lu and Rothenberg, 2018). Il est donc nécessaire d’éclaircir le réle
de chacun des miARN du cluster de DNM30S dans la fibrose hépatique et d’identifier les cibles
de ces miRNA qui peuvent varier en fonction du type cellulaire ou du contexte pathologique.
Ainsi, dans le cadre de la fibrose pulmonaire, miR-199a-5p intervient dans la voie de
signalisation canonique et non-canonique du TGF- en ciblant notamment la cavéoline-1, un
constituant des cavéoles, responsable de la dégradation des récepteurs au TGF-B. De plus,
miR-214-3p intervient dans la régulation de la voie Wnt/B-caténine en ciblant GSK-3B. MiR-
199a-3p, quant a lui, interviendrait dans la réparation épithéliale en ciblant HGF et FGF7

(Savary et al., 2019a; Savary et al., 2019b).
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L'étude des mécanismes associés a chacun des microARN (miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-
214-3p) ainsi qu’a DNM3O0S a ainsi été réalisée dans une lignée immortalisée humaine de
cellules stellaires, les cellules LX-2 (Higashi, Friedman and Hoshida, 2017), grace a des études
de perte et de gain de fonction. Nous avons dans un premier temps confirmé que la
stimulation des cellules LX-2 par le TGF-B induit I'apparition d'un phénotype
myofibroblastique. Ce phénotype est également observé suite a la surexpression de miR-
199a-5p, contrairement a celle de miR-199a-3p. En revanche, la transfection de plusieurs
précurseurs de miR-214-3p a des concentrations variables est associée a une cytotoxicité
importante et ne nous a pas permis d’obtenir des données exploitables jusqu’a présent. A
I'inverse, I'utilisation d’un GapmeR dirigé contre DNM30S et des anti-miR (LNA) dirigés contre
chacun des microARN entraine une diminution du phénotype fibrotique, en particulier dans
les cellules activées par le TGF-B. Le séquencage des ARN (RNAseq) des cellules LX-2
transfectées par le GapmeR dirigé contre DNM3OS et exposées au TGF-B ou par chacun des
prémiR (prémiR-199a-5p et prémiR-199a-3p) a été réalisé. L'analyse des genes les plus
significativement dérégulés et prédits comme étant des cibles potentielles de miR-199a-5p et
de miR-199a-3p a permis de sélectionner quelques genes connus pour étre impliqués dans le

processus de fibrose, en particulier MAP3K11 et MMP2 respectivement.

Le r6le de MAP3K11, un régulateur positif de la voie de signalisation JNK, dans le processus de
fibrose pulmonaire a déja été évoqué (Liu et al., 2017a). En effet, Liu et al., (2017) ont montré
qgue le TGF-B induit la surexpression du IncARN PCF qui agit en tant qu’éponge du microARN
miR-344a-5p, un miARN ciblant directement MAP3K11, favorisant ainsi la transition épithélio-
mésenchymateuse des cellules épithéliales pulmonaires ainsi que la prolifération des

myofibroblastes activés (Figure 55).

143



TGF-p @90
O

FR00000000000000000000000000000 00000000000 O RV A ARV 00000000 000000000000

200000000000000000000000000000000000000000000:BocBelle00000000000000000000000000

Récepteur
au TGF- B

>

IncARN PCF

—_—
g miR-344a-5p

/

LT L e I INK oo l
MAP3K11 » Migration

> Prolifération

Figure 55 : Mécanisme de régulation de la voie JNK par miR-344a-5p dans la fibrose pulmonaire. La fixation de
TGF-B sur son récepteur entraine I'inhibition de miR-344a-5p par le IncARN PCF. Ainsi, miR-344a-5p ne peut plus
inhiber son géne cible MAP3K11, induisant I'activation de la voie JNK et entrainant la prolifération et la migration
cellulaire.

Nos premiers résultats montrent une diminution significative de I'expression de MAP3K11 par
RT-qPCR dans les cellules LX-2 transfectées par le prémiR-199a-5p. De plus, nous observons
une diminution de Map3k11 dans les deux modeles murins (BDL et CCls). Ces premiéres
données nécessitent d’étre confirmées a la fois dans le modeéle CCls avec le GapmeR dirigé
contre DNM3OS et dans les cellules LX-2 transfectées avec le LNA 199a-5p ou on s’attend a
observer une augmentation de MAP3K11. Ces résultats devront étre confortés a la fois par

I'utilisation d’un siARN dirigé contre MAP3K11 dans la lignée LX-2 et par mutagenése dirigée.

L'implication de MMP-2 dans le processus de fibrogenese a été démontrée dans plusieurs
études. En effet, la sécrétion de collagene de type 1 par les HSC au cours du processus de
fibrogenése entraine la sécrétion de MMP-2 afin de favoriser le remodelage de la MEC (Préaux
et al., 1999; Théret et al., 1999). Ainsi, I'expression de Mmp2 augmente au cours de la fibrose
hépatique et diminue progressivement au fur et a mesure de la résolution des Iésions dans
des modeles de rongeurs (Kossakowska et al., 1998; Zhou et al., 2004; Bansal et al., 2005). De
méme, I'expression de MMP2 est induite chez des patients atteints de maladies chroniques

du foie (Préaux et al., 1999). En particulier, Théret (2001) ont montré que l'activité de MMP- 2
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est associée au stade de fibrose et est plus élevée dans les échantillons d’hépatocarcinomes
présentant une cirrhose sous-jacente. Bien que MMP2 soit une cible prédite de miR-199a-3p
d’apres les logiciels Targetscan et miRONTOP, nos premiéres données indiquent que la
transfection des cellules LX-2 par un précurseur de miR-199a-3p est associée a une diminution
de I'expression de MMP2. Il est donc nécessaire d’explorer de nouvelles pistes concernant le
role de miR-199a-3p. De maniére intéressante, une étude a montré que miR-199a-3p est sur-
exprimé chez des patients atteints de fibrose hépatique. La sur-expression de FXR (Farnesoid
X Receptor) inhibe miR-199a-3p qui ne peut plus inhiber sa cible LKB1 (Liver Kinase B1).
L'inhibition de miR-199a-3p par FXR est alors associé a une diminution du stress oxydant et a
une meilleure survie des hépatocytes (Lee et al., 2012). Une autre étude a montré que miR-
199a-3p participerait au processus de fibrose hépatique, et plus particulierement dans la voie

de signalisation du TGF-B, en régulant I'expression de la cavéoline-2 (Yang et al., 2020).

Au total, I'ensemble de nos travaux suggére que DNM30S, notamment en tant que réservoir
de trois miARN, joue un role majeur dans le développement de la fibrose hépatique. De plus
I"administration d’un oligonucléotide anti-sens de type GapmeR dirigé contre DNM3OS dans
le modeéle murin de fibrose hépatique semble prometteuse et permet d’envisager la

pertinence clinique de I'inhibition de DNM3QOS pour les patients atteints de fibrose hépatique.

145



Chapitre 2 :

L'istradefylline (KW6002), un antagoniste sélectif du
récepteur Aza (A2aR), limite les effets toxiques du
cisplatine tout en préservant ses propriétés anti-
tumorales
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l. Contexte

Le cancer du poumon, en particulier le cancer du poumon non a petites cellules (NSCLC) qui
représente pres de 85 % des cancers du poumon, est I'une des principales causes de décés par
cancer dans le monde (Hoy, Lynch and Beck, 2019). Un tiers des patients atteints de NSCLC
présente une tumeur localement avancée ne pouvant étre réséquée chirurgicalement. De
plus, bien que les progrées de la génomique des tumeurs aient révolutionné la prise en charge
des patients a l'aide de thérapies ciblées plus efficaces que les chimiothérapies
conventionnelles, seul un nombre limité de patients peut bénéficier de ces nouvelles
thérapies (Nasim, Sabath and Eapen, 2019). Ainsi, pour la majorité des patients, |'utilisation
d’une chimiothérapie cytotoxique a base de sels de platine, dont le traitement de référence
reste le cisplatine, est privilégiée (Socinski et al., 2013). Cependant, I'utilisation du Cisplatine
reste en partie limitée en raison des effets indésirables graves que cette molécule peut
induire. En particulier, on observe des effets néphrotoxiques qui s’expriment principalement
par une nécrose tubulaire et une insuffisance rénale aiglie chez environ 30% des patients
(Hamroun et al., 2019). Des lésions de fibrose interstitielle peuvent également s’installer chez
certains patients (Budu et al.,, 2021). Malgré la mise en place de traitements
néphroprotecteurs (tels que I'hyperhydratation ou ['éviction d’autres médicaments
néphrotoxiques), la prévalence de la toxicité rénale chez les patients recevant du cisplatine
reste élevée (Hayati et al., 2015). De plus, I'utilisation du cisplatine est associée a I'apparition
d’autres effets indésirables, dont en particulier, chez 30 a 40% des patients, une neuropathie
sensorielle (neuropathie périphérique) qui se manifeste par une hypersensibilité (paresthésie)
des membres (Staff et al., 2017). L'ensemble de ces effets toxiques peut ainsi conduire a
limiter les doses de cisplatine, voire a modifier le traitement, générant de ce fait un risque
péjoratif d'évolution de la pathologie tumorale. Par conséquent, il est primordial de
développer de nouvelles approches permettant de limiter significativement la néphrotoxicité
et la neurotoxicité du cisplatine afin d'améliorer la prise en charge thérapeutique des patients

atteints de cancer, en particulier de NSCLC.

De maniere intéressante, des travaux préliminaires réalisés au laboratoire ont permis
d’observer par sérenpidité dans un modeéle murin que I'administration de cisplatine induit une

surexpression du récepteur AzaR (Figure 56).
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Figure 56 : L’administration de Cisplatine induit une sur-expression du récepteur Aza (A2aR). (A) Des souris ont
regu une injection de Cisplatine a une dose de 3 mg/kg pendant 6 jours. Les souris « contréles » (véhicule) ont
regu une solution saline ; (B) Expression par RT-qPCR de A2aR. Ppia est utilisé comme géne de référence. n=6-16
souris par groupe. *** : p < 0,001. Cisplatine : cisplatine.

Ces premieres données nous ont ainsi conduits a appréhender le réle de I'adénosine et de ses

récepteurs dans la toxicité induite par le cisplatine.
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Il. L'adénosine et ses récepteurs

1. Adénosine
L’adénosine est un nucléoside composé d’une molécule d’adénine liée a un ribose (Fredholm
et al., 2001) (Figure 57). Elle est constitutive des acides nucléiques et ribonucléiques tels que
I’ATP (adénosine triphosphate) (Faulds, Chrisp and Buckley, 1991). De par sa distribution
ubiquitaire, elle régule de nombreux processus physiologiques, notamment au niveau des
systéemes nerveux central et périphérique (Liu et al, 2019b; Coppi et al., 2022),

cardiovasculaire (Reiss et al., 2019) et immunitaire (Antonioli et al., 2019).

Figure 57 : Structure de I’adénosine

L’adénosine est produite a la fois au niveau intracellulaire et extracellulaire. A I'état
physiologique, la concentration extracellulaire d’adénosine est faible, généralement comprise
entre 20 et 300 nM (Newby, 1984; Antonioli et al., 2008). En conditions pathologiques, sous
I'effet de divers stimuli (infection, microenvironnement tumoral, inflammation, greffe), la
concentration extracellulaire d’adénosine augmente fortement (de I'ordre du micromolaire)
en raison d’'une consommation accrue d’ATP (Newby, 1984; Borea et al., 2018). En effet, I’ATP
est dégradée par des enzymes de surfaces CD39 (ecto-nucléoside triphosphate
diphosphohydrolase) et CD73 (5’-nucléotidase) respectivement en AMP puis en Adénosine.
L'adénosine ainsi produite est recaptée au niveau intracellulaire grace aux transporteurs
membranaires CNT (transporteurs de nucléosides concentrateurs, SLC28) et ENT

(transporteurs de nucléosides équilibrateurs, SLC29) (Young et al., 2013). L’adénosine ainsi
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recaptée est soit phosphorylée par une adénosine kinase en AMP, soit subit une réaction de
désamination la convertissant en inosine par une adénosine désaminase (Zhou, Schneider and

Blackburn, 2009; Sachdeva and Gupta, 2013; Dou et al., 2018) (Figure 58).
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Figure 58 : Métabolisme de I'adénosine. En condition normale, I'adénosine est principalement produite par
I’hydrolyse de la S-adénosylhomcystéine (SAH) par la SAH hydrolase. Sous I'effet de divers stimuli, I'adénosine
est produite au niveau extracellulaire par des déphosphorylations successives de I’ATP puis de I'AMP par
respectivement I'ecto-nucléoside triphosphate diphosphohydrolase CD39 et par I'ecto-5’-nucléotidase CD73.
L’adénosine ainsi produite pourra alors se fixer sur ses quatre récepteurs afin de stimuler ou inhiber la production
d’AMP cyclique (AMPc). L'adénosine peut également étre recapter en intracellulaire par un transporteur
nucléosidique (TN). L’adénosine peut produire de I’AMP, ADP et ATP par une adénosine kinase (AK) ou subir une
désamination produisant ainsi de I'inosine par une adénosine déaminase (ADA).

Une dérégulation de la production d’adénosine est a |'origine de conséquences pathologiques
(Borea et al., 2018; Dou et al., 2018), notamment dans la douleur (Adebiyi et al., 2019), le
cancer (Boison and Yegutkin, 2019), I'ischémie-reperfusion (Zimmerman et al., 2013) ou
encore les maladies neurodégénératives (Chang et al., 2021) et auto-immunes (Magni and

Ceruti, 2020).
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2. Récepteurs a I’'adénosine Aza (A2aR)
a. Généralités
L’adénosine exerce ses effets biologiques en se liant a des récepteurs purinergiques (ou
purino-récepteurs). Ces récepteurs, décrits en 1978 par Burnstock et al., sont couplés a une
protéine G et sont constitués de 7 domaines transmembranaires. Deux types de récepteurs
purinergiques présentant des roles pharmacologiques différents ont été identifiés. Il s’agit
d’une part des récepteurs P1 dont 'adénosine est un ligand, et d’autre part, des récepteurs P»
qui reconnaissent notamment ’AMP, I’ADP, I'ATP, 'UDP et 'UTP comme ligands (Burnstock,
1978; Ralevic and Burnstock, 1991).

Parmi les récepteurs de type P4, il existe 4 sous-types de récepteurs a I'adénosine : A1, Aoa, A2
et As (Fredholm et al., 2001) (Figure 58). La fixation de I'adénosine (ou de ses agonistes) sur
ses récepteurs module I'activité de I'adénylate-cyclase selon le type de protéine G couplée au
récepteur. Les récepteurs A; et As (protéine G de type Gi/Go) entrainent l'inhibition de
I'adénylate cyclase, tandis que les récepteurs Axa et Az (protéine G de type Gs) I'activent
induisant ainsi une accumulation intracellulaire d’AMPc (AMP cyclique) (Figure 58) (Londos,
Cooper and Wolff, 1980; Fredholm et al., 2001; Sachdeva and Gupta, 2013). Bien que ces
récepteurs aient le méme ligand, leur distribution tissulaire, leur niveau d’expression, leur
affinité pour le ligand et la nature des protéines G induisent ainsi des réponses cellulaires

différentes (Sheth et al., 2014).

b. Récepteur a I'adénosine Aza (A2aR)
Au niveau mécanistique, la fixation d’adénosine sur A;aR active I'adénylate cyclase entrainant
la production d’AMPc. LAMPc permet d’activer la PKA (Protéine Kinase A) qui phosphoryle
CREB (AMPc Responsive Element Binding) et AKT (ou protéine kinase B) (Borea et al., 2018)
(Figure 59), induisant ainsi deux voies de signalisation impliquées dans I'apoptose et la

prolifération cellulaire (Arasi, Shahrestanaki and Aghaei, 2019).

Au niveau mécanistique, la fixation d’adénosine sur A;aR active I'adénylate cyclase entrainant
la production d’AMPc puis I'activation de deux voies de signalisation, CREB (AMPc Responsive
Element Binding) et AKT (ou protéine kinase B) (Borea et al., 2018), impliquées dans I'apoptose

et la prolifération cellulaire (Arasi, Shahrestanaki and Aghaei, 2019) (Figure 59).
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Figure 59 : Le récepteur Aza. La fixation d’adénosine (ou d’un agoniste) sur le récepteur A2a (A2aR) active
I'adénylate cyclase (AC) entrainant la production d’AMP cyclique (AMPc). La production d’AMPc induit
I’activation de la protéine kinase A (PKA) a I'origine de la phosphorylation de CREB (AMPc Responsive Element-
Binding) et de AKT (Protéine Kinase B).

La distribution du récepteur Aza (A2aR) est ubiquitaire (Fredholm et al., 2001). Il est
notamment exprimé au niveau du systéme nerveux central et des tissus périphériques tels

que le foie, le cceur, les poumons et le systeme immunitaire (Dixon et al., 1996).

Dans le systeme nerveux central, le récepteur AzaR régule I'activité motrice, le comportement,
le sommeil et la mort cellulaire des neurones en modulant le relargage de neurotransmetteurs
(glutamate, acétylcholine, Acide gamma-aminobutyrique GABA, noradrénaline) au niveau
pré-synaptique (Fredholm et al., 2011; Wei, Li and Chen, 2011; Sheth et al., 2014). De plus,
dans le cadre de la maladie de Parkinson, A,aR étant co-localisé avec le récepteur
dopaminergique-D2 (D2R), sous forme d’hétérodimeére, son antagonisme entraine une
augmentation de I'affinité de D2R pour son agoniste et augmente l'activité locomotrice,

ouvrant ainsi la voie a une nouvelle piste thérapeutique (Ferre et al., 1991; Fuxe et al., 2003).

Au niveau périphérique, AzaR joue un réle spécifique en fonction de l'organe et du type
cellulaire dans lesquels il est exprimé. Par exemple, il permet de réguler la pression sanguine
et le rythme cardiaque (Abebe and Mustafa, 2002; Schindler et al., 2005; Headrick et al.,
2013). Une étude récente a également montré que le récepteur AaR joue un réle anti-
inflammatoire au niveau pulmonaire chez des patients infectés par la COVID-19
(DiNicolantonio and Barroso-Aranda, 2020). En effet, sa stimulation par un agoniste inhibe la

production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires et inflammatoires
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(neutrophiles, éosinophiles, monocytes et mastocytes) (Jazayeri, Andrews and Marshall,
2017). Le récepteur AaR participe également au processus de cancérogenese. En effet, une
concentration importante d’adénosine est présente dans le micro-environnement tumoral
(Ohta et al., 2006; Sitkovsky et al., 2014). De plus, la surexpression d’AaR dans les cellules
cancéreuses favoriserait la croissance tumorale (Young et al., 2016). AaR joue également un
role dans les néphropathies. En effet, sa stimulation permet de limiter les lésions de fibrose
rénale (Garcia et al., 2011). De plus, Awad et al., ont montré dans un modéle d’ischémie-
reperfusion que la stimulation d’A2aR par un agoniste, diminue l'infiltration de macrophage et
par conséquent atténue le développement de lésions de fibrose tubulo-interstitielle et de

nécrose glomérulaire (Awad et al., 2006).

Les premieres données issues de nos travaux ont permis de montrer que I'administration de
Cisplatine induit une sur-expression de A;aR dans un modéle murin. Ces résultats nous ont
conduits a tester dans ce méme modeéle, I'effet bénéfique potentiel de la modulation
pharmacologique de AaR par I'lstradephylline (KW6002), un antagoniste sélectif de ce
récepteur déja approuvé par la FDA dans la maladie de Parkinson, sur les effets toxiques du
cisplatine (néphrotoxicité et neuropathie périphérique). De plus, afin de s’assurer que la
modulation de AaR par le KW6002 n’altere pas les propriétés anti-tumorales du Cisplatine,
un modele murin de greffe syngénique a été développé. Les principaux résultats sont résumés
ci-dessous. L'ensemble des données obtenues a fait I'objet d’une publication présentée en

Annexe 4 — page 219.

Annexe 4 :

Dewaeles E*, Carvalho K*, Fellah $*, Sim J, Boukrout N, Caillierez C, Ramakrishnan H, Van der
Hauwaert C, Vijayashankara J, Martin N, Massri N, Launay A, Folger JK, De Schutter C, Larrue
R, Loison |, Goujon M, Jung M, Le Gras S, Gomez-Murcia V, Faivre E, Lemaire J, Garat A, Beauval
N, Maboudou P, Gnemmi V, Gibier JB, Buée L, Abbadie C, Glowacki F, Pottier N, Perrais M,
Cunha RA, Annicotte JS, Laumet G, Blum D, Cauffiez C.

Istradefylline (KW6002) protects from cisplatin-induced nephrotoxicity and peripheral
neuropathy while preserving cisplatin anti-tumor effects. J Clin Invest. 2022 ; 132(22) :
e152924.

* Contribution équivalente
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1l. Résultats

1. Le Cisplatine induit des effets néphrotoxiques
Dans un premier temps, nous avons confirmé que I'administration de cisplatine en aigu (une
injection a 10 mg/kg) ou en sub-chronique (3 mg/kg par jour pendant 6 jours) dans un modele
murin, entraine des effets néphrotoxiques. En effet, nous observons, dans les deux modeles,
une augmentation significative de l'urée plasmatique et le développement de lésions rénales
(présence de signes de nécrose et de tubules atrophiés. De plus, au niveau moléculaire, nous
observons une augmentation significative de I'expression rénale des marqueurs de souffrance
NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin) et KIM1 (Kidney Injury Molecule-1), des
marqueurs inflammatoires TNF-a (Tumor Necrosis Factor — alpha) et IL-6 (Interleukin-6) ainsi

que du rapport Bax/Bcl-2, reflet du processus apoptotique (Figure 1 — Annexe 4).

De maniére intéressante, dans ces mémes modeles, I'administration de cisplatine induit
I'augmentation significative de I'expression rénale d’A;aR. De plus, I'expression de ce
récepteur est corrélée a 'urée plasmatique et a I'expression rénale de NGAL et KIM-1 (Figure

2 — Annexe 4).

2. Le KW6002 permet de limiter la toxicité rénale du cisplatine
La co-administration de Cisplatine (3 mg/kg/jour pendant 6 jours) et de KW6002 (une dose
par jour a 3 mg/kg, en préventif 5 jours avant les administrations de Cisplatine et ce pendant
12 jours) limite la toxicité rénale induite par le Cisplatine. En effet, nous observons une
diminution significative des marqueurs de souffrance rénale NGAL et KIM1, des marqueurs
d’inflammation IL-6 et TNF-a ainsi que de I'urée plasmatique et de I'activité des caspases 3/7,

protéines effectrices du processus apoptotique (Figure 3 — Annexe 4).

Les analyses transcriptomiques (RNA-seq) réalisées dans ce modéle murin ont permis de
montrer que le Cisplatine exerce ses effets néphrotoxiques en affectant différentes voies de
signalisation impliquées notamment dans |'oxydo-réduction, le transport, le métabolisme
lipidigue et I'apoptose, des voies qui sont décrites comme étant impliquées dans les
propriétés cytotoxiques du cisplatine (Manohar and Leung, 2018) (Figure 4 — Annexe 4). Afin
de pouvoir étudier ces différents mécanismes, nous avons alors utilisé une culture primaire

immortalisée humaine de cellules tubulaires proximales, la lignée RPTEC/hTERT1. D’une part,
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I’exposition des cellules au Cisplatine induit la mort cellulaire par apoptose. D’autre part, la
co-administration de KW6002 permet de limiter ce processus, comme en atteste la diminution
de I'activité des caspases 3/7 et la diminution du clivage de Parp et de la caspase 3. Parmi les
voies suggérées par I'analyse transcriptomique, nous nous sommes focalisés sur le processus
d’oxydo-réduction. Le KW6002 permet de limiter la surexpression d’'HO-1 (Héme Oxygénase
1) et de Nrf2 (Nuclear factor erythroid-2-Related Factor 2), induite par le cisplatine. Des
résultats similaires sont observés sur I'activité de la catalase (Figure 5 — Annexe 4). En ce qui
concerne le métabolisme lipidique, le cisplatine induit une accumulation de lipides a la fois
dans les cellules RPTEC/hTERT1 et dans les tissus rénaux du modéle murin d’administration
sub-chronique de Cisplatine. L'utilisation du KW6002 permet de réduire significativement
cette accumulation lipidique a la fois in vitro et in vivo (Figure 5 — Annexe 4). Enfin, afin
d’explorer le transport rénal, nous avons réalisé un dosage de platine a la fois dans le modéle
murin et dans la culture primaire RPTEC/hTERT1. Les données obtenues indiquent que
I"administration de KW6002 permet de limiter I'accumulation de platine dans les reins des
souris et dans les cellules tubulaires proximales. En particulier, I'efflux global des cellules

RPTEC/hTERT1 est augmenté en présence de KW6002 (Figure 8 — Annexe 4).

3. Le KW6002 permet de limiter les effets neurotoxiques
L’effet du KW6002 sur un autre effet indésirable du cisplatine a été réalisé en collaboration
avec I'équipe du Dr Laumet (Université d’état du Michigan). L'administration répétée de
Cisplatine (3 mg/kg/jour pendant 6 jours) induit une hypersensibilité a la douleur et la
production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et CCl,. De plus, la co-administration de
KW6002 permet de limiter cette hypersensibilité et réduit la production des cytokines pro-

inflammatoires (Figure 9 — Annexe 4).

4. Le KW6002 limite la néphrotoxicité et la neurotoxicité sans affecter I’efficacité
anti-tumorale du cisplatine
Afin de s’assurer que le KW6002 n’interfére pas avec I'efficacité anti-tumorale du cisplatine,
un modele murin de greffe syngénique a été mis en place. L'induction de tumeurs a été
réalisée par I'injection de des cellules d’adénocarcinome pulmonaire murin (LLC1). De maniéere
intéressante, I'antagoniste KW6002 limite les effets néphrotoxiques induits par le cisplatine,
tout en préservant ses propriétés anti-tumorales. (Figure 6 — Annexe 4). Une analyse
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transcriptomique a été réalisée sur les échantillons tumoraux provenant de ce modele. Les
analyses bioinformatiques ont permis de mettre en évidence que le KW6002 exacerbe les
effets du cisplatine seul, en particulier sur les voies de la réplication de I’ADN, des dommages
a I’ADN, les mécanismes de réparation de I’ADN et le cycle cellulaire. Afin d’explorer ces
mécanismes, des cellules d’adénocarcinome pulmonaire murines LLC1 (Lewis Lung Carcinoma
1) et humaines H1975 ont été exposées a une dose de Cisplatine (respectivement 2 et 20 uM).
Les résultats obtenus montrent que le Cisplatine induit la mort cellulaire par apoptose et des
dommages a I’ADN dans les deux lignées. En effet, on observe une augmentation du nombre
de foyers y-H2AX dans les deux lignées exposées au Cisplatine. Comme attendu, le co-
traitement des cellules avec le KW6002 n’altére pas les effets anti-tumoraux. De plus, un test
des cometes a été réalisé dans la lignée H1975 et confirme I'augmentation des dommages a
I’ADN en présence de Cisplatine et de KW6002 comparé au Cisplatine seul (Figure 7 — Annexe
4). Enfin, dans la lignée H1975, ainsi que dans les échantillons tumoraux, on observe une
accumulation de platine aprés administration de l'agent anti-cancéreux. De maniére
intéressante et contrairement aux données observées au niveau rénal, 'accumulation de
platine est conservée en présence de KW6002 et est associée a la diminution de I'efflux global

des cellules cancéreuses (Figure 8 — Annexe 4).

Enfin, 'ensemble de ces données a été confirmé dans un second modele murin de greffe
syngénique (cellules de carcinome oeso-pharyngé (mEERL)), modele dans lequel nous avons
pu observer que le KW6002 permet de protéger les animaux a la fois des effets neurotoxiques
et néphrotoxiques du Cisplatine tout en préservant ses propriétés anti-tumorales, voire méme

en les potentialisant (Figure 10 — Annexe 4).

156



IV. Discussion

Malgré la mise en place de moyens de prévention, la néphrotoxicité et la neuropathie
périphérique induites par le cisplatine sont des effets indésirables graves qui touchent environ
un tiers des patients traités par ce composé (Hayati et al., 2015; Staff et al., 2017; Hamroun et
al., 2019). Cest pourquoi lidentification de cibles permettant d’atténuer les effets
néphrotoxique et neurotoxique du Cisplatine sans altérer son efficacité anti-tumorale reste

un enjeu clinique majeur.

Etant donné que nous avons observé dans un modele murin de néphrotoxicité induite par le
cisplatine que I'expression de AzaR est augmentée, nous avons souhaité évaluer en préventif
les effets de la modulation pharmacologique de ce récepteur. L'ensemble des données
obtenues a permis de confirmer que I'antagoniste sélectif de A2aR, KW6002 (Istradefylline),
limite a la fois la néphrotoxicité et la neuropathie périphérique, induites par le cisplatine. Le
séquencage RNA-seq réalisé a permis d’identifier les voies modulées par le cisplatine seul et
en présence de KW6002. L'administration de Cisplatine régule positivement des génes
impliqués dans les voies de I'apoptose, I'inflammation et le stress oxydant et régule
négativement des génes impliqués dans le transport et le métabolisme lipidique. De manieére
intéressante, la co-administration de KW6002 avec le Cisplatine permet de limiter cette
modulation transcriptomique. Certaines de ces voies ont été évaluées in vitro dans une culture
primaire immortalisée de cellules tubulaires proximales CTP (RPTEC/hTERT1) et ont permis de
confirmer I'effet du KW6002 sur le métabolisme lipidique et le stress oxydatif. D’une part, le
métabolisme lipidique est une source importante d’ATP au niveau des tubules rénaux (Xu et
al., 2022) et en particulier, la perturbation de I'oxydation des acides gras, a I'origine de
I’'accumulation lipidiques et des lésions cellulaires, joue un réle fondamental dans les effets
néphrotoxiques du cisplatine (Li et al., 2020). D’autre part, le cisplatine est tres réactif vis-a-
vis des substances nucléophiles telles que le glutathion (GSH), les cystéines ou les
méthionines, qui sont activées en thiols réactifs (Siddik, 2003; Wang and Lippard, 2005).
L'accumulation de cisplatine dans les mitochondries des cellules épithéliales tubulaires induit
la production de ROS et la diminution de molécules ou protéines antioxydantes dont la
catalase ou le glutathion (Zhang et al., 2021), conduisant a I'apoptose des CTP (Pabla and
Dong, 2008; Dasari and Tchounwou, 2014). L'effet du KW6002 sur I'équilibre redox rénal est

donc particulierement important et en accord avec les études montrant que les antagonistes
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A2aR exercent un effet bénéfique sur le stress oxydant (Aires et al., 2019; X. Wang et al., 2022).
Enfin, I'effet néphroprotecteur du KW6002 est lié a sa capacité a limiter I'accumulation rénale
de platine, en particulier dans les CTP. En particulier, nous avons montré que le KW6002
permettait de restaurer I'activité des pompes d’efflux MATE1 (SLC47A1) et ABCC2 (ATP7B).
Bien que les mécanismes de régulation des pompes d’efflux par le KW6002 soient peu décrits
dans la littérature, des études ont montré que I'activation de AaR inhibe I'expression et les

fonctions de la P-gp induisant ainsi une accumulation de ses substrats (Kim and Bynoe, 2016).

De maniére intéressante, le KW6002 permet également de limiter les effets neurotoxiques du
Cisplatine sans affecter ses effets anti-tumoraux, comme en attestent les données obtenues
dans les modeles de douleur et de greffes syngéniques (LLC1 et mEERL). L'analyse
transcriptomique réalisée sur les tumeurs LLC1 indique que I'administration de Cisplatine
inhibe des voies moléculaires associées au cancer comme la prolifération cellulaire, la
réplication ou encore la réparation de I’ADN. Le KW6002 semble renforcer les propriétés anti-
tumorales du Cisplatine en augmentant la sensibilité des cellules cancéreuses, en particulier
en exacerbant les dommages a I’ADN induits par le cisplatine. Ces résultats sont en accord
avec des études publiées suggérant un effet potentialisateur de la caféine, un antagoniste
non-sélectif de AzaR, sur les propriétés anti-tumorales du Cisplatine (Kawano et al., 2012; Oda,
Hidaka and Suzuki, 2017). De plus, une étude a récemment montré l'intérét du blocage de
A2aR par le KW6002 pour limiter les troubles cognitifs induits par le Cisplatine, notamment en
réduisant I'anxiété, les troubles de la mémoire et I'apprentissage, sans affecter les effets anti-
tumoraux du Cisplatine dans un modele murin de greffe syngénique avec des cellules du
cancer du sein (MCF7) (Oliveros et al., 2022). De méme, l'intérét du ciblage des autres
récepteurs a I'adénosine a fait I'objet de quelques études visant a limiter les effets indésirables
du Cisplatine. Ainsi, le blocage de AiR semble étre bénéfique dans des modeles de
néphrotoxicité induite par le Cisplatine ou encore la gentamycine chez le rat (Knight et al.,
1991; Nagashima, Kusaka and Karasawa, 1995; Gill et al., 2009). Cependant, les effets
protecteurs induit par le blocage de AiR sont trés controversés. En effet, d’autres études ont
montré que le ciblage de A1R par un antagoniste exacerbe les effets indésirables du Cisplatine,

et en particulier I'ototoxicité (Sheth et al., 2014; Kaur et al., 2016). Par ailleurs, I'activation du
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récepteur Az semble limiter, quant a lui, les effets neurotoxiques induits par le Cisplatine

(Singh et al., 2022).

L'ensemble de nos résultats démontre ainsi I'efficacité du KW6002 a limiter les effets
néphrotoxiques et neurotoxiques du Cisplatine, sans atténuer ses propriétés anti-tumorales.
Déja autorisée par la FDA dans la maladie de Parkinson (Chen and Cunha, 2020), le KW6002
pourrait a la fois réduire les effets déléteres du Cisplatine mais également améliorer ses
propriétés anti-tumorales. Apres consolidation des résultats dans le cadre d’un essai clinique,
I'utilisation du KW6002 pourrait étre particulierement intéressante, dans le cadre d’un

repositionnement de molécule, pour limiter les effets secondaires liés au Cisplatine.
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Discussion générale et perspectives
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Au cours de sa vie, 'Homme est exposé a des millions de xénobiotiques, tels que les polluants
environnementaux (pesticides, perturbateurs endocriniens ...), les médicaments, ou encore
les additifs alimentaires (Idle and Gonzalez, 2007; Johnson et al., 2012). Les xénobiotiques
sont néfastes pour l'organisme et bien qu’une grande majorité de ces composés soient
métabolisés afin d’étre éliminés, certains métabolites formés sont plus toxiques et entrainent
des effets indésirables voire des pathologies graves (Testa and Kramer, 2007; Manikandan and
Nagini, 2018). Ainsi en 2012, 'OMS a estimé que la pollution environnementale (pollution de
I'air, de I'eau et des sols) était responsable de plus de 12 millions de déces dans le monde
(Preventing disease through healthy environments: a global assessment of the burden of
disease from environmental risks, 2016). De méme, la consommation de médicaments peut
conduire a l'apparition d’effets indésirables chez certains patients. Par définition (selon
I'article R. 5121-153 du code de santé publique), un effet indésirable est « une réaction nocive
et non voulue a un médicament, se produisant aux posologies normalement utilisées chez
I'hnomme pour la prophylaxie, le diagnostic ou le traitement d'une maladie ou pour la
restauration, la correction ou la modification d'une fonction physiologique, ou résultant d'un
mésusage du médicament ou produit ». En France, I'étude prospective IATROSTAT réalisée
par les Centres Régionaux de la PharmacoVigilances a estimé qu’en 2018 plus de 210 000
hospitalisations par an étaient liés aux effets indésirables des médicaments. Parmi les 610
médicaments impliqués dans |'apparition d’effets indésirables, 20% sont des anti-

néoplasiques (https://www.rfcrpv.fr/etude-iatrostat/). En particulier le Cisplatine, trés largement

utilisé dans le traitement les cancers solides (poumon, testicules, ovaires, gastrique, ...), est a
I'origine d’effets secondaires variés, dont des effets néphrotoxiques chez plus d’un tiers des
patients et ce, malgré la mise en place de moyens de prévention (Hamroun et al., 2019). Par
ailleurs, certains médicaments peuvent également entrainer des lésions au niveau hépatique
(Aithal et al., 2011), regroupées sous le terme « DILI » pour « Drug-Induced Liver Disease ». En
Europe et aux Etats-Unis, les DILI se manifestent majoritairement par des insuffisances
hépatiques aiglies (Russo et al., 2006; Reuben, Koch and Lee, 2010; Bjérnsson and Bjérnsson,
2022) et sont responsables de 15% des transplantations hépatiques aux Etats-Unis (Russo et
al., 2004). Les DILI sont plus fréquemment induits par le paracétamol qui conduit a une
nécrose hépatocellulaire (Ramachandran and Jaeschke, 2018; Saccomano, 2019; Bjérnsson

and Bjornsson, 2022) et par I'amiodarone ou le méthotrexate qui induisent une fibrose
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hépatique voire une cirrhose, d’autant plus sévére que le patient présente un désordre

métabolique (Huang et al., 2019; Bafna et al., 2021; Bjornsson and Bjornsson, 2022).

C’est dans ce contexte que se sont inscrits mes travaux de these, au cours desquels j’ai pu
évaluer les effets de deux stratégies visant a limiter (i) le développement de Iésions de fibrose

hépatique initiées chimiquement et (ii) les effets néphrotoxiques induits par le Cisplatine.

I Evaluation des effets de I'inhibition du long ARN non codant DNM3OS sur les lésions
de fibrose hépatique
La fibrose hépatique représente un probléme de santé publique majeur. A un stade avancé,
la fibrose conduit a la cirrhose et, dans 5 a 30% des cas, a un hépatocarcinome (HCC) (Moon
et al., 2019). La cirrhose est la 11°™¢ cause de mortalité dans le monde (Asrani et al., 2019) et
la 5™¢ en Europe centrale (Marcellin and Kutala, 2018). De plus, 90% des HCC, qui
représentent la 3°™¢ cause de mortalité par cancer dans le monde (Konyn, Ahmed and Kim,
2021), présentent une composante fibrotique (Baglieri, Brenner and Kisseleva, 2019). A
I’'heure actuelle, aucun traitement spécifique n’est disponible et la meilleure stratégie
thérapeutique reste I’élimination ou le traitement de la cause (Lee, Wallace and Friedman,
2015; Altamirano-Barrera, Barranco-Fragoso and Méndez-Sanchez, 2017; Schuppan et al.,

2018)

Ainsi, mes travaux de thése ont permis de démontrer le réle pro-fibrotique du long ARN non
codant DNM3O0S en utilisant deux modeles murins de fibrose hépatique, I'un par obstruction
des voies biliaires et I'autre par administration de CCla. De plus, I'inhibition de DNM3OS et des
trois miARN du cluster (miR-199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p) a l'aide d’un ASO de type
GapmeR se traduit par une réduction des lésions de fibrose induites par I'administration
répétée de CCls. Afin de confirmer ces premiers résultats et d’obtenir une preuve de concept
solide, d’autres modeles murins pourraient étre utilisés. En particulier, le modele par
obstruction des voies biliaires qui permet de mimer les agressions cholestatiques, notamment
la cholestase ou encore la cirrhose biliaire primitive (Liedtke et al., 2013) pourrait étre un
modele pertinent étant donné que nous avons déja observé une augmentation de I’expression

de DNM3OS six jours apres la chirurgie. De plus, ces travaux pourront étre poursuivis dans un
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modele murin de cirrhose, présentant des lésions de fibrose plus importantes. Ainsi, deux
modeles, mimant des stades de cirrhose différents, peuvent étre utilisés, I'un présentant une
cirrhose précoce grace a I'administration de CCls deux fois par semaine pendant 8 semaines,
I’autre mimant une cirrhose partiellement réversible grace a I'administration de CCls pendant
12 semaines pour une cirrhose partiellement réversible (Constandinou, Henderson and
Iredale, 2005; Ravichandra and Schwabe, 2021). |l serait pertinent d’utiliser d’autres modeles
tels gu’'un modeéle de NASH grace a un régime riche en graisse, un modeéle de lésions
immunitaire permettant de mimer une infection virale ou encore un modele d’overdose au

paracétamol (Bao et al., 2021).

De plus, une étude de perte et de gain de fonction a été initiée dans une lignée de cellules
stellaires (HSC), la lignée LX-2. Ainsi, nous avons montré dans cette lignée que la transfection
par un GapmeR dirigé contre DNM3OS est associée a la diminution du phénotype fibrotique
induit par le TGF-B. Un effet semblable est observé apres transfection par un anti-miR dirigé
contre miR-199a-5p ou miR-214-3p, contrairement a I'utilisation d’un anti-miR-199a-3p. A
I'inverse, la transfection par un précurseur de miR-199a-5p est associée a une exacerbation
du phénotype fibrotique. Des résultats préliminaires suggerent que MAP3K11 pourrait étre
impliqué dans la régulation du phénotype fibrotique via miR-199a-5p. Bien que les HSC soient
les cellules majoritairement impliquées dans le processus de fibrose (Mederacke et al., 2013),
il pourrait étre pertinent de réaliser ce méme type d’études dans d’autres types cellulaires
précurseurs de myofibroblastes, en particulier dans des fibroblastes portaux (Li et al., 2007).
De méme, afin de mimer plus finement le processus de fibrose in vitro, il serait envisageable
de réaliser des co-cultures d’HSC et d’hépatocytes. Cependant, des études ont montré que le
contact cellules-cellules entre les HSC et les hépatocytes entrainait la dédifférenciation des
hépatocytes (Heslop et al., 2017; van Grunsven, 2017). Diverses approches ont donc été
testées afin de s’affranchir de cette limite. L'une d’elles consiste a cultiver les HSC au fond
d’un puits et de cultiver les hépatocytes sur un insert afin d’éviter les contacts cellules-cellules
tout en maintenant leurs échanges (van Grunsven, 2017). Par ailleurs, afin de mimer
I'architecture tri-dimensionelle de I'organe, il serait également intéressant et pertinent de
réaliser une co-culture rassemblant des HSC, des hépatocytes et des cellules de Kupffer dans

une matrice. Idéalement, ce modele 3D pourrait étre mis en place dans un systéme micro-
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fluidique afin de mimer la pression sanguine (van Grunsven, 2017). Une alternative

prometteuse réside dans le développement d’organoides hépatiques (Bao et al., 2021).

Une limite de nos travaux réside dans le fait que nous nous sommes uniquement intéressés a
DNM3O0S en tant que transcrit primaire et réservoir de trois miARN (Fellah et al., 2022). Une
fois transcrit par ’ARN polymerase Il, le transcrit primaire de DNM30OS peut également étre
pris en charge par le splicéosome et conduire a la forme mature de ce long ARN non codant
nucléaire. Le role de ce dernier a ainsi déja été démontré (i) dans I'acétylation des histones
induisant une dérégulation de la réponse inflammatoire dans le diabéte (Das et al., 2018) ; (ii)
en tant que guide de facteur de transcription notamment de SNAIL dans le cancer gastrique
(Wang et al., 2019) et (iii) en tant qu’éponge de miARN, notamment dans le rétinoblastome
(Wang and Ji, 2020) et I'ostéoarthrite (Ai and Yu, 2019) (Figure 59). DNM3OS pourrait ainsi
également participer au processus fibrotique par un mécanisme indépendant des miARN miR-

199a-5p, miR-199a-3p et miR-214-3p.
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(i) Acétylation des histones dans le diab&te (ii) Guide de facteur de transcription
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(iii) Eponge de miARN dans I'ostéoarthrite et le rétinoblastome
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Figure 60 : Mécanismes d’action de DNM30S indépendant des miARN du cluster. DNM3OS régule I'expression
des genes (i) en modulant la méthylation de la chromatine par des mécanismes épigénétiques ; (ii) en guidant
les facteurs de transcription ; (ii) en agissant en tant qu’éponge de miARN. D’aprés Fellah et al., 2022.

Par ailleurs, une part importante des HCC se développe sur un terrain fibrotique (Baglieri,
Brenner and Kisseleva, 2019). De plus, bien que peu nombreuses, certaines études sont en
faveur de I'implication de DNM3OS dans le cancer (Fellah et al., 2022). En particulier, Wang et
al. (2021) ont montré que le traitement de cellules d’hépatocarcinome par du milieu
conditionné (provenant de cellules souches mésenchymateuses) induit la sur-expression de
DNM3O0S. De plus, des niveaux élevés de DNM30OS dans des échantillons provenant de
patients atteints d’"HCC sont associés a la progression tumorale et a une plus faible survie des
patients (Wangetal., 2021). Dans ce contexte, DNM30S interagirait avec KDM6B (codant pour
une histone déméthylase) induisant une déméthylation de I’ADN et la transcription du géne
TIAM1 (TIAM rac1 associated GEF 1) impliqué dans la tumorigenése (Huang et al., 2013; Wang
et al., 2021). Il serait donc intéressant d’étudier les effets de I'inhibition de DNM30S dans le

développement d’un hépatocarcinome a l'aide d’'un modeéle murin d’HCC induit par
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I’administration chronique de CCls. Cependant, dans ce modele, le développement des
tumeurs hépatiques est long (une centaine de semaines) (Heindryckx, Colle and Van
Vlierberghe, 2009) et nécessite d’associer d’autres composés chimiques, tels que le Di-Ethyl
Nitrosamine (DEN), pour accélérer le développement de I’'HCC (Uehara, Pogribny and Rusyn,

2014).

Enfin, les mécanismes moléculaires étudiés dans cette étude, en particulier I'implication du
TFG-B, concernent également d’autres maladies fibrotiques (Weiskirchen, Weiskirchen and
Tacke, 2019), il est donc raisonnable de penser que la stratégie d’inhibition de DNM30S
proposée pourrait aussi s’appliquer a d’autres types de fibrose d’organes. En particulier, le
syndrome d’Alport, est une maladie héréditaire qui résulte d’'un défaut de synthese de
collagene de type IV (COL4A3, COL4A4 et COL4AS) (Abrahamson et al., 2009). Ce syndrome se
traduit par une protéinurie, une fibrose interstitielle et une insuffisance rénale (Hudson et al.,
2003; Torra and Furlano, 2019). Etant donné le peu d’options thérapeutiques disponibles
(Savige et al., 2013), I’évaluation du bénéfice du ciblage de DNM30OS dans le syndrome
d’Alport a été initiée dans I'équipe en utilisant des souris déficientes pour le géne Col4a3
(Nozu et al., 2019). Ainsi, le développement de molécules dirigées contre DNM30OS (ou un
miARN du cluster) pourrait permettre a terme de limiter la progression de la fibrose, quel que

soit I'organe touché et indépendamment de la cause.

Au total, mes travaux concernant le réle et le potentiel thérapeutique de DNM3QOS, offrent
des perspectives intéressantes a la fois dans la fibrose hépatique mais également dans
d’autres maladies fibro-prolifératives. De plus au niveau hépatique, I'inhibition de DNM30S

par un ASO pourrait étre une stratégie de choix dans le traitement de I’"HCC.
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Il. Evaluation des effets néphro-protecteurs induits par I'inhibition du

récepteur a 'adénosine Aza (A2aR)

Le cisplatine est un agent anti-néoplasique trés largement utilisé pour traiter les cancers
solides dont les cancers du poumon, des testicules, des ovaires, ou encore dans des cancers
gastriques (Ghosh, 2019a). Cependant, son utilisation est associée a l'apparition d’effets
indésirables séveres nécessitant de diminuer les doses administrées voire d’arréter le
traitement (Pabla and Dong, 2008). En particulier, la néphrotoxicité est un effet indésirable
majeur, qui touche plus d’un tiers des patients malgré la mise en place de moyens de
prévention basés sur I’hydratation (Hayati et al., 2015; Hamroun et al., 2019). L’utilisation de
modeéles expérimentaux in vitro et in vivo a permis d’améliorer la compréhension des
mécanismes a l'origine des effets néphrotoxiques du Cisplatine. En effet, la forte réactivité du
Cisplatine pour les constituants nucléophiles cellulaires induit une synthése accrue d’espéces
réactives de I'oxygene conduisant, principalement dans les cellules tubulaires proximales
riches en mitochondries, a une cytotoxicité importante (Crona et al., 2017). De nombreuses
approches thérapeutiques cherchant a limiter la toxicité rénale du cisplatine ont été
proposées ces derniéres années (Humanes et al., 2012; Galgamuwa et al., 2016; Wang et al.,
2018). A titre d’exemples, ces approches visent a réduire I'absorption rénale (Ciarimboli et al.,
2005), limiter I'apoptose (Jiang et al., 2007; Wei et al., 2007), administrer des anti-oxydants
(Zunino et al., 1989) ou encore limiter le processus inflammatoire (Ramesh and Reeves, 2004).
Cependant, ce type d’approche ne se focalise généralement que sur un effet cellulaire du
Cisplatine et ne permet pas d’atteindre une néphro-protection compléte (Pabla and Dong,
2008). De plus, peu de molécules proposées ont fait I'objet d’études portant sur le
retentissement de ces approches sur les propriétés anti-tumorales du cisplatine (Fang et al.,

2021).

L'implication de I'adénosine et de ses récepteurs dans de nombreux processus
physiopathologiques a conduit au développement d’un nombre important de molécules
permettant leur modulation pharmacologique (Saini et al., 2022). Le récepteur AzaR est, en
particulier, considéré comme une cible thérapeutique pertinente dans de nombreuses
pathologies, en particulier la maladie de Parkinson, les désordres métaboliques, la fibrose

cutanée, le cancer, les maladies cardio-vasculaires et rénales (Saini et al., 2022).
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Deux types d’antagonistes sont disponibles. D’une part, les antagonistes non-sélectifs de AzaR,
parmi lesquels la caféine est le chef de file (Saini et al., 2022). La caféine est un anti-oxydant
(Devasagayam et al., 1996) qui présente des effets protecteurs dans les maladies de Parkinson
et d’Alzheimer (Kolahdouzan and Hamadeh, 2017). En revanche, son effet bénéfique dans les
maladies rénales est plus controversé (Curhan et al., 1996). Les antagonistes sélectifs de AzaR,
guant a eux, suscitent un intérét croissant (Saini et al., 2022). Ainsi, depuis le début des années
2000, pres de 30 essais cliniques évaluant des antagonistes sélectifs de A;aR dans la maladie
de Parkinson ont été mis en place (Chen and Cunha, 2020). Parmi les différents antagonistes
du récepteur Aza, nos travaux se sont focalisés sur l'istradefylline (KW6002). En effet, ce
composé dispose d’ores et déja d’'une autorisation de mise sur le marché au Japon et aux
Etats — Unis comme traitement d’appoint de la maladie de Parkinson (Chen and Cunha, 2020).
De plus, 'administration réguliére de cette molécule ne semble pas entrainer des effets
indésirables majeurs, comme ont pu le montrer les essais cliniques de phase llb et Il réalisés
sur plus de 4000 patients atteints de la maladie de Parkinson (Takahashi et al., 2018; Chen and
Cunha, 2020). Nos travaux ont ainsi permis de montrer que le KW2002 permet de limiter deux
effets indésirables fréquents du cisplatine. En effet, I'administration de cette molécule en
combinaison du cisplatine réduit a la fois la toxicité rénale et la neuropathie périphérique
engendrées par cet anti-cancéreux. De maniére intéressante, une étude récente a permis de
confirmer I'intérét de moduler pharmacologiquement le récepteur AaR grace a I'istradefylline
pour limiter la neurotoxicité induite par le CisPt (Oliveros et al., 2022). Nous pourrions ainsi
envisager par la suite d’évaluer les effets de ce blocage sur d’autres effets indésirables du

CisPt, notamment I'ototoxicité et I’hépatotoxicité (Ghosh, 2019).

Par ailleurs, le KW6002 n’altére pas I'activité anti-tumorale du cisplatine, et semble méme, sur
certains parametres, potentialiser son action sur les cellules tumorales. Cette propriété anti-
tumorale potentielle du KW6002 peut étre mise en relation avec le réle désormais établi de
I’adénosine dans le développement tumoral (Boison and Yegutkin, 2019). Ainsi, de nombreux
essais cliniques sont en cours afin d’évaluer des stratégies d’inhibition de I'ectonucléotidase
CD73, afin d’inhiber la production d’adénosine et par conséquent d’empécher son interaction
avec AxaR, dans le traitement des tumeurs solides (Churov and Zhulai, 2021). De plus, le
bénéfice de I'utilisation d’antagonistes du récepteur A, est actuellement testé dans des essais

clinigues en tant que coadjuvants dans le traitement (NCT05024097) (Seitz et al., 2019).
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Au total, ces résultats nous permettent dés lors d’envisager la mise en place d’un essai clinique
chez des patients atteints d’un cancer du poumon et traités par du cisplatine afin d’évaluer
chez 'homme la pertinence de [lutilisation de [listradefylline dans le cadre d’un
repositionnement de molécule. Les études de sécurité et de tolérabilité ayant déja été
réalisées est un élément majeur qui pourrait permettre de réduire considérablement le temps
et les colts nécessaires au développement d’un médicament (Pushpakom et al., 2019). Enfin,
si ces données obtenues sont confortées, nous pourrions étendre notre étude a d’autres
agents anti-néoplasiques présentant les mémes modes d’action, en particulier les autres sels
de platine (carboplatine et oxaliplatine), voire transférer cette approche a d’autres types de
cancers traités par le cisplatine, tels que le cancer de I'ovaire (Alberts et al., 1996), du testicule

(Chaudhary and Haldas, 2003) ou de I'cesophage (llson, 2008).

De cette maniére, nous pouvons envisager d’évaluer les effets de l'istradefylline sur la
néphrotoxicité induite par le CisPt au cours d’un essai clinique, dans le cadre d’un

repositionnement de molécule.
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