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L LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

1. Présentation de la maladie

La polyarthrite rhumatoide (PR) est actuellement considérée comme le plus fréquent des
rhumatismes inflammatoires (prévalence = 1% de la population mondiale). Il y a environ 150
000 a 250 000 malades en France. Elle se caractérise par une atteinte inflammatoire des
synoviales articulaires et tendineuses, prédominante aux mains, aux pieds et aux genoux. Elle se
définit comme un rhumatisme inflammatoire polyarticulaire, évoluant de fagon chronique par
poussées, pouvant entrainer des déformations et destructions articulaires. La PR peut également
étre une maladie systémique entrainant des manifestations extra-articulaires pouvant
compromettre le pronostic vital. Elle touche plus fréquemment les femmes (3 femmes pour 1
homme) et débute le plus souvent vers 30 a 50 ans, mais peut aussi se déclarer aux extrémes de
la vie.

La PR peut débuter de fagon insidieuse, progressive ou aigué. Les manifestations initiales sont le
plus souvent des polyarthrites (au moins 4 arthrites) symétriques, concernant les articulations
des mains [poignets, métacarpophalangiennes (MCP), interphalangiennes proximales (IPP)] et
des avant-pieds [métatarsophalangiennes (MTP)]. Cependant des mono- ou oligoarthrites
(jusqu’'a 3 arthrites) peuvent étre observées. L’'inflammation articulaire se caractérise par le
gonflement et I'augmentation de la température des articulations touchées. Elle s’accompagne
d’une douleur d’horaire inflammatoire, prédominante en fin de nuit et en début de journée, ainsi
que d’'une raideur articulaire matinale prolongée (dérouillage matinal).

Au cours de 'évolution de la pathologie, qui se fait de facon progressive sur plusieurs années, le
nombre d’articulations touchées augmente, le cartilage, I'os et les structures périarticulaires
(capsule, tendons) sont détruits, ce qui conduit aux déformations caractéristiques de la PR. La
maladie évolue par poussées inflammatoires, plus ou moins rapprochées selon les patients

(Figure 1).

Figure 1 : Déformations caractéristiques des mains au cours de la PR



I est actuellement acquis que de nombreux facteurs interviennent dans I'étiopathogénie de la
PR: facteurs génétiques, environnementaux, hormonaux et psychologiques qui contribuent a
I'activation d’'une réponse immunitaire innée et acquise, incontrélée.

La réaction auto-immune qui se manifeste par la présence d’auto-anticorps anti-IgG, les facteurs
rhumatoides et anti-peptides citrullinés (anti-CCP), précede, parfois de plusieurs années,
I'apparition des manifestations cliniques. On parle alors de phase pré-articulaire. Les
mécanismes impliqués dans cette rupture de la tolérance au niveau des lymphocytes B (LB) et
des lymphocytes T (LT) ne sont pas identifiés. Ils résultent probablement d’anomalies de la
sélection thymique ou de la tolérance périphérique. Des facteurs environnementaux, tels les
microorganismes, le stress et surtout le tabac associés a des facteurs génétiques pourraient étre
a la fois inducteurs et agir sur la gravité de la maladie. Parmi les facteurs génétiques, des loci de
susceptibilité ont été identifiés. Les antigénes HLA ont été les premiers facteurs de susceptibilité
décrits dans la PR et l'association avec des alleles HLA-DRB1 (0405) est actuellement bien
admise.

D’autres loci incluant les génes codant la protéine tyrosine phosphatase non réceptrice type 22
(PTPN22), la peptidyl arginase déiminase de type IV (PADI4), NOTCH4, la ténascine XB (Tamiya
et al,, 2005), CTLA-4, les récepteurs du fragment Fc des IgG (RFcy), de nombreuses cytokines
(TNF-q, IL-1, IL-10, IL-21) ou leurs récepteurs, ont été également associés a des degrés divers au
déclenchement et a la sévérité de la maladie.

Sur cette base auto-immune, des facteurs vont alors initier la réponse au niveau articulaire et
déclencher la phase clinique de la maladie. Des facteurs microbiens pourraient jouer un role
important. La cavité synoviale va alors étre le siege d’'une réaction inflammatoire excessive qui

touche plus particuliérement la membrane synoviale (Figure 2).
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Figure 2 : Pathogénie de la PR (McInnes and Schett, 2011)
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La membrane synoviale, constituée de macrophages (synoviocytes de type A) et de fibroblastes
(synoviocytes « fibroblast-like » (FLS) ou synoviocytes de type B) est habituellement pauci
cellulaire avec une couche bordante (intimale) composée de 1 a 2 couches de cellules. Au cours
de la PR, elle devient hyperplasique : la couche bordante s’épaissit pour comprendre 4 a 10
couches de cellules, parfois méme plus de 20. La membrane synoviale rhumatoide est le siege
d’'une inflammation chronique caractérisée par une infiltration cellulaire ou prédominent les
macrophages, les LB et les LT. On trouve également des cellules dendritiques (CD), des
mastocytes et des plasmocytes (pannus rhumatoide). Takemura et al. ont montré que dans 56%
des cas, les LT, les LB, les macrophages et les CD sont présents en infiltrats diffus sans structure
spécifique (Takemura et al., 2001). Dans les autres cas, les LT et LB infiltrés peuvent s’organiser
en microstructures de deux types qui s’excluent mutuellement : i) en follicules secondaires avec
un centre germinatif caractérisé par une prolifération cellulaire et la présence d’un réseau de CD
folliculaires (CDF) ou ii) en agrégats de LT et LB sans centre germinatif et sans CDF, ce qui
distingue cet agrégat d’'un follicule primaire. Dans les deux cas, on observe la présence de
plasmocytes qui s’accumulent sous la couche bordante.

De nombreuses hypothéses ont été proposées pour expliquer le role que pourraient jouer ces
différentes cellules présentes dans l'articulation rhumatoide. Actuellement, on considéere que la
pathogénie de la PR au niveau articulaire peut étre schématiquement subdivisée en 3 phases, qui
ne sont pas mutuellement exclusives : la phase d’initiation, la phase chronique et la phase de
destruction. (Figure 3).

-La phase d’initiation : conformément a ce modele et chez des sujets prédisposés génétiquement,
I'initiation de la PR a longtemps été considérée comme résultant d’'une immunisation contre un
auto-antigéne spécifique qui en réalité n’a jamais été identifié. En fait, il est vraisemblable que
I'initiation dépende essentiellement d’'une activation locale de la membrane synoviale et donc
des cellules de I'immunité innée qui résident dans l'articulation telles les CD, les macrophages et
les FLS (Zvaifler, 2006). Cette activation peut étre due a des agents microbiens ubiquistes
responsables de bactériémies intra-articulaires. Ces germes peuvent libérer des PAMPs
(pathogen associated molecular patterns) qui vont activer ces cellules de I'immunité innée via
des récepteurs transmembranaires, les PRRs ou pattern recognition receptors. Cette activation
peut-étre aussi due a des DAMPs ou damage-associated molecular patterns libérés au cours de la
réaction inflammatoire.

-La pérennisation de la synovite rhumatoide est la conséquence d'une réaction immunitaire intra-
articulaire liée surtout a la migration des LT et des LB (Firestein and Zvaifler, 2002). Si on a
longtemps attribué aux LT un role central dans I'étiopathologie de la phase chronique de la PR, il

semble qu’aujourd’hui un réle prépondérant puisse étre attribué aux LB a l'origine de la
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synthese de nombreux auto-anticorps dont certains sont spécifiques de la PR, tels les anticorps
anti-peptides citrullinés. Les LB peuvent aussi agir comme des cellules présentatrices d’antigene
aux LT.

-La phase de destruction est liée a l'intervention de différents systémes dont le systéme RANK-
RANK-ligand et a la libération de nombreuses métalloprotéases qui vont détruire le cartilage et
l'os.

La phase de destruction est essentiellement médiée par les ostéoclastes et des effecteurs, tels

des protéases, libérés par les FLS qui acquierent un phénotype agressif.
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Figure 3: Phases de la pathogénie de la PR
(Firestein, 2003; Firestein and Zvaifler, 2002).

Au cours de notre travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés aux cellules
résidentes de la membrane synoviale, les FLS qui ne sont pas des acteurs classiques de la
réponse inflammatoire et auto-immune. Activés de fagon intrinseque ou extrinséque par

I'environnement rhumatoide, ils jouent un réle essentiel dans la pathogénie de la PR.

2. Réle particulier des FLS dans la pathogénie de la PR

Les FLS se définissent comme des cellules dérivant de précurseurs mésenchymateux qui sont
ensuite renouvelés par divisions au sein de la membrane synoviale. Ils expriment la cadhérine
11, l'uridine diphosphoglucodéshydrogénase, VCAM-1 et ICAM-1, a41 et le CD55. La fonction
essentielle de ces cellules est d’approvisionner la cavité synoviale en protéines nutritives et
lubrifiantes tel I’acide hyaluronique. Ces cellules participent également au remodelage continuel

de la matrice extra-cellulaire en synthétisant du collagéne et des hyaluronidases ainsi que des
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métalloprotéases (Muller-Ladner et al, 2007). La membrane synoviale humaine normale
comporte des FLS de deux phénotypes, les FLS de la couche bordante (intimaux) et les FLS de la
couche plus profonde (sub-intimaux).

Les FLS de PR possédent des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles, les distinguant
des FLS de patients atteints d’arthrose et des FLS de personnes saines. Ces cellules acquiérent un
phénotype agressif qui est la résultante de modifications intrinseques et d’activations d’origine
extrinseque. Parmi les facteurs extrinseques, les interactions entre les récepteurs Toll-like
(TLRs) et les composants d’agents infectieux ou PAMPs ou les produits libérés lors de la réaction
inflammatoire ou DAMPs jouent un roéle essentiel. Les cytokines, présentes au niveau synovial,
les contacts cellules/cellules vont également participer a I'activation des FLS.

En ce qui concerne les facteurs intrinséques, les FLS sont des cellules qui proliferent et ne
meurent pas. Différents facteurs impliqués dans la progression cellulaire sont augmentés. Il
s’'agit de c-FOS, c-MYC, c-JUN, JUN-b et ERG-1. On observe également une diminution de
I'expression d’inhibiteurs de cyclines tels Cip/Kip et INK4. Il semble cependant que '’hyperplasie
synoviale puisse plutét s’expliquer par le fait que les synoviocytes présentent une grande
résistance a l'apoptose, notamment par la régulation de protéines régulatrices de I'apoptose.
Ainsi, des facteurs anti-apoptotiques sont surexprimés dans les FLS rhumatoides, tel BCL-2 et
MCL-1. L’IL-15 déclenche la surexpression de BCL-2 et BCL-X. SUMO-1 est également
surexprimé dans les synoviocytes rhumatoides et protége de I'apoptose par sumoylation de
protéines nucléaires. Dans les sites invasifs, la phosphatase PTEN est diminuée (Wachsmann
and Sibilia, 2011).

D’autres facteurs intrinseques vont jouer un réle dans l'acquisition du phénotype agressif des
FLS. En effet, des études récentes ont mis en évidence des anomalies de la régulation
épigénétique dans les FLS rhumatoides.

Karouzakis et al. ont montré que les FLS rhumatoides présentent un niveau globalement plus
bas de méthylation de '’ADN par rapport aux FLS d’arthrose (Karouzakis et al.,, 2009b). Cette
hypomeéthylation est associée a une diminution de I’expression de DNMT1. Une hypométhylation
induite par la 5-aza C, donne aux FLS normaux un profil de FLS rhumatoides et entraine la
surexpression d'un certain nombre génes codant des cytokines, des MMPs, des protéines de la
MEC, des kinases, des facteurs de transcription qui jouent un réle majeur dans la PR.

L’acétylation des histones est également un mécanisme de contrdle épigénétique qui pourrait
jouer un role dans l'activation intrinséque des FLS rhumatoides. Huber et al. ont montré que
dans le tissu synovial, il y avait une nette augmentation de l'acétylation avec une diminution de

I'expression des HDACs 1 et 2, diminution qui n’a cependant pas été retrouvée dans les FLS de
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PR lorsqu’on les compare a des FLS isolés de patients atteints d’arthrose (Huber et al.,, 2007).
Toutefois, des inhibiteurs de déacétylases tels le FK228, ou la Trichostatine A se sont révélés
protecteurs en inhibant l'inflammation synoviale (Nishida et al, 2004) et en rétablissant
I'apoptose (Nakamura et al,, 2008). Il existe donc une contradiction entre la diminution des
HDACs dans la synoviale des patients atteints de PR et le fait que leur inhibition exerce un effet
favorable sur I'évolution de la maladie dans des modeles animaux et sur la réponse
inflammatoire in vitro. Les HDACs ayant différentes cibles, les mécanismes impliqués seraient
donc plus complexes.

Un dernier mécanisme de contréle épigénétique est constitué par les petits ARN interférents ou
microARNs (miARNs) (voir paragraphe IV.4).

Sous l'influence de ces différents facteurs, les FLS vont intervenir dans les différentes phases de
la maladie par la sécrétion de cytokines variées, ils vont participer a la néoangiogenése, a la
destruction ostéo-articulaire et collaborer avec les LT et LB, en favorisant le développement de

la réponse chronique auto-immune (Figure 4).
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Figure 4. Le synoviocyte : une cellule agressée et agressive

14



IL LES TOLL-LIKE RECEPTORS

Au cours des années 1990, la découverte des TLRs a contribué a une meilleure compréhension
de la réponse immunitaire innée. Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type |
comportant une partie extracellulaire riche en résidus leucine (LRR) qui permet la
reconnaissance des PAMPs et des DAMPs, un domaine transmembranaire et un domaine
intracellulaire contenant le domaine TIR impliqué dans la transduction du signal intracellulaire.

Le domaine extra-cellulaire est en général composé de 16 a 28 modules LRRs (Matsushima et al,,
2007). Chaque module est constitué de 20 a 30 acides aminés présentant la séquence
« LxxLxLxxN », ou x est n'importe quel acide aminé et N le nombre de répétitions et une partie
variable (Kajava, 1998; Kobe and Kajava, 2001). Les parties N et C terminales des modules LRRs

possédent souvent des groupes de résidus cystéine permettant la formation de ponts disulfures.

10 TLRs fonctionnels ont été identifiés chez 'homme et 12 chez la souris, chez qui les
orthologues de TLR1 a TLR9 sont conservés. Le récepteur TLR10 murin n’est pas fonctionnel
ceci étant di a une insertion rétrovirale. TLR11 est présent chez 'homme sous forme de
pseudogéne. TLR12 et 13 n’existent pas chez 'homme. Des études de souris KO pour chacun des
TLRs ont permis de montrer que chaque membre de la famille a un réle bien distinct dans la
reconnaissance des ligands. Cette reconnaissance se déroule dans différents compartiments
cellulaires, comme la membrane plasmatique, les endosomes, les lysosomes ou les
endolysosomes (Kawai and Akira, 2010). Chez 'homme, les TLRs sont actuellement classés en
deux groupes bien distincts, cette classification étant basée sur leur localisation cellulaire. Elle
est également fonction de la nature des ligands reconnus.

- Un premier groupe est composé de TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, qui sont exprimés a
la surface cellulaire et qui reconnaissent principalement des composants des parois
microbiennes, comme des lipides, des lipoprotéines et des protéines, qui sont des
composés majoritairement lipophiles.

- L’autre groupe est constitué de TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9, exprimés exclusivement dans
les vésicules intracellulaires ou ils reconnaissent des acides nucléiques microbiens

(Figure 5).
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Figure 5. Les TLRs et leur répartition cellulaire (Kanzler et al., 2007).

1. Structure et ligands

a. Les TLRs membranaires

TLR4 fut identifié comme le récepteur permettant la reconnaissance du LPS
(lipopolysaccharide), composant de la membrane externe des bactéries a Gram-négatif (Poltorak
et al,, 1998). TLR4 forme au niveau extracellulaire un complexe avec la protéine MD2 (Akashi-
Takamura and Miyake, 2008). Des études structurales ont permis de montrer que 5 des 6
chaines lipidiques du LPS se fixent a la poche hydrophobe de MDZ2, la chaine lipidique restante
exposée a la surface de MD2 s’associe a TLR4 (Kim et al,, 2007; Park et al., 2009). Les groupes
phosphates interagissent également avec les résidus chargés négativement de TLR4. L’initiation
de la transduction du signal est induite par la formation du multimere composé de deux copies
du complexe TLR4-MD2-LPS qui permet le recrutement des protéines adaptatrices
intracellulaires. La LBP (LPS-binding protein) et le CD14 sont aussi impliqués dans la
reconnaissance du LPS (Akashi-Takamura and Miyake, 2008). IIs permettent son interaction
avec le complexe MD2-TLR4. TLR4 peut reconnaitre également d’autres ligands, comme des
protéines d’enveloppe du virus respiratoire syncytial et des cytomégalovirus, le mannane de
Candida albicans, la pneumolysine de Streptococcus pneumoniae et le Paclitaxel (Akira et al,,
2006; Kawai and Akira, 2010). Sur le plan structural, le mode de fixation de ces composés a
TLR4 n’est pas identifié.

TLR2 est impliqué dans la reconnaissance d’un trés grand nombre de PAMPs issus de bactéries,
de virus, de champignons et de parasites (Kawai and Akira, 2010). Ce sont essentiellement des
lipopeptides, le peptidoglycane et les acides lipotéichoiques des bactéries a Gram-positif, le
lipoarabinomannane des mycobactéries, le zymosan et les mannanes des levures, la mutine-tGPI

de Trypanosome cruzi, et I'hémagglutinine du virus de la rougeole. TLR2Z forme des
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hétérodimeres avec TLR1 ou TLR6. Ainsi, TLR2 complexé a TLR1 reconnait des lipopeptides
triacylés alors que les complexes TLR2-TLR6 reconnaissent des lipopeptides diacylés. Des
études structurales ont permis de définir les interactions impliquées dans la reconnaissance des
lipopeptides par les diméres TLR2/TLR6 ou TLR2/TLR1 (Jin et al., 2007; Kang et al., 2009). Dans
les complexes TLR2/TLR1-ligands, deux des trois chaines lipidiques du Pam3CSKa, qui est un
lipopeptide synthétique triacylé, interagissent avec TLR2, tandis que la troisieme chaine
interagit avec un canal hydrophobe de TLR1. TLR6 ne comportant pas de canal hydrophobe, le
complexe TLR2-TLR6 ne peut reconnaitre la troisiéme chaine lipidique, ce qui explique que ce
complexe ne reconnaisse que des lipopeptides diacylés. TLR2 interagit avec d’autres protéines
membranaires, co-récepteurs qui contribuent a I'interaction avec les différents ligands. On peut
citer CD36 (Hoebe et al,, 2005), la dectine-1, lectine de type C qui fixe les f3-glucanes fongiques
(Goodridge and Underhill, 2008).

TLR5 reconnait la flagelline, composant des flagelles bactériens (Hayashi et al., 2001).

b. Les TLRs cytosoliques
TLR3, 7, 8 et 9 sont localisés dans le réticulum endoplasmique, les endosomes, les lysosomes et
les endolysosomes. Cette situation leur permet de reconnaitre les acides nucléiques d’origine
virale ou bactérienne présents au niveau de ces compartiments a l'inverse des acides nucléiques
« du soi » qui sont rapidement dégradés au niveau extracellulaire. Leur trafic intracellulaire est
régulé par une protéine UNC93B1 qui leur permet de rejoindre les endosomes. D’autres
protéines ont été impliquées dans ce processus : PRAT4A et la gp96.
TLR3 forme un homodimére griace au domaine C-terminal de son ectodomaine. Le premier
ligand identifi¢é de TLR3 est un ARN double brin synthétique, l'acide polyinosinique-
polycytidylique ou poly(I :C). TLR3 fixe également 'ARN génomique des réovirus, '’ARN double
brin produit lors de la réplication d'un ARN simple brin (ARN sb) de virus comme le virus
respiratoire syncytial, le virus de I'encéphalomyocardite, le virus West Nile (Kawai and Akira,
2010).
TLR7 et TLR8 reconnaissent des composés anti-viraux synthétiques tels I'imiquimod et le
resiquimod (R-848) ainsi que des analogues de la guanosine comme la loxoribine et également
I’ARN simple brin (ARN sb) des virus a ARN comme le virus de la stomatite vésiculaire, le virus
de l'influenza A H5N1 et le VIH (Kawai and Akira, 2010). Mancuso et al. ont montré que '’ARN
des streptocoques du groupe B est également un ligand de TLR7 (Mancuso et al,, 2009).
TLR9 reconnait des motifs 2’déoxyribo-cytidine-phosphate-guanosine (CpG) non méthylés de
I’ADN, motifs fréquents dans le monde bactérien et viral mais rares dans les cellules de

mammiferes. Ainsi TLR9 est impliqué dans la reconnaissance de virus tels le HSV-1, HSV-2 et les
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cytomégalovirus. TLR9 reconnait aussi I'hémozoine produite lors de la digestion de

I’'hémoglobine par Plasmodium falciparum (Coban et al., 2010).

c. Lesligands endogéenes des TLRs ou DAMPs

Des études récentes ont montré que les TLRs reconnaissent également des ligands endogénes
libérés au cours de l'inflammation ou lors de la mort cellulaire: les DAMPs appelés aussi
alarmines. Ces données suggerent que les TLRs peuvent donc répondre a des ligands du soi et
induire des réponses inflammatoires en l'absence d’infection microbienne. TLR4 lie de
nombreux constituants de la matrice extracellulaire : extradomaine A de la fibronectine, des
hyaluronanes ainsi que le fibrinogéne ou la fibrine. Midwood et al. ont montré que la ténascine,
glycoprotéine de la matrice extracellulaire libérée dans les zones inflammatoires, induit la
synthese de cytokines pro-inflammatoires via TLR4 (Midwood et al.,, 2009). Les protéines de
heat-shock, incluant Hsp60, Hsp70, Hsp22 et gp96, libérées par les cellules nécrotiques ou
sécrétées par l'intermédiaire d’exosomes, interagissent avec TLR2. Enfin parmi les protéines
S100 ou calgranulines sécrétées au niveau des sites inflammatoires, S100A8/9 ont pour
récepteur TLR4 (Foell et al,, 2007; Goh et al., 2010; Vogl et al,, 2007). 1l a été également montré
que dans l'athérosclérose les LDL oxydés sont reconnues par TLR4 et que dans la maladie
d’Alzheimer le peptide f3-amyloide interagit avec TLR6 (Stewart et al., 2010).

Dans les conditions normales les acides nucléiques dérivés du soi n’activent pas les PRRs car ils
sont dégradés par des nucléases sériques. Ainsi la localisation intracellulaire de TLR7 et de TLR9
permet d’éviter toute stimulation par les acides nucléiques endogénes extracellulaires (Barton
et al, 2006). Cependant il a été montré que la fixation d’acides nucléiques a des protéines
endogénes les protége de 'action des nucléases et permet leur accession aux TLRs présents dans
les endosomes (Ganguly et al., 2009). Ainsi dans le lupus érythémateux disséminé, les complexes
auto-immuns contenant des acides nucléiques du soi, internalisés via les récepteurs FcyRlIla
activent TLR7 et TLR9 (Means et al., 2005; Vollmer et al., 2005). HMBG1 qui fixe ’ADN endogéne
va interagir avec les récepteurs RAGE et permettre la libération de I'’ADN dans les endosomes
précoces (Tian et al,, 2007). La cathélicidine (LL37) est un peptide antimicrobien qui forme des
agrégats avec '’ADN et 'ARN endogénes libérés par des cellules nécrotiques et ces agrégats sont
endocytés et retenus dans les endosomes précoces ou ils vont activer TLR7 et TLR9 (Ganguly et

al., 2009; Lande et al., 2007).
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2. Lesvoies de signalisation des TLRs.

Deux voies principales sont activées par l'interaction des TLRs avec leurs ligands : la premiére
conduit a l'activation du facteur de transcription NF-kB et a la synthese de cytokines
inflammatoires, la seconde a I'activation de différents facteurs IRF et a la synthése d’interférons
de type 1. Mais d’autres voies sont aussi concernées, comme la voie des MAPKs : ERK1/2, p38 et
les JNKs.

La liaison des TLRs a leur ligand entraine leur dimérisation (homo: TLR4 ou hétéro
TLR2/TLR6) ce qui induit un changement conformationnel des domaines TIR qui peuvent alors
interagir avec des protéines adaptatrices cytoplasmiques qui sont au nombre de 4: MyD88,
TRIFF, TIRAP/MAL, TRAM. Ces protéines adaptatrices seront responsables de la spécificité des
réponses induites selon qu’elles seront recrutées isolément ou associées : ainsi l'activation de
TLR3 et TLR4 entraine une synthese d’interféron de type I et la production de cytokines pro-
inflammatoires, alors que l'activation de TLR1-TLR2, TLR2-TLR6 et TLR5 (MyD88) conduit
principalement a la production de cytokines pro-inflammatoires. La premiere protéine
adaptatrice identifiée de la famille TIR fut MyD88, utilisée par tous les TLRs connus actuellement
a I'exception de TLR3. Elle active la voie NF-kB et celle des MAPKs. TRIF qui est uniquement
utilisé par TLR3 et TLR4 permet la stimulation de voies alternatives conduisant a I'activation des
facteurs de transcription NF-kB et IRF3 et a la production de cytokines pro-inflammatoires et
d’interférons de type I. TRAM et TIRAP fonctionnent comme des « sorting adaptors » permettant
le recrutement de TRIF a TLR4 et de MyD88 a TLR2 et TLR4. Ainsi, les voies de signalisation des
TLRs peuvent étre classées selon qu’elles font intervenir MyD88, TRIF ou les deux (Kawai and
Akira, 2010).

TLR4 constitue une exception car il s’agit du seul récepteur utilisant les 4 protéines adaptatrices
a domaines TIR. TLR4 recrute initialement TIRAP a la membrane plasmique ce qui favorise le
recrutement de MyD88 puis I'activation de NF-kB et des MAPKs (Kagan and Medzhitov, 2006).
TLR4 est ensuite internalisé dans les endosomes grace a une endocytose dynamine-dépendante,
ou il forme un complexe de signalisation avec TRAM et TRIF initiant la voix TRIF-dépendante
conduisant a I'activation d’IRF3 ainsi qu’a une activation tardive de NF-kB et des MAPKs (Kagan
et al.,, 2008; Rowe et al., 2006; Tanimura et al., 2008). Ainsi TLR4 active la voix MyD88 avant la
voie TRIF. Pour des raisons inexpliquées, I'activation de ces deux voies est nécessaire a la
production de cytokines par TLR4 a la différence des autres TLRs dont l'activation d’'une des

voies suffit a la production de cytokines.
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a. Lavoie MyD88 dépendante

Aprés interaction avec leurs ligands, les TLRs interagissent par leur domaine TIR avec la
protéine adaptatrice MyD88. MyD88 va recruter ensuite par son “death domain” IRAK4, IRAK1
et IRAK2. IRAK4 est la premiére Kinase activée. La stimulation de ces kinases permet ensuite
leur interaction avec TRAF6, une ligase E3 qui catalyse la synthése d’'une chaine polyubiquitine
sur un certain nombre de protéines telles TRAF6 elle-méme, IRAK1 ainsi que sur TAB2 et TAB3,
protéines régulatrices du complexe TAK1 et NEMO protéine du complexe IKK. Cette
polyubiquitination se fait en collaboration avec un dimére enzymatique composé des enzymes
E2 Ubc13 et Uev1A. La polyubiquitination de TAK1 permet son recrutement au complexe IKK, ce
qui induit la phosphorylation d’IKK-13 et I'activation de NF-kB (Bhoj and Chen, 2009).

TAK1 stimule également la voie des MAPKs ERK1/2, p38 et JNKs par un mécanisme de
phosphorylation des MAPKs plutét que par un mécanisme d’ubiquitination, ce qui permet
I'activation de différents facteurs de transcription dont AP-1. Cependant Yamamoto et al. ont
montré que les cellules déficientes pour Ubc13 sont incapables d’activer la voie des MAPKs, mais

la cible d’'Ubc13 responsable de I'activation des MAPKSs reste inconnue (Yamamoto et al,, 2006).

b. Lavoie TRIF dépendante
Cette voie aboutit a 'activation des facteurs de transcription NF-kB et IRF3. TRIF recrute TRAF6
et active TAK1 ce qui conduit a 'activation de NF-xB, vraisemblablement par des mécanismes
d’ubiquitination similaires a ceux intervenant dans la voie MyD88 (Kawai and Akira, 2008). TRIF
recrute également la protéine adaptatrice RIP1, qui est ubiquitinylée ce qui permet ensuite
I'activation de la voie NF-«kB apres stimulation de TLR3 (Chang et al., 2009). En réalité dans ce
dernier cas c’est un complexe multiprotéique composé de TRAF6, TRADD, Pellino-1 et RIP1 qui
permet I'activation de TAK1 et par voie de conséquence celle des MAPKs et de NF-kB.
La voie TRIF active aussi le facteur de transcription IRF3 et la transcription des interférons. TRIF
recrute un complexe de signalisation impliquant TRAF3 et les IKKs non canoniques TBK1 et IKKi
(IKKe), qui catalysent la phosphorylation d'IRF3 ce qui induit la translocation d’IRF3 dans le
noyau (Hacker and Karin, 2006). L’activation de cellules déficientes pour TRAF3 ne permet pas
I'induction d’interférons apres activation de TLR3, TLR7 et TLR9, ce qui suppose un réle
ubiquitaire de TRAF3 dans la production d’interférons (Hacker et al.,, 2006; Oganesyan et al,,
2006).
TRAF3 intervient aussi dans la voie MyD88 TLR4-dépendante et conduit a la synthese
d’interférons.
Les voies de signalisation activées par TLR7 et TLR9 dans les CD plasmocytoides sont uniques
dans la mesure ou elles font intervenir un complexe de signalisation composé de MyD88, IRAK4,

IRAK1, TRAF6, TRAF3, IKKa et IRF7 (Kawai and Akira, 2006). IRF7 phosphorylé est alors
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transporté dans le noyau. Son activation nécessite probablement également une ubiquitination
par TRAF6. Shinohara et al. ont montré que d’autres facteurs sont impliqués dans ce systeme :
I'ostéopontine intracellulaire (Opn-i), qui fonctionne comme un élément du complexe MyD88-
IRF7 (Shinohara et al., 2006) ou les voies PI(3)K-mTOR, IRF5 et IRF8.

Les voies de signalisations MyD88- et TRIF- dépendantes sont résumées Figure 6.
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Pro-inflammatory cytokines TFNa, IFN-inducible genes  1FN, IFN-inducible genes

Figure 6 : Les voies de signalisation TLRs dépendantes (Loiarro et al., 2010).

3. Lesrégulateurs négatifs des TLRs

De tres nombreux régulateurs négatifs des TLRs et des voies de signalisation activées par

leur interaction avec leurs ligands ont été identifiées. Ils sont décrits dans le tableau suivant.
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Régulateurs Voie affectée Mécanisme
TLR2 soluble TLR2 Antagoniste de TLR2
Compétition avec 'interaction
TLR4 soluble TLR4 TLR4-MD?2
MyD88 soluble TLR2,4,5,7,8,9 Antagoniste de MyD88
IRAKM TLR2,4,5,7,8,9 Inhibition d’IRAK
S0CS1 TLR2, 4,9 Inhibition de TIRAP
Inhibition de I'induction de TLR2,
IO ULz inhibition de NF-kB
Inhibition des fonctions de NF-xB,
PI3K TLR2, 4,9 p38, JNK
TOLLIP TLR2,4,5,7,8,9 Inhibition d’ IRAK
Inhibition de RIP1, RIP2, TRAF®6,
A20 TLR2, 3,4,9 MALT1
ST2L TLR2, 4,9 Inhibition de TIRAP
Inhibition de MyD88, IRAK1,
SIGIRR TLR4, 9 TRAF6
TRAILR TLR2, 3, 4 Stabilisation d’'IkBa
TRIAD3A TLR4, 9 Inhibition de TIRAP
TANK TLR2,4,5,7,8,9 Déubiquitination de TRAF6
Atgl6L1 TLR3, TLR4 Inhibition de TRIF
Zc3h12a Inhibition de I'IL-6 et de I'IL-12
- Inhibition de la i(ecretlon de TNF-
Inhibition de MyD88, d'IRAK1 et
SHP-1 TLR2,4,5,7,8,9 TIRAK?
IKK1 TLR2, 3,4,5,7,8, Activation d'IKK2, dégradation de
9 IKBa, phosphorylation de STAT1
CYLD TLR2, 3,4,5,7,8, Déubiquitination de RIP1, RIP2,
9 TRAF6, MMLTI
TRAF1 TLR2, 3,4,5,7,8, Inhibition de l'induction de NF-kB
9 en réponse au TNF-a et au CD40
TNIP 1/2/3 Interaction avec A20
SARM TLR3, 4 Inhibition de TRIF

Références
(LeBouder etal., 2003)

(Iwami et al., 2000)

(Burns et al., 2003; Janssens
etal, 2002)

(Kinjyo etal., 2002;
Nakagawa et al., 2002)
(Kinjyo et al., 2002)
(Dahiya et al.; Watanabe et
al.,, 2006)

(Fukao et al., 2002)

(Bulut etal., 2001; Burns et
al,, 2000; Zhang and Ghosh,
2002)

(Coornaert et al., 2009)

(Brint et al., 2004)
(Garlanda et al., 2004; Wald
etal., 2003)

(Diehl et al., 2004)
(Chuang and Ulevitch, 2004)
(Kawagoe et al., 2009)
(Saitoh et al., 2008)
(Matsushita et al., 2009)

(Carrick et al., 2004)

(An etal, 2008)

(Lawrence et al.,, 2005; Liu et
al,, 2007a)

(Jin et al,, 2008; Sun, 2010)

(Song et al.,, 1996; Tsitsikov
etal., 2001)
(Verstrepen et al,, 2009)
(Carty et al., 2006; Peng et
al,, 2010)

Tableau 1 : Les régulateurs négatifs des voies de signalisation des TLRs

22



4. Les TLRs dansla PR

TLR2 est le TLR dont I'expression est la plus augmentée au cours de la PR dans les FLS (Kyburz
et al, 2003). TLR2 est plus particuliéerement exprimé dans la couche bordante de la membrane
synoviale rhumatoide ainsi qu'aux sites d'invasion du cartilage alors que son expression est plus
faible dans la membrane synoviale de patients atteints d’arthrose (Seibl et al., 2003), suggérant
que ce PRR et son ligand, le peptidoglycane, pourraient contribuer de facon prépondérante a
I'activation des FLS rhumatoides.

Le deuxiéme récepteur de cette famille qui est également surexprimé au cours de la PR est TLR4.
L’'IL-1pB, le TNF-q, le LPS et le PG augmentent 'expression de TLR2 a la surface de FLS mais pas
celle de TLR4 (Kyburz et al,, 2003; Seibl et al., 2003). TLR5 est également exprimé par les FLS
mais a des taux faibles, sa stimulation par la flagelline induit la synthese d’IL-6, d’IL-8 et des
métalloprotéases MMP3 et MMP1 (Agarwal et al., 2010).

La présence de TLR3 dans les FLS a été également démontrée. Son expression est augmentée
dans les FLS de PR (Ospelt et al., 2008).

Les FLS expriment également TLR7 dont la co-stimulation avec TLR3 induit la libération d'IFNs
de type I qui de fagon autocrine augmentent I'expression de TLR3 et TLR7 (Roelofs et al., 2005).
Cette co-stimulation conduit également a une synthése significative de chémokines et de MMPs
(Roelofs et al., 2009). Sacre et al. ont montré que la co-stimulation de TLR3 et TLR8 augmente la
synthése du TNF-a (Sacre et al., 2008).

L’expression de TLR9 par les FLS reste controversée. Les motifs CpG n’induisent pas la synthése
d’'IL-6, d'IL-8 ou de MMPs par les FLS. Les FLS exprimeraient des quantités trés faibles d’ARNm
de TLR9 qui ne seraient pas modifiées apres stimulation par les CpG (Kyburz et al., 2003).
Cependant, des travaux réalisés au laboratoire par Alsaleh et al. ont montré que si les CpG
n’induisent pas la synthése d’IL-6 ou de BAFF par les FLS rhumatoides, ils inhibent la synthese
de BAFF induite par I'I[FN-y ce qui indiquerait que TLR9 est exprimé par les FLS rhumatoides
(Alsaleh et al,, 2007).

5. TLRs et modéles expérimentaux de PR
De nombreux modeéles expérimentaux d’arthrite ont impliqué I'administration de ligands de

TLRs pour l'induction de la maladie: ADN bactérien, parois cellulaires de streptocoques,

zymosan, (Cromartie et al,, 1977; Deng et al, 1999; Williams et al., 2005). Chez les souris KO
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pour des TLRs particuliers ou des protéines adaptatrices, on observe une progression plus faible
de la maladie (Frasnelli et al., 2005; Joosten et al., 2003; Lee et al., 2005).

Ainsi, dans le modéle d’arthrite par transfert de sérum de souris K/BxN, la durée de I'arthrite est
raccourcie chez des souris KO pour TLR4 (Choe et al., 2003). Des souris KO pour I'IL-1RA
développent des arthrites spontanées dues a 'augmentation de la production d’IL-17 (Koenders
et al,, 2008; Nakae et al,, 2003). Ces mémes arthrites spontanées sont réduites chez des souris
double KO pour I'IL-1RA et TLR4 ou chez des souris KO pour I'IL-1RA en présence
d’antagonistes de TLR4 (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008). Meng et al. ont observé dans le modele
de I'arthrite induite au pristane, une augmentation de 'expression de TLR3 durant les premieres
phases de I'induction de I'arthrite, sa stimulation conduit a une augmentation de la sévérité de la
maladie et a I'inverse son inhibition par des siARNs spécifiques réduit la sévérité de la maladie
(Meng et al,, 2010).

De facon surprenante, des souris double KO pour I'lL-1RA et TLR2 présentent une arthrite plus
sévére suggérant un réle protecteur de TLR2, alors que l'absence de TLR9 n’affecte pas
I’évolution de la maladie (Abdollahi-Roodsaz et al., 2008).

Cet effet a été également observé en ce qui concerne TLR7. L’administration a faible dose de
ligands synthétiques de TLR7, supprime I'inflammation articulaire dans le modele d’arthrite par
transfert de sérum de souris K/BxN (Hayashi et al.,, 2009). TLR7 semble donc jouer également
un role protecteur.

En ce qui concerne TLR8 qui est surexprimé dans les tissus synoviaux rhumatoides chez
I'homme, le modele murin ne peut étre employé car Heil et al. ont montré que chez la souris,
TLR8 n’est pas activé par son ligand naturel, 'ARN viral simple brin et serait donc non

fonctionnel (Heil et al., 2004).
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III. LEsS MAPKS

Les voies des MAPKs font partie des voies activées par les récepteurs de 'immunité innée et plus
particuliéerement les TLRs. On distingue 3 classes de MAPKs (Figure 7)

- Les kinases ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases)

- Leskinases JNK-1/2/3 (c-JUN NHz-terminal kinases)

- Leskinases p38 (p38a/B/y/8)
Les MAPKs ont été impliquées dans la régulation de nombreux événements cellulaires clé: la
transcription de génes, la survie et la mort cellulaire, la prolifération, la différenciation ainsi que
le stress cellulaire et la réponse inflammatoire (Kyriakis and Avruch, 2001).
Les MAPKs sont des sérine/thréonine kinases dont la stimulation nécessite I'activation en amont
de MAPK kinases (MAPKK ou MAP2K, MEK ou MKK) et de MAPK kinases kinases (MAPKKK ou
MAP3K, MEKK ou MKKK). Les MAP3Ks sont des sérine/thréonine kinases qui phosphorylent et
activent les MAP2Ks alors que les MAP2Ks sont des kinases qui phosphorylent des résidus
thréonine et tyrosine d’'une séquence conservée des MAPKs: -TXY-, T et Y étant respectivement
des résidus thréonine et tyrosine, X pouvant étre I'acide glutamique chez ERK1/2, une proline
chez les JNKs ou une glycine chez p38 (Kyriakis and Avruch, 2001).
L’activation des MAPKs permettra ensuite la phosphorylation d'un vaste répertoire de protéines

cytoplasmiques et nucléaires incluant des facteurs de transcription.
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Figure 7. Organisation des MAPKS dans le systéeme immunitaire inné
(Huang et al., 2009; Sweeney and Firestein, 2006).

Les MAP2Ks principales permettant I'activation des [NKs sont MKK4 et MKK7, MKK1 et MKK2
pour ERK1/2. P38 peut étre activée par MKK3 et MKK6 et indépendamment des MAP2Ks par
TAB1 et ZAP70 (Ashwell, 2006).

Il existe également un grand nombre de MAP3Ks: 21 ont été identifiées a ce jour (Symons et al,,

2006; Winter-Vann and Johnson, 2007). Ce grand nombre de MAPKs suggere que plusieurs
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MAP3Ks peuvent étre sollicitées pour chaque stimulus. Ainsi, des études réalisées sur des
fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) déficients pour différentes MAP3Ks ont montré
que l'activation des JNKs par le TNF-a est inhibée dans les cellules KO pour TPL-2, ASK1, TAK1,
MLK3, MEKK1 ou MEKK3 (Symons et al., 2006). De méme, dans les cellules de drosophile, qui
expriment un nombre plus réduit de MAP3Ks, 'activation maximale de p38 en réponse au LPS
nécessite 'intervention de 4 MAP3Ks : MEKK1, TAK1, ASK1 et MLK (Zhang et al., 1999). Cette
complexité n’est actuellement pas expliquée.

A Tinverse, certains récepteurs ne vont mobiliser qu'une seule MAP3K (ASK1 pour TLR4,
MEKK3 pour TLR6) qui pourra cependant étre parfois commune a plusieurs récepteurs c’est le
cas de TAK1 recrutée en aval des TLRs, des récepteurs du TNF-a et de I'IL-1 (Adhikari et al,,
2007).

Trois MAP3Ks jouent un role important dans 'immunité innée: TAK1 ou MAP3K7, MEKK3 ou
MAP3K3 et ASK1ou MAP3K5 (Figure 8).
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Figure 8. MAP3Ks et récepteurs de 'immunité innée (Huang et al., 2009).

1. TAK1

TAK1, assure la transduction du signal a partir de plusieurs récepteurs, tels les TLRs, le TNFR et
I'IL-1R, ce qui permet l'activation de p38, des JNKs et de la voie NF-«kB. (Figure 8) (Sato et al,,
2005; Shim et al., 2005). Si I'activation des JNKs par des cytokines pro-inflammatoires est
totalement abolie dans les cellules déficientes pour TAK1, I'activité d'IKK n’est que diminuée ce
qui suggere que des mécanismes indépendants de TAK1 contribuent également a I'activité d’IKK.
TAK1 intervient aussi dans la signalisation induite par 'activation des récepteurs NOD1/NOD2
(Hasegawa et al., 2008; Kim et al., 2008), mais il ne joue aucun réle en aval de TLR8 (Qin et al,,

2006).
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2. MEKK3

MEKK3 (MAP3K3) est tres proche d'une autre MAP3K, MEKK2 (MAP3K2). Ces deux MAP3Ks ont
la propriété d’activer ERK1/2 et les [NKs (Blank et al., 1996). Dans des MEFs KO pour MEKK3 on
observe une diminution de l'activation des JNKs et également de p38 et de la voie NF-kB en
réponse a TLR4 et a I'lL-1R. En réponse au TNF-a on observe également une inhibition de la voie
NF-kB (Huang et al., 2004a; Yang et al., 2001). MEKK3 est indispensable a la réponse TLR8 ce qui
n’est pas le cas pour TAK1 (Qin et al., 2006). MEKK3 et TAK1 jouent donc un role important dans
les voies MAPKs et NF-kB au cours de la réponse immunitaire innée mais leur contribution
respective en réponse a des stimuli spécifiques n’est pas encore clairement déterminée

actuellement.

3. ASK1

Au cours de ce travail nous nous sommes plus particulierement intéressés a ASK1 ou MAP3K5
qui joue un roéle central dans la réponse au stress et dans la réponse immunitaire (Matsuzawa,

2004).

a. Structure et fonction

ASK1 est un polypeptide de 1374 résidus comportant dans sa partie centrale un domaine
sérine/thréonine kinase tres conservé, flanqué de deux longs domaines régulateurs en N et C
terminal. Ces deux domaines qui présentent une structure “coiled-coil”, jouent un réle important
dans les interactions homophiles entre les molécules d’ASK1. L’homodimérisation d’ASK1 via
son extrémité C-terminale est indispensable a son activation (Bunkoczi et al., 2007).

Il a été récemment montré qu’ASK1 interagit avec un grand nombre de partenaires, formant un
complexe de haut poids moléculaire (1500 a 2000 kDa) dénommé le signalosome ASK1
(Noguchi et al, 2005; Tobiume et al, 2001). Une protéine joue un roéle important dans
I'activation d’ASK1, il s’agit de la thioredoxine (TRX). Seule la forme réduite [TRX-(SHz)] et non
la forme oxydée (TRX-S;) ou des mutants du site actif se fixent a ASK1 et ceci au niveau N-
terminal : domaine NCC pour « N-terminal coiled-coil ». L’activité d’ASK1 est donc dépendante
de I’état de TRX (Liu et al,, 2000; Saitoh et al., 1998) (Figure 9).

Les espéces réactives de 'oxygene (ROS) qui oxydent TRX induisent sa dissociation (Liu and Min,
2002; Saitoh et al, 1998; Zhang et al., 2004a). Cette dissociation conduit a un changement
conformationnel du dimére d’ASK1 qui va permettre la phosphorylation du site actif au niveau
de la thréonine 838 par autophosphorylation ou transphosphorylation par une kinase non

identifiée (Tobiume et al., 2002). TRAF2 et TRAF6 contribueraient a la forme active du dimeére
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ASK1 (Nishitoh et al., 2002; Noguchi et al., 2005). Des MEFs KO pour TRAF2 et TRAF6 montrent
une inhibition de l'activation d’ASK1 en présence de ROS. Ces données suggérent que la
production de ROS conduit a une dissociation de TRX et au recrutement de TRAF2 et TRAF6.

(Bunkoczi et al, 2007)ont caractérisé par des études cristallographiques, d’autres sites de
phosphorylation, la thréonine 813 et la thréonine 842 (Bunkoczi et al., 2007). La mutation de
chacun de ces sites conduit a une baisse significative de la signalisation de 'axe ASK1-p38 dans
la cellule. Cependant, ces auteurs, utilisant un complexe minimal in vitro n'impliquant que les
protéines ASK1, MAP2K6 et p38, ont montré que la mutation ponctuelle de chacune des
thréonines 813, 838 et 842 n’affectait pas la phosphorylation de p38, ce qui suggérerait que ces
phosphorylations joueraient plutot un role dans le recrutement des partenaires du signalosome

que dans la régulation de l'activité catalytique.
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Figure 9. Régulation du signalosome ASK1 par la thiorédoxine (Takeda et al., 2008).

Activée ASK1 phosphoryle alors directement les MAP2Ks, MKK3/MKK6 et MKK4/MKK7, ce qui
conduit a l'activation de p38 et des JNKs. Une séquence consensus de 24 acides aminés, ou
domaine DVD localisé dans les régions terminales des MKKs serait reconnue par le domaine
kinase d’ASK1, permettant ainsi le ciblage spécifique des kinases en aval (Takekawa et al., 2005).
Matsuzawa et al. ont cependant montré que chez les souris ASK1 -/-, seule la phosphorylation de
p38 et non des JNKs est affectée apres activation au LPS, suggérant que plusieurs voies MAPKs

sont recrutées apres 'activation de TLR4 (Matsuzawa et al,, 2005).

b. ASK2

ASK2 est une protéine paralogue d’ASK1. ASK2 n’activerait que faiblement les JNKs et pas du
tout ERK1/2 ni p38 (Wang et al., 1998). Cette faible activité serait liée a son instabilité (Takeda
et al,, 2007). ASK1 jouerait un role stabilisateur pour ASK2 comme I'ont montré Takeda et al.:
ASK?2 est extrémement instable dans les MEFs ASK1 -/-. ASK1 et ASK2 forment un hétérodimere
a I’état basal et la formation de ce dimere permet une stimulation des JNKs et de p38 par ASK2.
Cet effet est également observé en présence d’H,0,. De ce fait, ASK2 semble étre un élément du
signalosome d’ASK1, contribuant a 'activation de la voie des MAPKs.

Le domaine kinase d’ASK1 ne contribue pas a la stabilité et a 'activité d’ASK2 (Takeda et al,,

2007), cependant ASK2 est capable d’activer ASK1 directement sur la thréonine 838, ceci
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démontre l'existence d'une régulation réciproque d’ASK1 et d’ASK2 par des mécanismes
distincts dans le signalosome. Cependant ASK2 n’est pas nécessaire a la stabilisation d’ASK1.
Deux types de signalosomes vont donc se former, un hétérodimeére ASK1-ASK2 dont dépend la
stabilité d’ASK2 et en partie 'activation d’ASK1, et un homodimére ASK1-ASK1. De l'utilisation
alternative de ces différents diméres dépend probablement la sensibilité des cellules a répondre

au stress.

c. Lamise enjeu d’ASK1
ASK1 est activée par des stimuli tres divers, comme le LPS, le TNF-«, FAS ligand, le stress
oxydatif, le stress du réticulum endoplasmique, 'influx d’ions calcium et les agonistes des
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (Chen et al., 1999; Ichijo et al., 1997; McDonald et al.,
2000).

d. ASK1 etles réponses immunes innées
Les travaux de Matsuzawa et al. ont montré qu’ASK1 contribue a I'activation de p38 en réponse a
TLR4. Dans ces conditions, les [NKs et la voie NF-kB ne sont pas stimulées. Cette réponse est
spécifique de la voie TLR4, car p38 reste activée apres stimulation de TLR2, TLR3 et TLR9 par
leurs ligands respectifs, le PGN (peptidoglycane), le poly (I:C) les motifs CpG non méthyles, dans
les cellules ASK1 -/- (Matsuzawa et al., 2005). Un autre argument confirmant le réle joué par
ASK1 dans la voie TLR4 est que les souris KO pour ASK1, qui ne présentent pas de phénotype
particulier, produisent des taux réduits de cytokines pro-inflammatoires telles le TNF-q, I'IL-6 et
I'IL-113 en réponse au LPS et sont résistantes au choc septique induit par ce ligand (Matzusawa et
al,, 2005).
Cette réponse spécifique est liée au fait que le LPS permet d’'une part le recrutement de TRAF6
(Dunne and O'Neill, 2003) et induit d’autre part la production de ROS (Matzusawa et al., 2005).
Les mécanismes permettant la production des ROS en réponse a I'activation de TLR4 ne sont pas
parfaitement déterminés. NOX4 est un membre de la famille des NADPH oxydases qui catalysent
le transfert d’électrons du NAPDH a I'O; et génerent des anions superoxydes (Bedard and Krause,
2007). Park et al. ont montré que la production des ROS par le LPS est dépendante d’une
interaction directe entre la partie C-terminale de NOX4 avec la partie intra-cytoplasmique de
TLR4 (Park et al., 2004). L’activation de la voie IRF3, dépendante du LPS, est aussi dépendante
de NOX4 et de I'axe ASK1-p38 (Chiang et al., 2006). Ces études soulignent I'importance de la
production des ROS dans I'activation de 'immunité par le signalosome ASK1.
Il a été également montré dans des MEFs KO pour ASK1 que 'activation de p38 et des JNKs par
le TNF-a était dépendante d’ASK1 (Osaka et al.,, 2007). Dans ce cas, I'activation est dépendante
des ROS induits par le TNF-a (Goossens et al,, 1995; Lin et al., 2004).
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Ainsi, les interactions d’ASK1 avec p38 et les JNKs varient suivant les récepteurs stimulés

(Figure 10) (Park et al,, 2004).
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Figure 10. Mise en jeu d’ASK1 par les voies TLR4 (fleches vertes) et du TNF-« (fleches

bleues) dans les réponses immunes innées.

e. ASK1, réponses au stress et différenciation cellulaire

Outre son rdéle pro-inflammatoire, ASK1 induit I'apoptose en activant la voie intrinseque
mitochondriale (Hatai et al.,, 2000; Kanamoto et al., 2000; Saitoh et al., 1998). Les cellules ASK1
-/- sont résistantes a la mort cellulaire induite par le stress oxydatif et le TNF-a (Nishitoh et al,,
2002; Tobiume et al., 2001).

Le stress du réticulum endoplasmique qui peut conduire a la mort cellulaire, implique également
I'axe IRE1-TRAF2-ASK1 et active principalement la voie des JNKs (Nishitoh et al., 2002; Urano et
al,, 2000).

ASK1 jouerait également un role dans la différenciation et la survie cellulaire. L’expression d'un
mutant constitutivement actif d’ASK1, ASK1AN, dans des cellules de rat PC12 qui présentent un
phénotype proche des neurones sympathiques en réponse au NGF, leur permet d’acquérir ce
phénotype en I'absence de NGF. (Takeda et al.,, 2000). Ces cellules sont également capables de
survivre en I'absence de sérum. Des résultats identiques ont été obtenus avec des kératinocytes

ce qui indiquerait, qu’ASK1 pourrait jouer un role dans l'auto-renouvellement de I'épiderme
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(Sayama et al, 2001; Sayama et al., 2005). L’érythropoiese ferait également intervenir 'axe

ASK1-JNK/p38 (Nagata et al., 1999; Rubiolo et al., 2006) (Figure 11).

f. Régulation de l'activité et de I'expression d’ASK1.
Il existe de nombreux mécanismes de régulation de I'activité et de 'expression d’ASK1.
* Régulation de son activité et de sa dégradation

La protéine PP5 (protein phosphatase 5), membre de la famille des sérine/thréonine
phosphatases, joue un role central dans la régulation d’ASK1 (Morita et al., 2001). Elle se fixe
spécifiquement sur la forme active d’ASK1 et permet la déphosphorylation de la thréonine 838
(Figure 11). Cette activité phosphatase est inhibée par la rapamycine (Huang et al., 2004b),
ainsi que par des polyamines naturelles telles la spermidine et la spermine (Kutuzov et al., 2005).
La transcription de PP5 est induite en condition d’hypoxie (Zhou et al., 2004). Cette régulation
d’ASK1 au niveau protéique par PP5 inhibe la voie de signalisation ASK1-p38 et constitue donc
une approche anti-inflammatoire intéressante.

D’autres sites de phosphorylation, les sérines Ser83, Ser966 et Ser1033 ont été identifiées
comme des sites de phosphorylation induisant une régulation négative d’ASK1. AKT,
sérine/thréonine kinase qui a la propriété de phosphoryler un grand nombre de protéines pro-
apoptotiques et de favoriser la survie cellulaire, phosphoryle ASK1 au niveau de la sérine 83 et
supprime son activité (Kim et al., 2008; Yuan et al., 2003). Bien que la kinase responsable de la
phosphorylation de la sérine 966 n’ait pas été identifiée, cette phosphorylation permet le
recrutement des protéines 14-3-3 qui suppriment l'activité d’ASK1 (Goldman et al., 2004;
Subramanian et al., 2004; Zhang et al,, 1999). Cet effet est rétabli par la phosphatase 2B qui
déphosphoryle directement la sérine 966 et permet la dissociation des protéines 14-3-3 d’ASK1
(Liu et al,, 2006). La phosphorylation de la sérine 1033 induit aussi 'inactivation d’ASK1 par des

mécanismes qui ne sont pas déterminés actuellement (Fujii et al., 2004) (Figure 11).

ASK1
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t socs1 L j 143)-‘3\
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Degradation

Figure 11. Régulation post traductionnelle d’ASK1 (Takeda et al., 2008).
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* Régulation de sa dégradation

L’ubiquitination induisant la dégradation par le protéasome, constitue également un mécanisme
régulateur important de I'activité d’ASK1. L’interaction TNF-a/TNFR2 induit I'ubiquitination et
la dégradation d’ASK1, dans les LB par l'intermédiaire de la protéine c-IAP (cellular inhibitor of
apoptosis 1) qui est une ubiquitine ligase (E3).

Dans les cellules endothéliales, en conditions basales, SOCS1 se fixe a la tyrosine 718
phosphorylée et induit la dégradation d’ASK1 par le protéasome de fagon ubiquitine-dépendante.
L’activation par le TNF-q, élimine SOCS1 et conduit a 'activation des MAPKs (He et al., 2006).

La protéine CHIP (C-terminus of Heat-shock protein 70-interacting protein) est aussi capable
d’'ubiquitiner ASK1, mais les conditions dans lesquelles cette protéine intervient ne sont pas

connues (Hwang et al., 2005).

¢ Régulation de son expression au niveau transcriptionnel

Muller et al. ont montré par microarray qu'Askl est une cible des membres de la famille des
facteurs de transcription E2F qui jouent un role important dans le controle du cycle cellulaire
(Muller et al., 2001). Ces résultats ont été confirmés par Kherrouche et al. dans des cellules de
neuroblastome démontrant qu'E2F1, E2F2, E2F3 et E2F4 se lient directement a son promoteur
(Kherrouche et al,, 2006), cette régulation est abolie par mutation des séquences promotrices
concernées.

Au cours de ce travail nous avons démontré que l'expression d’ASK1 pouvait étre également

régulée au niveau post-transcriptionnel.

g. ASK1 et pathologies
En conditions normales, les souris KO pour ASK1 ne présentent pas de signes particuliers.
Cependant 'induction de pathologies dans ce modéle conduit a une augmentation de la sévérité
des symptomes (Tableau 2). L’étude de souris KO pour ASK1 a ainsi permis de mieux
comprendre son rdle dans des pathologies telles les maladies auto-immunes, cardiovasculaires,

neurodégénératives ou le diabete.

* ASK1letlaPR
En ce qui concerne les maladies auto-immunes et plus particulierement la PR, les souris KO pour
ASK1 sont résistantes aux arthrites induites par le collagene et par le sérum de souris K/BxN
(Mnich et al, 2010). Elles présentent une diminution de la réponse inflammatoire et des
atteintes ostéo-cartilagineuses. La transcription des genes de cytokines, de chémokines,
d’enzymes responsables de la dégradation de la MEC reste a I'état basal. Les cellules sanguines

(PBMC) répondent moins bien a la stimulation par le TNF-a ou le LPS. On observe une
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diminution de la production de chémokines telles CCL2, KC et I'lL-6. L'inhibition d’ASK1 par un
siARN dans les FLS rhumatoides inhibe la synthése d’IL-6 et de PGE; en réponse au TNF-a. Cette

étude démontre qu’ASK1 joue un role probablement déterminant dans la PR.

* ASK1 et maladies cardiovasculaires

ASK1 est impliquée dans I'’hypertrophie cardiaque et le remodelage vasculaire induits par
I'angiotensine Il (Izumiya et al.,, 2003). Chez des souris KO pour ASK1, I'activation des JNKs et de
p38 par l'angiotensine Il est significativement réduite, ainsi que le remodelage vasculaire et
I'hypertrophie cardiaque. Dans l'infarctus du myocarde, ASK1 jouerait un roéle analogue en
favorisant le remodelage ventriculaire gauche (Yamaguchi et al., 2003),

Dans les lésions d’ischémie-reperfusion cardiaque, ASK1 participerait également a I'apoptose et
a la nécrose des cellules myocardiques, dues a la production de ROS par les monocytes, les
cellules endothéliales et les polynucléaires neutrophiles présents dans les zones ischémiques
(Watanabe et al., 2005). Les souris ASK1-/- présentent une baisse de la mort cellulaire et sont
plus résistantes a la nécrose induite par H;0,. ASK1 est également impliqué dans le

développement de I'hyperplasie intimale artérielle (Izumi et al., 2003).

¢ ASK1 et maladies neurodégénératives
ASK1 régule 'apoptose dans diverses pathologies telles la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Parkinson, les maladies a polyglutamines, la sclérose amyotrophique latérale (ALS) ou les
maladies induites par les prions.
Les maladies a polyglutamines comprennent plusieurs maladies héréditaires, la maladie
d’Huntington, 'amyotrophie spino-bulbaire, 'atrophie dentatorubropallidoluysienne, les ataxies
spino-cérébelleuses et la maladie de Machado-Joseph. Au cours de ces maladies, des peptides
appelés fragments polyQ s’agrégent dans la cellule conduisant a des stress cellulaires et a la
mort neuronale via ASK1 (Kariya et al., 2005; Nishitoh et al., 2002; Sekine et al., 2006). ASK1 est
aussi une cible potentielle pour le traitement des histiocytomes fibreux malins (Chibon et al,,
2004).
La production de ROS par les peptides B amyloides- (AB) conduit a la mort cellulaire dans la
maladie d’Alzheimer (Behl et al.,, 1994; Hensley et al., 1994; Nakagawa et al., 2000). Kadowaki et
al. ont montré que l'activation d’ASK1 par les ROS induits par les AB est un mécanisme
important de la neurotoxicité induite par ces peptides (Hashimoto et al., 2003; Kadowaki et al,,
2005; Song et al, 2003). Les neurones ASK1-/- sont résistants a l'activation par les A
(Kadowaki et al., 2005).
L’étude de Cha et al. chez la drosophile a permis d’établir un lien entre la protéine Parkin qui est

une ubiquitine ligase qui protége les neurones dopaminergiques et la voie des JNKs (Cha et al,,
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2005). Parkin régule négativement la voie des JNKs qui contribue a la dégénérescence des
neurones dopaminergiques Ainsi, la perte de fonction de Parkin activerait des protéines en
amont de la voie des JNKs, telle D-ASK1 ce qui conduit a la dégénérescence neuronale. De
maniére tres intéressante la régulation de Parkin sur la voie des JNKs est conservée dans les
cellules de mammiferes, suggérant un role important de I'axe ASK1-JNKs dans la maladie de

Parkinson.

* ASK1 etle diabete
Le TNF-a inhibe l'action de l'insuline en favorisant la phosphorylation des protéines IRS-1
(Aguirre et al., 2000). Cette phosphorylation est dépendante de la production des ROS et fait
intervenir ASK1 et les JNKs. Des souris déficientes pour I'isoforme JNK1, ont une sensibilité
accrue a l'insuline (Hirosumi et al.,, 2002). ASK1 interviendrait en phosphorylant IRS-1 sur un
résidu sérine et en diminuant la phosphorylation sur un résidu tyrosine dépendante de I'insuline
(Imoto et al., 2006).
Cibler ASK1 permettrait également de lutter contre la sénescence des cellules endothéliales due
a 'hyperglycémie. Ainsi 'induction d’un diabéte par la streptozotocine chez des souris ASK1-/-
conduit a une baisse significative de la sénescence des cellules endothéliales due a
I'hyperglycémie, ainsi qu'a une baisse de l'expression de PAI-1, facteur de risque dans les
maladies cardiovasculaires.
De par son appartenance a deux axes de signalisation cellulaire, controlant I'un la mort cellulaire
et l'autre la réponse inflammatoire, ASK1 constitue donc une nouvelle cible thérapeutique et
peut représenter une alternative aux thérapeutiques ciblant p38, dont [l'utilisation est
actuellement trés controversée du fait des nombreux effets secondaires induits par ces

molécules.
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* Phénotypes des souris ASK1 -/- dans les modéles de pathologie étudiés

Modele

Traitement par I’Angiotensine II

Infarctus du myocarde induit par la ligation
de I’ACD.

Ischémie-reperfusion (ligation de ’'ACD
suivie d’'une re-perfusion)

Croisement avec souris Raf-C KO

Modéele de lésion induit par une manchette
carotidienne

Ischémie unilatérale des membres
postérieurs

Traitement par STZ (modele diabétique)

Ischémie rétinale

Arthrite induite par le sérum de souris
K/BxN

Phénotype

Hypertrophie et remodelage cardiaque
diminués

Hypertrophie et remodelage cardiaque
diminués

Infarctus du myocarde réduit

Les dysfonctions cardiaques (dilatation,
fibrose cardiaque, apoptose) observées
chez les souris Raf-C KO sont atténuées.

Formation néointimale diminuée

Vaisseaux collatéraux et angiogenése moins
développés, diminution de l'infiltration des
macrophages et des LT et de la production

de VEGF et de MCP1

Diminution de la sénescence des cellules
endothéliales de 'aorte
Diminution des concentrations
plasmatiques de PAI-1

Augmentation de la survie des neurones
rétiniens

Diminution de la destruction
ostéoarticulaire et de I'inflammation

Références
(Izumiya et al.,
2003)

(Yamaguchi et al,,
2003)

(Watanabe et al,,
2005)

(Yamaguchi et al,,
2004)

(Izumi et al., 2003)

(Izumi et al., 2005)

(Yokoi et al,, 2006)

(Harada et al,, 2006)

(Mnich et al,, 2010)

ACD : artere coronaire droite, Ang : angiotensine, CAT : constriction de I'aorte transversale, MCP-
1: monocyte chemoattractant protein-1, PAI-1: inhibiteur de l'activateur du plasminogéne,

STZ : streptozotocine.

Tableau 2. Etude des phénotypes de souris ASK1 -/- dans des modéles de pathologies
faisant intervenir ASK1.

4. Lapropagation du signal en aval des MAPKs

Les MAPKs induisent la réponse inflammatoire principalement par 'activation de I'expression

de génes. AP-1 qui est un complexe constitué d’homodimeéres ou d’hétérodimeéres de facteurs de

transcription des familles JUN et FOS, ATF et JDP, est le substrat classique des JNKs et de p38.

Cependant p38 et les [NKs peuvent également phosphoryler de trés nombreuses protéines

intracellulaires, comme des co-régulateurs de la transcription, des protéines du cytosquelette,

des composants de la machinerie traductionnelle et d’autres protéines intervenant dans des

voies de signalisation (Kyriakis and Avruch, 2001).
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Des études récentes ont mis en évidence de nouvelles cibles susceptibles de propager le signal
en aval des MAPKs: il s’agit des MKs (MAPK-activated protein kinases). Les MKs qui sont
régulées par p38 sont MK2 et MK3 (MAPKAP-K2 et MAPKAP-K3), les MSK1 et MSK2 (mitogen-
and stress activated kinases) ainsi que MNK1 et MNK2 (MAPK-interacting kinases) qui
contrélent de nombreuses fonctions cellulaires. En ce qui concerne les voies TLRs il a été
démontré que p38 par l'intermédiaire de MK2 et MK3 controéle I'activité de Rsk (p90 ribosomal
S6 kinases) qui régule I'endocytose induite par les TLRs. Des cellules dendritiques KO pour ces 2
kinases présentent une inhibition de 'endocytose médiée par le LPS (Zaru et al., 2007).

Un autre groupe de MKs dépendantes de p38 incluant MSK1 et MSK2 exerce un effet régulateur
négatif : ces MKs ont la propriété de phosphoryler les facteurs de transcription CREB et ATF1 et
I'histone H3 en réponse a des stress mitogénes et cellulaires (Soloaga et al., 2003; Wiggin et al,,
2002) et limitent lI'inflammation TLR-dépendante en induisant l'expression de régulateurs

négatifs incluant MKP-1 et I'IL-10 (Ananieva et al., 2008).

5. Régulations négatives des MAPKs par les MKPs

L’'inhibition de l'activation des MAPKs se fait principalement par les MAPK phosphatases
(MKPs), un groupe composé d’environ 10 DUSP (dual-specificity phosphatases)
déphosphorylant les résidus thréonine et tyrosine des MAPKs cibles (Dickinson and Keyse,
2006; Liu et al,, 2007b; Owens and Keyse, 2007). Les analyses génétiques ont révélés que trois
MPKs, MKP-1, MKP-2 et DUSP2, sont impliquées dans la réponse immunitaire innée (Figure 12).

a. MKP-1, un régulateur négatif de la réponse aux TLRs.

MKP-1 est le premier membre de la famille MKP, initialement identifié comme un élément de la
réponse précoce aux facteurs de croissance et au stress. MKP-1 localisé dans le noyau
déphosphoryle préférentiellement p38 et les JNKs (Franklin et al., 1998). L’utilisation de souris
KO pour MKP-1 a permis de démontrer que MKP-1 est un régulateur négatif de la signalisation
des TLRs et de la réponse immunitaire innée (Chi et al., 2006; Hammer et al., 2006; Salojin et al.,
2006; Zhao et al,, 2006). Les macrophages MKP-1 -/- présentent une activation plus forte et plus
durable de p38 et des JNKs apres stimulation des TLRs, et produisent plus de cytokines pro-
inflammatoires telles I'IL-6 et le TNF-a et de chémokines telles CCL3, CCL4 et CXL2 (Hammer et
al,, 2006). De plus, les souris déficientes pour MKP-1 sont beaucoup plus sensibles au choc
septique et développent plus facilement une arthrite (Chi et al.,, 2006; Hammer et al., 2006;
Salojin et al., 2006; Zhao et al., 2006).
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En réponse a la stimulation des TLRs, on observe une induction forte et rapide du messager de
MKP-1 et de sa protéine, atteignant un pic une heure apreés activation (Chen et al., 2002; Franklin
etal, 1998; Hu et al,, 2007; Zhao et al., 2005; Zhao et al., 2006).

MKP-1 est aussi induite par des immunosuppresseurs comme les glucocorticoides et les
cytokines anti-inflammatoires et cette induction explique en grande partie les effets inhibiteurs
de ces agents sur 'activation des MAPKs et sur I'inflammation (Abraham et al,, 2006). Cependant
un stimulus comme I'IFN-y, atténue I'expression de MKP-1 pour faciliter I'effet inducteur des
MAPKSs (Zhao et al., 2006). Ainsi, I'induction de MKP-1 semble étre un mécanisme commun par
lequel les agents immunomodulateurs régulent les réponses immunitaires innées (Chi et al,,
2006).

Un certain nombre de modifications jouent un réle important dans son activité et sa stabilité.
Ces modifications incluent la phosphorylation de la partie C terminale (Brondello et al., 1999;
Lin et al,, 2003; Lin and Yang, 2006) et I'oxydation ROS-dépendante du résidu cystéine du site
catalytique (Chi and Flavell, 2008; Kamata et al., 2005). Cao et al. ont récemment démontré que
I'acétylation de MKP-1 sur la lysine 57 localisée dans le domaine de fixation du substrat favorise

son interaction avec p38 et ainsi sa déphosphorylation (Cao et al., 2008).

b. MKP-5
MKP-5 qui présente une localisation cytoplasmique et nucléaire a la propriété de
déphosphoryler p38 et les JNKs. Des souris MKP-5 -/-, se développent normalement mais
présentent des anomalies de la réponse immunitaire innée et adaptative. En réponse au LPS, les
macrophages MKP-5 -/- montrent une augmentation de I'activité des JNKs, celle de p38 n’étant
pas modifiée et une production plus importante de cytokines pro-inflammatoires (Zhang et al,,
2004b). L’injection de LPS chez ces souris conduit aussi a une production plus élevée de TNF-a
mais inférieure a celle obtenue dans les souris MKP-1 -/-, ceci reflétant probablement le fait que

MKP-5 agit uniquement sur les JNKs et pas sur p38 ou ERK1/2.

c. DUSP2 (PAC-1)
DUSP2 est une MKP nucléaire principalement exprimée dans les cellules immunitaires. Son
transcrit est surexprimé dans les leucocytes activés (Jeffrey et al., 2006). A I'inverse de ce qui est
observé dans les cellules MKP-1 -/- et de MKP-5-/-, les cellules DUSP2-/- présentent une
réponse inflammatoire diminuée. Ainsi dans les macrophages KO pour DUSP2, la production de
TNF-a, d’IL-6 et d’'IL-12, de PGE2 et de NO est diminuée. Les souris KO pour DUSP2 présentent
une résistance a I'arthrite induite par le sérum de souris K/BxN (Jeffrey et al., 2006). L’absence
de DUSP2, conduit a une baisse de I'activité de p38 et de ERK1/2 dans les macrophages activés

par le LPS, qui est associée a une inhibition de l'activité de Elk-1 et de NFAT-AP1 et a I'inverse a
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une augmentation de l'activité des ]NKs. L’inhibition pharmacologique des JNKs inhibe
I'activation d’ERK1/2 dans les cellules DUSP2 -/-, ceci impliquant qu’en I'absence de DUSP2
I'augmentation de l'activation des JNKs conduit a l'inhibition de ERK1/2 (Shen et al.,, 2003;
Zhang et al, 2001). DUSP2 supprimerait l'effet inhibiteur des JNKs sur la signalisation de
ERK1/2 dans les macrophages afin de réguler positivement la réponse immunitaire innée

(Jeffrey et al., 2006).
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Figure 12 : Les MAPK phosphatases, régulateurs négatifs des MAPKs (Huang et al., 2009).

Une des fonctions centrales des MAPKs est donc d’orchestrer les réponses immunitaires.
L’inhibition pharmacologique de voies de signalisation de p38 et des JNKs s’est révélée efficace
dans différentes situations inflammatoires (Jeffrey et al., 2007; Kumar et al., 2003; Manning and
Davis, 2003). Cependant, la toxicité et les effets indésirables de ces inhibiteurs bloquent leur
utilisation. D’autres stratégies peuvent donc étre envisagées, comme l'inhibition au niveau post-

transcriptionnel par la voie des miARNs.
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IV.  REGULATION EPIGENETIQUE PAR LES MIARNS DANS LA PR

1. Labiogénese des miARNs

Les miARNs sont exprimés dans les branches animales et végétales des eucaryotes et codés par
un grand nombre de génes. Ce sont des petits ARNs de 20 a 24 nucléotides régulant I'expression
de génes de facon post-transcriptionnelle. Actuellement, plus de 1200 miARNs ont été identifiés
chez 'homme et plus de 1000 chez la souris. Les prédictions informatiques estiment que 3% du
génome correspondent a des séquences attribuées aux miARNs (Bentwich et al, 2005;
Berezikov et al,, 2005). Un ARNm peut étre régulé par plusieurs miARNs et un miARN est prédit
cibler une centaine de messagers, ainsi 30 a 90% du génome pourraient étre régulés par des
miARNs directement ou indirectement (Engels and Hutvagner, 2006; Griffiths-Jones, 2004;
Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006). Cependant une trés faible proportion de ces cibles ont
été validées a ce jour.

Les miARNs sont principalement transcrits par I'’ARN polymérase Il et leurs transcrits sont
coiffés et polyadénylés comme ceux d'un ARNm classique (Kim, 2005). Bien que certains
miARNs soient produits individuellement, la majorité des miARNs sont issus d’unités de
transcription codant pour plusieurs produits (Bartel, 2004). Un transcrit peut ainsi coder pour
des groupes de plusieurs miARNs, ou pour un miARN et une protéine. Ce dernier type de
transcrit code des miARNs situés dans les séquences introniques.

Le transcrit primaire ou pri-miRNA borde la séquence du miARN en 5’ et en 3’ et deux étapes de
maturation permettent la genése du miARN mature. Un pri-miARN typique consiste en une tige
boucle d'une séquence double brin d’environ 33 paires de base imparfaitement appariées,
flanquées de segments d’ARN simple brin (Bartel, 2004). Un seul pri-miARN peut contenir
jusqu’a 6 précurseurs de miARNs. La premiere étape de maturation consiste en 'excision de la
tige boucle dans le noyau et génére un produit appelé pre-miARN. Pour la plupart des miARNSs,
c’est une RNAse de type Il nucléaire qui permet la génération du pre-miRNA, DCL1 chez les
plantes et DROSHA chez I'animal (Kim, 2005). Ce premier clivage exercé par DROSHA se fait a
I'aide d’'une protéine a domaine de liaison a 'ARN, appelée DGCR8. DROSHA se fixe a DGCR8 qui
interagit directement avec la tige boucle du pri-miRNA et les fragments simple brin bordant
(Han et al,, 2006). Les séquences bordant la tige boucle sont nécessaires car le clivage dépend de
la distance de la jonction tige boucle-ARN simple brin, qui mesure précisément un tour d’hélice
ARN de 11 paires de bases qui représente la distance minimale nécessaire a I'activité catalytique
d’'une RNase III (Denli et al., 2004).

Cependant, le clivage induit par ce complexe n’est pas le seul mécanisme connu pour produire

des pre-miRNAs. L’épissage de pri-miARNs peut aussi libérer des introns semblables aux
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structures des pre-miARNs (Okamura et al, 2007; Ruby et al.,, 2007), appelés mirtrons. Ces
mirtrons integrent alors la voie de la biogénese des miARNs, indépendamment du complexe
DROSHA et DGCRS.

La seconde étape consiste en I'excision de la boucle terminale du pre-miRNA et la genese d'un
duplex de miARNs matures de 22 nucléotides de long (Bartel, 2004). Chez les plantes, c’est la
méme protéine, DCL-1, qui catalyse cette deuxieme étape dans le noyau. Chez les animaux, le
pre-miARN est d’abord exporté hors du noyau par I'exportine 5, Ran-GTP dépendante, pour étre
clivé par DICER associé a TRBP dans le cytoplasme (Kim, 2005).

TRBP (Tar Binding Protein) et DICER sont des protéines appartenant a la famille des DRBP pour
dsRNA binding protein. TRBP est une protéine qui permet le recrutement du complexe DICER a
AGOZ2, permettant la maturation du miARN par DICER et le silencing par le complexe RISC via
AGO2 (Chendrimada et al., 2005; Daniels et al., 2009; Haase et al., 2005). TRBP fonctionne ainsi
comme une protéine d’interaction a I’ARN et une protéine permettant un lien fonctionnel entre
le complexe DICER et le complexe RISC.

La seconde excision médiée par DICER définit 'autre extrémité du duplex miARN mature. DICER
peut cliver n'importe ou le long d’'un ARN double brin mais présente une affinité supérieure
pour les extrémités des ARNs double brin (Kim, 2005; Vermeulen et al., 2005). Le domaine PAZ
de DICER interagit avec les extrémités 3’ terminales et détermine le site de clivage de maniére
dirigée, le site catalytique étant situé a deux tour d’hélice ARN, soit 22 paires de base du
domaine PAZ du complexe DICER-ARN. Cependant, il a été identifié un miARN qui subit une
maturation indépendante de DICER mais dépendante de AGO2, il s’agit de miR-451, ce qui ouvre
de nouvelles perspectives sur d’autres voies de biogénese des miARNs (Cheloufi et al., 2010;
Cifuentes et al., 2010).

Les voies de biogénése classique des miARNs sont résumées figure 13.
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Figure 13. La biogénese des miARNs (Dai and Ahmed, 2011).

Une maniere de réguler la concentration d'un miARN est de contréler sa maturation. La
production d'un nombre important de miARNs est modulée par certaines de leurs cibles. Chez la
drosophile I'expression de miR-7 qui réprime la traduction du facteur de transcription Yan, est
également régulée par 'ETS (External Transcribed Sequence) de Yan (Li and Carthew, 2005).
Ceci démontre 'existence d’'une double boucle de régulation négative entre miR-7 et Yan. Un
autre exemple de double régulation négative concerne let-7. Chez C. elegans, 'expression de la
protéine LIN28 est réprimée par let-7 (Seggerson et al., 2002). LIN28 a également la propriété
de s’associer avec les ARN pri-let-7 et pre-let-7 (Heo et al.,, 2008; Newman et al., 2008; Rybak et
al., 2008), ceci impliquant probablement les séquences de la boucle terminale, spécifiques des
précurseurs de let-7 (Newman et al,, 2008). Lin28 va alors inhiber le clivage des précurseurs de
let-7 par DROSHA (Heo et al,, 2008; Newman et al., 2008; Viswanathan et al., 2008) et par DICER
(Heo et al, 2008 ; Rybak et al, 2008). LIN28 induit également la polyuridylation en 3’ de pre-let-7
(Heo et al., 2008), ce qui inhibe le clivage par DICER, mais cette polyuridylation peut aussi étre la

conséquence de I'incapacité de DICER a cliver des miRNAs couplés a LIN28.
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2. Lavoie effectrice des miARNs

a. Lesprotéines Argonaute

Un duplex de miARNs mature posséde une demi-vie assez courte car il est rapidement dissocié
par sa liaison avec les protéines AGO. La famille des protéines Argonaute peut étre séparée en
trois sous-groupes, le groupe des Piwi qui fixent les piRNAs, le groupe des AGO qui fixent les
miARNs et les siARNs, et un troisieme groupe qui n’a été décrit pour l'instant que chez les
nématodes (Yigit et al, 2006). Si certaines especes comme Schyzosaccharomyces pombe,
n’expriment qu'une seule protéine AGO, d’autres en expriment plusieurs: la drosophile code
cinqg protéines AGO, Arabidopsis thaliana, dix, 'homme huit et C. elegans vingt-sept. Chez
I'homme, cing des huit protéines AGO s’associent avec des siARNs et des miRNAs (Meister and
Tuschl, 2004; Tomari and Zamore, 2005).

Les protéines AGO sont définies par quatre domaines : un domaine PAZ, un domaine PIWI et les

domaines Mid et N (Figure 14).

Figure 14. Structure et organisation d’'une protéine Argonaute (Czech and Hannon, 2011).

Le domaine PAZ chez Ago présente un site de fixation des extrémités 3’ de 'ARN et des études de
co-cristallographie ont permis de montrer que ce domaine était indispensable a la fixation du
brin guide. L’extrémité en 5’ se fixe au domaine Mid, et le reste du brin ARN est lié grace a des
charges positives portées par les deux domaines d’Ago.

Le domaine PIWI adopte une forme analogue a la RNAse-H, capable dans certaines conditions de
cliver le messager cible (Parker et al, 2004; Song et al, 2004). Cette étape est un des
mécanismes du silencing par déstabilisation de la cible. Cependant toutes les protéines Ago
n’ont pas d’activité catalytique. Cette activité a été démontrée pour SpAGO1 chez Saccharomyces
pombe (Irvine et al., 2006), DmAGO1 et DmAGO2 et DmPIWI chez la drosophile (Miyoshi et al.,
2005; Rand et al., 2005; Saito et al., 2006), AtAGO1, AtAGO4 et AtAGO7 chez Arabidopsis
(Baumberger and Baulcombe, 2005; Qi et al., 2005; Qi et al., 2006) et pour une seule protéine
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Ago humaine, HsAGO2 (Liu et al., 2004; Meister et al., 2004). L’expression des protéines Ago
peut varier : chez Arabidopsis, AtAGO1 est la protéine Ago la plus exprimée et la plus utilisée
(Baumberger and Baulcombe, 2005), tandis que chez 'homme, c’est la protéine hsAGO2, alors
que hsAGO4 est a peine détectable (Sasaki et al, 2003). Chez 'homme les protéines Ago
présentent des différences de régulations et de fonctions qui ne sont encore pas bien définies
(Johnston and Hutvagner, 2011).

Les protéines AGO jouent un role important dans la formation des complexes RISC. Les miARNs
double brin produits par DICER entrent dans le complexe RISC, ce qui nécessite la dissociation
du duplex et le recrutement d’un seul des 2 brins en association avec la protéine AGO effectrice
(Meister and Tuschl, 2004; Tomari and Zamore, 2005). Le brin recruté, appelé guide, permet la
reconnaissance de la cible par appariement Watson-Crick, tandis que 'autre brin est écarté.
Comme pour les siARNs, l'association d’'un miARN avec AGO est sélective: un brin est
sélectionné tandis que l'autre est en général perdu. Cette sélection est basée sur la stabilité
thermodynamique relative de chacune des extrémités du duplex. Le brin retenu est celui qui est
le moins solidement apparié en 5’ (Kim, 2005). Cependant, cette régle n’est pas générale, le
deuxiéme brin appelé star, pouvant étre également recruté dans certaines conditions (Okamura
et al, 2007). Le fait que la dissociation du duplex ne soit pas accompagnée d’un clivage pour le
brin non recruté comme c’est le cas pour les siARNs, n’est pas encore expliqué, mais peut étre lié
a la fréquence des nucléotides non appariés et de structure “bulges” inhérentes au duplex

(Matranga et al., 2005).

b. Protéines associées au complexe
Chez les mammiferes, le complexe DICER/AGO/miARN est associé a d’autres protéines. GEMIN3,
GEMIN4, MOV10 et IMP8 s’associent a AGO2 (Bartel, 2004; Meister and Tuschl, 2004; Weinmann
et al, 2009). La protéine GW182 s’associe également a AGO2 (Liu et al., 2005b; Meister and
Tuschl, 2004; Till et al., 2007). Chez la drosophile, I'orthologue de GW182 s’associe avec Agol
(Behm-Ansmant et al., 2006). Des analyses fonctionnelles réalisées chez 'homme, chez C. elegans,
et chez la drosophile indiquent que GW182 est nécessaire et suffisant pour fixer les miARNs a
AGO et réprimer I'expression des genes (Ding and Grosshans, 2009; Eulalio et al., 2008; Jakymiw
et al,, 2005; Liu et al.,, 2005b). Ainsi, I'interaction de GW182 avec AGO2 lié au miARN peut étre

assimilée au complexe RISC.

c. L’appariement
Les miARNs vont permettre au sein du complexe miRISC, la reconnaissance et la répression
d’ARNm ciblés de maniére séquence-spécifique. Cependant Pillai et al. (2004) ont montré que le

complexe miRISC peut aussi reconnaitre des ARNm qui ne contiennent pas de sites de fixation
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pour les miARNSs. Les sites de fixation dans les ARNm de mammiféres sont en général situés dans
les séquences 3'UTR et souvent présents en plusieurs copies. Il existe également des sites de
fixation de miARNs en 5’UTR conduisant a la répression des cibles (Lytle et al., 2007).

Ces derniéres années plusieurs études ont décrit une répression de I'expression par des miARNs
se fixant dans la région codante. C’est le cas de miR-24 qui cible 'TARNm de p16 ou de la famille
let-7 qui cible Dicer. Des dizaines d’autres cibles ont été décrites depuis, ce qui pose un
probléme en ce qui concerne les algorithmes de prédiction, qui se basent majoritairement sur
des sites situés en 3'UTR des ARNm (e.g., TargetScan, PicTar, miRBase, etc.). De plus des
analyses récentes par séquencage de masse du transcriptome ont révélé que les séquences
codantes pouvaient contenir de nombreux site de fixation : la méthode HITS-CLIP a montré que
25% des associations AGO/ARNm se faisaient dans les régions codantes, cependant ces résultats
nécessitent d’étre confirmés individuellement.

La plupart des appariements des miARNs sont imparfaits, comportant des appariements
imparfaits et des « bulges » bien qu’en grande majorité une séquence nommée “seed” soit
nécessaire a la fixation d’'un miARN. Cette séquence « seed» constitue I'un des critéres de
sélection des algorithmes de prédiction. Il s’agit d’'un appariement Watson-Crick du miARN
concernant les nucléotides 2 a 8, pouvant tolérer des appariements non canoniques, tels les
« wobble pairing », consistant en un appariement uracile/guanine.

Chez les plantes, la plupart des sites d’appariements des miARNs sont situés dans la séquence
codante des ARNm et présentent un appariement presque parfait.

Le degré d’appariement miARN-ARNm a été longtemps considéré comme un facteur
déterminant du mécanisme de régulation. Un appariement parfait va conduire au clivage de la
cible par Ago, alors que des appariements imparfaits entre les nucléotides 9 et 12 ne permettent
pas le clivage et conduisent a la répression traductionnelle des ARNm. Le clivage et la répression
traductionnelle constituent deux modes de régulation dans le regne animal alors que le clivage
est le mode de régulation préférentiel dans le monde végétal. Cependant, des analyses
génétiques chez Arabidopsis ont permis de montrer qu’en l'absence de clivage, on pouvait
également observer une répression traductionnelle (Brodersen et al., 2008), ce qui suggere que
la répression de la traduction serait un mécanisme de silencing conservé chez les végétaux et les

animaux et qu'un appariement parfait permet un effet additionnel par clivage de la cible.

d. Larépression de la traduction des ARNm
A Theure actuelle, il n’existe pas d’arguments permettant d’affirmer que la répression de la
traduction se fait lors de l'initiation de la traduction de la protéine ou apreés l'initiation.
L’initiation démarre lors de la reconnaissance de la coiffe fixée sur la 7-méthyl-guanosine en 5’

par elF4E, une sous-unité du complexe d’initiation elF4F. Ce complexe comporte aussi elF4A et
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elF4G. L’interaction de elF4G avec elF3 va permettre le recrutement de la sous-unité
ribosomique 40S a I'extrémité 5’ de 'ARNm. Le complexe de pré-initiation 40s interagit avec la
sous unité 60S au niveau du codon AUG pour initier I'élongation. EIF4G interagit également avec
les protéines PABP-1 (poly-A binding protein 1) fixées en 3’ des ARNm. La capacité d’elF4G a
interagir avec elF4E et PABP-1 va permettre la circularisation de I'’ARNm, ce qui accroit

considérablement I'efficacité de traduction de la protéine.

* Inhibition de l'initiation de la traduction.
Pour certains auteurs, I'inhibition de la traduction pourrait se faire au niveau de l'initiation
(Ding and Grosshans, 2009; Humphreys et al., 2005; Kiriakidou et al., 2007; Mathonnet et al,,
2007; Pillai et al., 2004; Wakiyama et al., 2007).
Un premier modéle propose une compétition entre miRISC et el4FE pour l'interaction avec la
coiffe en 5'. EIF4E se fixe a la coiffe en partie par des liaisons “stacking” a la base méthylée de la
coiffe entre deux résidus tryptophane. (Mathonnet et al., 2007). L’hypothése serait qu’il existe
une analogie de structure entre le domaine Mid de la protéine Ago2 et el4FE. En effet, deux
résidus phénylalanine dans le domaine Mid adoptent des positions équivalentes aux résidus
tryptophane d’el4FE (Kiriakidou et al., 2007).
Il a été aussi suggéré que la protéine GW182 ou un facteur en aval seraient des compétiteurs d’
elF4E (Eulalio et al., 2008).
Un second modéle proposé est la stimulation de la déadénylation de la queue des ARNm. Dans ce
modeéle, la traduction est inhibée car la coiffe et la queue déadenylée donc dépourvue de PABP-1
ne permettent plus la circularisation de TARNm (Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez et al,,
2006; Wakiyama et al., 2007; Wu et al,, 2006). La déadénylation n’est pas simplement la
conséquence d'un défaut d’initiation car les ARNm contenant des IRES sont aussi déadénylés
méme s’ils sont résistants a la répression induite par le complexe miRISC (Wakiyama et al,,
2007). Dans ce cas, la déadénylation est initiée par la protéine GW182, qui induit la
déadénylation et la répression de traduction chez les cellules de drosophile (Behm-Ansmant et
al,, 2006).
Ce modele reste controversé car plusieurs auteurs ont montré que les ARN polyadénylés sont
aussi réprimés par les miARNs (Pillai et al.,, 2005, Wu et al., 2006, Eulalio et al., 2008). Cette
régulation est dépendante d’AGO et de la protéine GW182 puisque la délétion de ces deux
facteurs ou la surexpression d'un dominant négatif de GW182 I'annule (Eulalio et al., 2008). De
plus, I'abrogation d’'un composant de I'’enzyme déadénylase concernée n’a que peu d’effet sur la
répression induite par GW182.
Un dernier modele proposé est le blocage par miRISC de I'association entre la sous-unité

ribosomale 60S et le complexe de pré-initiation 40S. La protéine AGO2 s’associe avec elF6 et la
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sous-unité ribosomale 60S in vitro (Chendrimada et al., 2007). elF6 est impliquée dans la
biogénése et la maturation des sous-unités 60S ribosomiques et prévient I'association des sous-
unités 60S immatures au complexe 40S. La régulation des ARNm par les miRNAs est perdue
dans des cellules déficientes pour elF6 chez 'homme et chez C. elegans, ce qui n’est pas le cas
chez la drosophile (Eulalio et al., 2008). Dans un milieu enrichi en réticulocytes, Wang et al. ont
montré que les ARNm cibles étaient purifiés avec des sous-unités ribosomiques 40S et non 60S
(Wang et al,, 2008a). Des analyses de “toe-printing” montrent que la séquence autour du codon
d’initiation est protégée, ce qui corréle avec le positionnement des sous-unités 40S au codon
d’initiation. Ainsi, le recrutement d’elF6 par le complexe miRISC pourrait inhiber la traduction

en empéchant I'association des ribosomes au codon d’initiation.

e Inhibition de I'élongation
Pour d’autres, le complexe RISC agirait plus, tardivement aprés l'initiation (Mathonnet et al,,
2007; Nottrott et al., 2006; Petersen et al., 2006; Seggerson et al., 2002). Petersen et al. ont ainsi
proposé un modele de répression par le complexe miRISC, suggérant que les miARNs induisent
une dissociation prématurée des ARNm des ribosomes. Le blocage rapide de l'initiation de la
traduction par I'hippuristanol conduit a une dissociation rapide des ribosomes de facon miRNA-

dépendante.

e. Ladégradation des ARNm par les miARNs

Les premieres études concernant les miARNs indiquaient que la répression de la traduction des
ARNm n’était pas accompagnée d'une déstabilisation des ARNm. Cependant pour certains
appariements miARN-ARNm, la quantité des ARNm est significativement réduite probablement
en raison de leur dégradation (Bagga et al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez et al,,
2006; Lim et al., 2005; Wu et al., 2006). Cette dégradation est provoquée par une déadénylation,
une dégradation de la coiffe et des digestions exonucléolytiques plutdét que par un clivage
dépendant des protéines AGO (Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez et al., 2006; Lim et al., 2005;
Wu et al, 2006). La déstabilisation nécessite les protéines AGO, GW182, et la machinerie
cellulaire de décoiffage et de déadénylation (Behm-Ansmant et al., 2006).

Certaines études montrent que la dégradation peut étre couplée a la traduction des ARNm en
question. Les messagers dont la traduction est bloquée sont déadénylés par un mécanisme
miARN-dépendant (Wakiyama et al, 2007; Wu et al., 2006). Cette déadénylation miARN-
dépendante peut s’observer in vitro sans engager les mécanismes de la traduction (Wakiyama et
al, 2007), ce qui suggere que la dégradation et la répression de la traduction sont deux

mécanismes indépendants de la régulation de certaines cibles.
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Le fait que certaines cibles soient dégradées et d’autres non n’est pas parfaitement expliqué. Le
nombre, le type et les positionnements des mismatch dans les duplex miARNs/ARNm pourraient
intervenir comme l'ont suggéré Aleman et al., soulignant I'importance de 'appariement dans le
déclenchement de la dégradation (Aleman et al,, 2007). Récemment, Braun et al. ont montré
chez 'homme et la drosophile, que le recrutement par certains miARNs, des complexes de
déadénylases PAN2-PAN3 et CCR4-CAF1-NOT par une interaction directe avec GW182,

favoriserait la dégradation des ARNm (Braun et al,, 2011).

f. Mode de régulation non canonique
Il a été récemment démontré que certains miARNs ont un role activateur qui dépend de leur
positionnement sur 'ARNm cible. Ainsi, 'interaction de miR-10a avec les séquences 5’'UTR des
ARNm de certaines sous unités ribosomiques conduit a I'activation de leur expression, tandis
que sa fixation en 3’'UTR conduit a la répression (Orom et al., 2008). Plusieurs autres miARNs
régulent leurs cibles par ce méme mécanisme : la fixation de miR-122 sur la région 5’UTR des
ARNm du virus de I'hépatite C augmente leur expression alors qu'il joue un réle inhibiteur en se
liant a leur région 3'UTR (Jopling et al., 2008).
A l'inverse, mir-34a inhibe Axin2 en se fixant en 5’UTR ou en 3’'UTR (Lee et al., 2009). De méme
miR-365-3 active la traduction de 'TARNm du TNF-a en se fixant en 3'UTR et en recrutant la
protéine FXR1 (Vasudevan and Steitz, 2007; Vasudevan et al.,, 2007).
Les études concernant les miARNs ont permis déterminer certaines de leurs fonctions
physiologiques et plus particulierement en ce qui concerne la réponse immunitaire innée
(Baltimore et al., 2008; Gantier et al., 2007; Lodish et al., 2008; Sonkoly et al., 2008; Taganov et
al, 2007; Xiao and Rajewsky, 2009). Il a été également montré qu'une modulation de leur
expression peut étre associée au développement de pathologies variées: cancer, maladies
métaboliques, neurodégénératives, infectieuses, inflammatoires ou auto-immunes comme la PR
(Eacker et al., 2009; Krutzfeldt and Stoffel, 2006; Pauley et al., 2009; Zhang and Farwell, 2008;
Zhang et al., 2007). Ces deux aspects du role des miARNs seront développés dans le paragraphe

suivant.

3. LESMIARNSET LES TLRS.

Les miARNs constitueraient un nouveau mode de régulation de I'expression des TLRs et de leur
activité. D’apres le site de prédiction TargetScan, basé sur la conservation des sites de fixation
entre les especes, il existerait une faible conservation des 3’'UTR des TLRs. Il n’est pas exclu que

la régulation des TLRs par les miARNs ait évolué de maniére espece spécifique, expliquant la
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faible conservation des sites de fixation inter-especes (Mestas and Hughes, 2004; Palsson-
McDermott et al., 2009).

Il existe actuellement deux TLRs ciblés directement par des miARNs. : Tlr4 et Tlr2.

L’expression de TLR4 est régulée directement par les miARNs de la famille let-7. Let-7i est sous-
exprimé dans les cholangiocytes infectés par Cryptosporidium parvum, ce qui entraine une
augmentation de 'expression de TLR4 (Chen et al,, 2007). L’ARNm de TIr4 peut également étre
ciblé par d’autres isoformes de la famille let-7 tel let-7e (Androulidaki et al., 2009). Dans les
macrophages péritonéaux humains, I'induction de let-7e réduit I'expression membranaire de
TLR4, tandis que son inhibition par des oligonucléotides anti-sens augmente la réponse TLR4-
dépendante (Androulidaki et al., 2009).

La modulation de l'expression de TLR2 par miR-105 a été récemment démontrée dans des
kératinocytes de patients répondant faiblement a TLR2. Ces cellules caractérisées par une
production faible de cytokines (Benakanakere et al, 2009) surexpriment miR-105
(Benakanakere et al., 2009). Cette régulation s’effectue par un ciblage direct de la région 3’'UTR
de I'’ARNm de Tlr2, conduisant a une inhibition de la traduction.

Plusieurs miARNSs jouant un réle dans le contréle de I'expression de protéines impliquées dans
les voies de signalisation TLR dépendantes qu'ils s’agissent de protéines activatrices ou
régulatrices, ont été récemment identifiés. La plupart de ces protéines participant a différentes
voies de signalisation TLR/dépendantes, un miARN ciblant I'une de ces protéines pourrait donc
jouer un role régulateur important dans le controle d’'une stimulation excessive de ces voies.

Il s’agit des miR-146, miR-155, miR-145 et miR-346, miR-9 et miR-132.

IRAK1 et TRAF6 sont des protéines kinases dont I'expression est régulée directement par miR-
146 (Taganov et al., 2006). Ces deux protéines jouent un role clé dans la signalisation MyD88-
dépendante conduisant a 'activation de NF-kB en réponse a TLR2, TLR4, TLR5, TLR7-8, et TLR9,
qui ont également la propriété d’'induire 'expression de miR-146 (cellules THP-1) (Taganov et
al,, 2006). Ainsi, miR-146 serait un régulateur négatif de la voie MyD88/NF-kB aprés stimulation
par des PAMPs. La kinase IRAK2, a été aussi décrite comme une cible de miR-146 chez la souris
(Hou et al,, 2009), bien que son rdle dans la signalisation TLR dépendante ne soit pas encore
bien défini.

MiR-155 jouerait aussi un réle régulateur négatif de I'inflammation en contrélant I'expression de
TAB2, protéine recrutée en aval de TRAF6, inhibant ainsi la voie de signalisation des MAPKs. En
effet, 'inhibition de miR-155 dans des cellules dendritiques conduit a une surexpression de p38
(Ceppi et al., 2009).

Tang et al. ont montré dans la lignée cellulaire ACS (cellules gastriques) infectée par Helicobacter

pylori que MyD88 est également une cible directe de miR-155 (Tang et al.). Ces résultats ont été
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confirmés dans les cellules spumeuses activées par des HDL oxydées (Ceppi et al., 2009; Tang et
al.).

SHIP-1 est également une cible bien caractérisée de miR-155 (O'Connell et al., 2009). C’est un
régulateur négatif des réponses induites par les TLRs (An et al., 2005; Gabhann et al., 2010; Sly
et al,, 2003). Plusieurs études ont permis de montrer que 'augmentation de mir-155 en réponse
au LPS conduit a une baisse de 'expression de SHIP-1 (Costinean et al., 2009; Cremer et al,,
2009; McCoy et al.; O'Connell et al, 2009), ce qui va favoriser la réponse inflammatoire. A
I'inverse, une inhibition de l'expression de miR-155 par le biais de I'IL-10 conduit a une
augmentation de l'expression de SHIP-1 (McCoy et al., 2010). AKT qui régule négativement
I'expression de miR-155 permet ainsi 'augmentation de l'expression de SHIP-1 et par un
rétrocontrole négatif sa propre inhibition (Androulidaki et al., 2009).

Le modele de régulation suivant a été proposé : la surexpression de miR-155 suite a l'activation
de TLR4 a pour conséquence la baisse de I'expression du régulateur négatif des voies TLR, SHIP-
1, permettant 'activation de la voie TLR4. La sécrétion ultérieure d’Il-10 a pour conséquence
I'inhibition de miR-155, permettant alors la restauration de I’expression de SHIP-1 et 'inhibition
de l'activation de TLR4.

MAL/TIRAP qui est un « sorting adaptor » permettant le recrutement de MyD88 a TLR2 et TLR4
est une cible de miR-145 (StarczynowsKki et al., 2010).

MiR-9 est surexprimé dans les polynucléaires neutrophiles et les monocytes humains activés par
des ligands de TLR2, TLR4, TLR7/8 ainsi que par le TNF-a et I'IL-1B. La cible identifiée est
NFKB1, faisant de miR-9 un autre miARN agissant comme rétrocontrdle négatif de
I'inflammation (Bazzoni et al., 2009).

Des travaux effectués par Alsaleh et al. ont montré que l'activation des FLS de PR par le LPS
augmente l'expression de miR-346. MiR-346 est un miARN anti-inflammatoire qui inhibe la
synthese de TNF-a et de I'lL-18. En agissant sur un facteur de transcription non identifié, miR-
346 réprime 'expression de la Bruton’s tyrosine kinase (BTK) dans les FLS. Dans les conditions
normales, Btk, déstabilise I'expression de la tristétraproline (TTP), protéine impliquée dans la
dégradation de 'ARNm du TNF-a. En I'absence de Btk on observe une dégradation rapide de
I’ARNm du TNF-a et une inhibition de sa sécrétion (Semaan et al,, 2011). L’expression de miR-
346 par transfection de son mimique dans les macrophages bloque la synthése de TNF-a aprés
activation par le LPS.

L’étude du role des miARNs dans la régulation des TLRs a permis d’identifier de nouvelles
protéines jouant un réle dans ces processus de régulation. C’est le cas de 'acétylcholinestérase
(ACHE), un régulateur clé des voies TLRs. L’acétylcholine bloque la translocation de NF-kB dans
le noyau. Son hydrolyse par 'ACHE permet 'activation de la voie NF-kB. L’augmentation de miR-

132 dans les macrophages en réponse a I'activation de TLR4 a pour conséquence la répression
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d’ACHE et favorise la régulation négative exercée par l'acétylcholine sur la translocation de NF-
kB. Des macrophages murins dont la 3’'UTR du transcrit de 'ACHE a été délétée présentent une
sécrétion importante d’IL-6, IL-12 et de TNF-a (Shaked et al., 2009).

Les principaux miARNs et leurs cibles connues sont résumés dans le tableau 3.

Effet inhibiteur

Cibles miARN Espece (I)/activateur
(A)

ACHE miR-132 Mmu I
IRAK1 miR-146 Cons. I
IRAK2 miR-146 Mmu I
MAL/TIRAP miR-145 Hsa I
MyD88 miR-155 Hsa I
NFKB1 miR-9 Hsa I
SHIP-1 miR-155 Cons. A
TAB2 miR-155 Cons. A
TLR2 miR-105 Hsa I
TLR4 Let-7 Hsa I
TRAF6 miR-146 Cons. I

Tableau 3. Les miARNSs et les voies TLRs

4. LESMIARNSETLAPR

Des approches transcriptomiques réalisées sur des prélévements (PBMC, tissus synoviaux, FLS,
macrophages) de patients atteints de PR et comparés a ceux isolés des patients atteints
d’arthrose ou de sujets sains, ont permis d’identifier un certain nombre de miARNs dont
I'expression est modulée soit augmentée soit diminuée : miR-203, miR-15a, miR-16, miR-146 et
miR-155, miR-124a, miR-132, miR-133a, miR-142, miR-363, miR-498, miR-223, miR-346
(Iliopoulos et al., 2008; Jones et al., 2009; Murata et al., 2010; Nakamachi et al., 2009; Nakasa et
al., 2008; Sonkoly et al.,, 2007; Stanczyk et al., 2011; Stanczyk et al., 2008).

Stanczyk et al. ont montré que miR-203 est surexprimé a I'état basal dans les FLS rhumatoides.
Son expression n’est pas modifiée apres stimulation par le TNF-a, I'IL-18 et le LPS. La
déméthylation induite par le 5-azaC qui donne aux fibroblastes sains un phénotype agressif
conduit a une surexpression de miR-203 (Stanczyk et al., 2011). La surexpression de miR-203
par transfection conduit a une augmentation de la sécrétion d’'IL-6 et de MMP-1. MiR-203 aurait
donc un effet pro-inflammatoire dans la PR.

Une surexpression de miR-16 a été également mise en évidence dans les PBMC ainsi que dans
les tissus synoviaux de patients atteints de PR. De facon intéressante I'augmentation de son
expression est corrélée a la sévérité de la maladie (Murata et al., 2010; Pauley et al., 2008).

Deux autres miARNs pourraient jouer un role important dans la réponse inflammatoire au cours

de la PR. MiR-146 est surexprimé dans le tissu synovial et plus particulierement dans les FLS, les
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macrophages et certaines catégories de LT et de LB dans la PR (Nakasa et al., 2008; Stanczyk et
al,, 2008). L’expression de miR-146 est augmentée dans les FLS rhumatoides en réponse au LPS,
aux motifs CpG, au TNF-a et a I'lL-1{3. Murata et al. ont également démontré la présence de taux
élevés de miR-146a dans le sang et le liquide synovial et ces taux élevés ont été corrélés a la
gravité de l'atteinte synoviale (Murata et al.,, 2010). Les cibles de miR-146 sont Traf6, Irakl et
Irak2, Fadd, Irf-5, Stat-1 et Ptcl (Curtale et al.,, 2010; Hou et al., 2009; Jazdzewski et al., 2008;
Tang et al,, 2009). Bien que des études in vitro aient montré que la surexpression de miR-146
dans les cellules THP-1 diminue de 86% la production de TNF-q, cet effet n’a pas été confirmé in
vivo, ce qui laisse supposer que miR-146 ne fonctionnerait pas de fagon adéquate in vivo.
Cependant Nahid et al. ont montré récemment que ce miARN joue un réle important dans
I'induction de la tolérance au choc septique en réponse au LPS (Nahid et al., 2009).

Un aspect intéressant de 'implication des miARNs dans la PR réside dans le polymorphisme de
sites de fixation a des miARNs. Ainsi, un polymorphisme du site de fixation de miR-146 a la
région 3'UTR du transcrit Irakl a été associé a la susceptibilité a la PR (Chatzikyriakidou et al,,
2010).

MiR-155 est un miRNA dont I'expression est également augmentée dans les FLS de PR comparés
a des FLS isolés d’arthrose (Stanczyk et al,, 2008) et dans les macrophages du tissu et du liquide
synovial. L’activation des FLS rhumatoides par des cytokines pro-inflammatoires telles I'IL-13, le
TNF-a ou encore les ligands des TLRs augmente I’expression de miR-155. L’augmentation de son
expression est corrélée a la diminution de celle de SHIP-1, un inhibiteur de I'inflammation. MiR-
155 est impliqué dans la régulation de la synthése des métalloprotéases MMP-3 et MMP-1, en
conditions basales et inflammatoires. Il jouerait un réle modulateur de I'effet destructeur au
cours de la PR. A I'inverse, I'inhibition de miR-155 dans les cellules synoviales CD14(+) de PR,
conduit a une réduction de la sécrétion de TNF-a. Les souris KO pour miR-155 sont résistantes a
I'arthrite induite par le collagéne, cette résistance est caractérisée par une diminution de
I'inflammation au niveau articulaire, une suppression des LTh17 et de la réponse auto-anticorps.
Ces résultats démontrent un role complexe de miR-155 dans la pathogénie de la PR.

Murata et al ont observé une augmentation de I'expression de miR-15a dans les tissus synoviaux
de PR (Murata et al., 2010) mais ces résultats restent controversés dans la mesure ou ce miARN
a été retrouvé diminué dans des modéles murins d’arthrites (Nagata et al.,, 2009). En outre des
résultats obtenus par microarray et RT-qPCR ont montré que miR-15a est abaissé dans les FLS
rhumatoides activés par le LPS (Al Saleh et al (non publiés). MiR-15a régule I'expression de la
molécule anti-apoptotique Bcl-2 qui est surexprimée dans les FLS rhumatoides, ce qui serait
plutét en faveur d’'une diminution de son expression (Perlman et al., 2000).

MiR-124a est diminué dans les FLS de PR. Sa surexpression inhibe leur caractéere prolifératif et

les bloque en phase G1 (Nakamachi et al., 2009). Cet effet pourrait s’expliquer en partie par le
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ciblage direct de la 3’'UTR des ARNm Cdk-2 et de Mcp-1 et I'inhibition de leur traduction. MiR-
124a régulerait également directement IkB(, impliqué dans la voie NF-kB (Lindenblatt et al.,
2009).

MiR-133a et miR-142 sont surexprimés. mais ni leurs effets régulateurs ni leurs cibles
potentielles dans la PR ne sont connus (Nakamachi et al., 2009).

Différents miRNAs ont été également identifiés dans les LT de PR.

En comparant le profil de miARNs des LT du sang périphérique de patients PR et de sujets sains,
Fulci et al. ont montré qu'un seul miARN est surexprimé de fagon significative dans les LT CD4
naifs de sujets PR, il s’agit de miR-223 (Fulci et al.,, 2010). Comme les LT CD4 des sujets sains
n’expriment pas miR-223 méme apres stimulation, ceci suggére que la surexpression de miR-
223 est une caractéristique des LT de PR et ne résulte pas simplement de 'activation des LT. Les
conséquences de l'induction de miR-223 dans ces cellules ne sont pas claires. Des études ont
cependant montré que la surexpression de miR-223 réprime la différenciation des macrophages
murins RAW264.7 en ostéoclastes.

Le recrutement et l'infiltration de la membrane synoviale par des LT est une caractéristique de
la phase chronique de la maladie (Panayi et al., 1992). Les LT présentent un phénotype activé et
sont résistants a I'apoptose (Schirmer et al., 1998). Le fait que les LT meurent peu, explique en
partie leur persistance et leur accumulation dans la synoviale. Par une approche
transcriptomique, le profil des miARNs a été établi dans des LT CD4 présents dans la synoviale
et dans le sang de patients atteints de PR (Niimoto et al., 2010). Cette approche a permis de
montrer une surexpression de miR-146 qui inhibe I'apoptose en ciblant FAS tandis que miR-363
et miR-498 sont sous-régulés.

Il a été également établi que les souris déficientes pour ICOS (inducible T-cell costimulator) sont
résistantes a l'arthrite induite au collagéne (Murata et al, 2010). miR-101 cible directement
I’ARNm Icos, ce qui permettrait d’envisager un traitement en inhibant en partie ICOS dans les LT

par administration de miR-101.

5. Les miARNSs, futurs biomarqueurs pour la PR?

L’utilisation des microaRNs en tant que marqueurs précoces de la maladie a été envisagée a la
fois dans le cadre d’'un diagnostic précoce mais aussi pour la mise en place d’un traitement plus
adapté donc plus efficace.

Murata et al. n’ont pas identifié dans le plasma de miRNAs spécifiques de la PR et donc pouvant
étre intéressants pour le diagnostic (Murata et al,, 2010). Ils ont cependant montré que les taux
plasmatiques des miR-16, miR-146a, miR-155 et miR-223 pouvaient étre corrélés a la sévérité

de la maladie. Au niveau du liquide synovial, les taux des miR-16, miR-146a, miR-155 et miR-223
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permettent de faire la différence entre arthrose et PR et donc pourraient étre utilisés comme
biomarqueurs. Il existe donc une différence entre I'expression plasmatique et synoviale des

miRNAs traduisant probablement une origine différente de ces miARNs.

Expression apreés activation des

miARN Expression PR/OA, SA Cible(s)
TLRs

miR-15 ? tissus synoviaux N FLS /

miR-16 A PBMC /

/ (Stanczyk et al.,, 2010)

miR-203 AFLS NFLS (Alsaleh et al.) unpublished /
data
miR-124a NFLS CDK-2, MCP-1
AFELS, macrophages, LT, LB, TRAF6, IRAK1, FADD,
miR-146 # FLS, macrophages, LT, LB
sang, liquide synovial IRF5, STAT-1, PTC
miR-155 AFELS, liquide synovial P FLS MMP, SHIP-1, STAT-1
miR-223 A LT CD4 naif / /
Effet indirect sur BTK,
miR-346 / AFLS
IL-18, TNF-a

Tableau 4. Régulation des miARNs au cours de la polyarthrite rhumatoide. Expression
comparée aux controles ou induites par I'activation des TLRs.
(augmenté A, abaissé N, inchangé /)

6. Les miARNs une nouvelle stratégie thérapeutique

Les miARNs apparaissent actuellement comme une alternative intéressante en ce qui concerne
le traitement de certaines pathologies dans la mesure ou ils sont capables de cibler un ensemble
de génes, souvent liés par leurs fonctions. Il existe cependant de nombreux obstacles liés a leur
utilisation dont le plus important est la possibilité de déréguler d’autres génes que les génes
d’intérét ou pour certains miARNs de jouer un réle d’oncomiR.

Le mode d’administration permettant un ciblage efficace des tissus ou cellules concernées est
également actuellement un obstacle important a surmonter.

La premiére étude clinique basée sur l'utilisation de miARNs en thérapeutique a été initiée par
Santaris Pharma dans I'hépatite C.

En ce qui concerne la PR des essais ont été effectués dans des modeles murins d’arthrite (Bluml
et al, 2011; Nagata et al,, 2009; Nakasa et al, 2008). L’administration intra-articulaire d’ARN
double brin codant pour miR-15a incorporé dans des complexes d’atélocollagéne ont permis

d’induire une apoptose des cellules synoviales par inhibition de Bcl-2 (Nagata et al., 2009).
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La surexpression de miR-146 dans le modele murin d’arthrite au collagene conduit également a
la prévention de la destruction articulaire sans toutefois affecter I'inflammation (Nakasa et al,,
2008). miR-146 a dans cette étude également été administré a l'aide d'un complexe
d’atélocollagene. Les souris KO pour miR-155 sont protégées d'une arthrite induite au collagene
et incapables de générer des LB et LT auto-réactifs, comme le montre la réduction marquée de la
réponse anticorps anti-collagéne et de la réponse spécifique des LT (Bluml et al, 2011).
Cependant, dans le modele d’arthrite de souris K/BxN, la délétion de miR-155 conduit
uniquement a une atteinte réduite de I'érosion osseuse, sans jouer sur l'inflammation, suggérant

un role pour miR-155 sur la différenciation des ostéoclastes.
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V. LE CLUSTER MIR-17~92

1. Organisation du cluster miR-17~92

Chez les mammiféeres, les miARNs sont fréquemment transcrits en groupe de miARNs associés
sur des transcrits polycistroniques primaires qui sont ensuite générés en miARNs individuels
matures (Stefani and Slack, 2008). La conservation génomique de ces organisations en cluster
suggére I'importance de ces groupes de miARNs pour des régulations coordonnées.

Le cluster miR-17~92, est un cluster codant 6 miARNs (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a,
miR-19b-1, et miR-92-1) groupés dans une séquence de 800 paires de base sur le chromosome
13. L'organisation et la séquence des miARNs sont hautement conservées chez les vertébrés
(Figure 15). Chez I'homme, ce cluster se trouve dans le 3¢me intron d'un transcrit de 7 kb connu
sous le nom de C130rf25 (Ota et al., 2004). La séquence intronique de ce transcrit ne posséde pas
le méme degré de conservation que le cluster lui-méme, suggérant que la fonction de ce transcrit
est de produire ce cluster. Bien que décrit amplifié dans plusieurs types de tumeurs solides, il
joue un réle important dans la contréle du cycle et de la mort cellulaire, son réle physiologique
est encore mal connu. Plusieurs auteurs ont démontré récemment l'implication de ce cluster
dans le développement du cceur, des poumons, dans la différenciation des spermatogonies et
des LB (Hayashi et al., 2008; Koralov et al., 2008; Spierings et al, 2011; Tong et al, 2011;
Ventura et al., 2008).

Des duplications de génes et des délétions ont permis I'’émergence de nouveaux paralogues. Le
cluster miR-17~92 possede deux paralogues : le cluster miR-106a~363 localisé dans le
chromosome X et le cluster miR-106b~25 dans le chromosome 7. A I'inverse des deux autres, le
cluster miR-106a~363 est tres peu exprimé dans la plupart des tissus (Ventura et al., 2008), ce
qui suggere qu'il s’agit soit d’'un pseudogéne non fonctionnel soit qu’il ait un role trés spécialisé.
La famille miR-17 comprend les miARNs miR-17, miR-20a dans le cluster miR-17~92, les
miARNs miR-106a et miR-20b dans le cluster miR-106a~363 et le miARN miR-93 dans le cluster
miR-106b~25.

La famille miR-18 comprend miR-18a dans le cluster miR-17~92 et miR-18b dans le cluster
miR-106a~363.

La famille miR-19 comprend les miR-19a et miR-19b-1 dans le cluster miR-17~92, ainsi que
miR-19b-2 dans le cluster miR-106a~363.

Enfin la famille mir-25 comprend les miR-25 et miR-92a dans le cluster miR-17~92, miR-92b et
miR-363 dans le cluster miR-106a~363.

Les paralogues des différents membres du cluster miR-17~92 sont résumés figure 15.
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Figure 15. Organisation du cluster miR-17-92 et de ses paralogues (Mendell, 2008)

2. Larégulation du cluster miR-17~92 par c-MYC/MYCN

Le proto-oncogéne c-MYC code un facteur de transcription qui joue un role important dans la
prolifération cellulaire, la croissance et 'apoptose. O’Donnell et al. ont montré que c-MYC peut
réguler directement la transcription du cluster miR-17~92 et d'un de ses paralogues, le cluster
miR-106a-363 (O'Donnell et al.,, 2005). Cependant ce dernier est peu exprimé méme en présence
de c-MYC, ceci pouvant étre di a l'intervention d'un régulateur négatif dont la détermination
serait importante pour un contréle de 'expression de son paralogue, le cluster miR-17~92.
L’expression de c-MYC est régulée négativement par le TGF-f3 et ceci de facon indirecte via les
facteurs de transcription SMAD (SMAD2/3/4). Le cluster miR 17-92 qui est un inhibiteur
puissant de la voie de signalisation du TGF-f3 en agissant sur Smad2 et Smad4, exerce donc un
controle positif sur 'expression de c-MYC. Le facteur E2F1 est également une cible de c-MYC et
favorise la progression dans le cycle cellulaire (Polager and Ginsberg, 2009). Comme c-MYC, il
régule positivement l'expression du cluster miR-17~92 mais il est lui-méme inhibé par deux
miRNAs du cluster: miR-17-5p et miR-20a (Sylvestre et al., 2007; Woods et al., 2007). Ceci
montre que c-MYC favorise la transcription de E2F1 mais limite sa traduction (Figure 16).
ATinverse de c-MYC et de E2F1, p53 régule négativement I'’expression du cluster miR-17~92, en

se fixant sur un site en aval du cluster, en condition d’hypoxie (Yan et al.,, 2009).
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Figure 16. Réle du cluster miR-17~92 et de ses paralogues dans I’'apoptose et la
croissance tumorale via I'inhibition de leurs génes cibles (bleu foncé). Les régulations

impliquant c-MYC, E2F et RB sont marquées en violet (Osada and Takahashi, 2011).

3. Le cluster miR-17~92 et le développement

a. L’appareil cardio-pulmonaire

Les travaux de Ventura et al., Koratov et al., et Xiao et al., ont permis de montrer que des souris
KO pour le cluster et ses paralogues présentaient des défauts séveres du développement de
I'appareil cardio-respiratoire (Koralov et al., 2008; Ventura et al., 2008; Xiao and RajewsKy,
2009).

La délétion simultanée ou séquentielle des clusters miR-106a~363 et miR-106b~25 n’a que peu
de conséquences, tandis que la délétion du cluster miR-17~92 conduit a la formation
d’embryons plus petits qui meurent rapidement a la naissance en raison d’'un développement
insuffisant du cceur et des poumons.

Bien qu'il ait été démontré que le cluster miR-17~92 soit surexprimé dans les poumons des
embryons de souris (Lu et al.,, 2007) et que son expression diminue au cours de la maturation,

son role précis n’est pour I'instant pas connu.
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La cadhérine E (CDH1) est une molécule d’adhésion impliquée dans la morphogenése
pulmonaire. Elle permet le regroupement et 'adhésion des cellules épithéliales a la matrice
extra-cellulaire au cours du développement pulmonaire. Un contréle précis de son expression
joue un réle important dans ce processus. Le cluster miR-17~92 (miR-17, 20a et 106b) cible
directement '’ARNm de deux protéines STAT3 et MAPK14 qui régulent la distribution de la
cadhérine E. (Carraro et al., 2009)

b. Le cluster miR-17~92 et son réole dans la spermatogenése
La différenciation des spermatogonies est une des étapes clé de la spermatogénese. Si les
mécanismes moléculaires impliqués dans cette différenciation ne sont pas encore parfaitement
définis, des régulations post-transcriptionnelles pourraient jouer un role important. Tong et al.
ont montré que les miARNs de la famille let-7 interviennent dans la différenciation des
spermatogonies. Des spermatogonies indifférenciées THY+, présentent un taux élevé de miARNs
appartenant aux clusters miR-17~92 et miR-106a~363. L’acide rétinoique qui induit la
différenciation diminue I'expression des membres du cluster miR-17~92, diminution qui est
associée a une surexpression de BIM, KIT, SOCS3 et STAT3. Bim et Stat3 sont des cibles
reconnues de ces miARNs. De maniére tres intéressante, ces auteurs ont observé un effet

compensatoire du cluster mir-106b-25 en I'absence du cluster miR-17~92 (Tong et al,, 2011).

4. Le cluster miR-17~92 et la voie du TGF-f3

Mestdagh et al. ont utilisé un modele cellulaire dans lequel le cluster miR-17~92 est inductible
par la tétracycline (SHEP-TR-miR-17-92) (Mestdagh et al., 2010). Ils ont ainsi montré que la
surexpression du cluster miR-17~92 entraine une diminution de I'expression de 144 protéines
parmi lesquelles des protéines appartenant a la voie de signalisation du TGF-8 comme les
protéines SMAD2 et SMAD4 ainsi que le TGF-BR2, une sous-unité du récepteur du TGF-R3. La
surexpression des protéines SMAD2 et SMAD4 dans des lignées de neuroblastome, inhibe de
25% la prolifération cellulaire. Ces résultats ont été confirmés par Dews et al. qui ont montré
que les miARNs de la famille miR-17 ciblent directement le messager de TGF-BR2 et que miR-
18a cible directement Smad4 (Dews et al., 2010).

Ces auteurs ont également montré que ce cluster régulait 'expression d’'un groupe de génes
activés lors de la stimulation de la voie du TGF-f. La famille miR-17 régule directement
I'expression des protéines CDKN1A et BCL2L11, induites en réponse au TGF-13.

Ce role régulateur du cluster miR-17~92 est intéressant car le TGF-f§ est un polypeptide qui
contréle de tres nombreuses fonctions telles la prolifération, la différenciation, le

développement embryonnaire, 'angiogénese, la réponse immunitaire, la cicatrisation. Des
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anomalies de son expression sont associées a de nombreuses pathologies, cancers, atteintes
cardiaques, fibrose, diabéte...

Le TGF-f3 joue un role suppresseur de tumeur dans les cellules épithéliales saines et dans les
premieres phases de la progression des tumeurs. Dans les phases avancées, le TGF- n’a plus de

role inhibiteur, il favorise alors la prolifération et le caractere invasif.

5. Le cluster miR-17~92 dans 'immunité

Les souris KO pour le cluster miR-17~92 présentent un défaut de maturation des LB caractérisé
chez 'embryon et chez I'adulte par une déficience en cellules pré-B, les cellules pro-B étant
présentes (Ventura et al., 2008) et une augmentation significative de I'apoptose des cellules pro-
B. Ces résultats démontrent l'implication du cluster miR-17~92 dans le signal de survie
permettant le passage du stade pro-B au stade pre-B, signal de survie qui fait intervenir une
diminution de I'expression du géne pro-apoptotique Bcl2/11/Bim, cible du cluster.

Le développement des autres cellules d’origine hématopoiétique : monocytes, hématies, LT,
granulocytes n’est pas affecté.

Jiang et al. ont montré récemment que ce cluster et plus particulierement miR-17 jouait un réle
dans le développement de la réponse Th1 en régulant 'expression de différentes protéines telles
PTEN, TGF-BR2 et CREB1 (Jiang et al.,, 2011).

Ces travaux ont démontré que le cluster induit la prolifération des LT, la production d’'IFN-y et
inhibe la différenciation en LTreg. La perte de 'expression du cluster miR-17-92 favoriserait
I’évasion tumorale ce qui suggére que I'élévation de son expression augmenterait I'efficacité des
thérapies anti-cancéreuses liées aux cellules T.

Bien qu’appartenant a la méme famille et ne différant que de 2 nucléotides en position 1 et 12
miR-20a ne présente pas de propriétés activatrices sur les LT. Ce qui est le cas également de
miR-19a et miR-19b qui différent d’'un nucléotide en position 11. Selon Jiang et al. ces
différences fonctionnelles pourraient s’expliquer par des niveaux d’expression différents.
Cependant cette hypothese n’est pas valable pour miR-20a et miR-17 qui sont exprimés de facon
équivalente. Ces résultats démontrent pour la premiere fois des différences de régulation entre
paralogues du cluster miR-17~92.

En ce qui concerne la réponse immunitaire innée, deux cibles ont été identifiées. Liu et al. ont
montré dans des cellules ESCC (Esophageal squamous cell carcinoma), miR-19a est surexprimé
et cible directement le TNF-a (Liu et al., 2011). Son inhibition par des oligonucléotides anti-sens
diminue de la prolifération et augmente I'apoptose.

Brock et al,, en 2009, ont mis en évidence un site de fixation du facteur de transcription STAT3

dans la région promotrice du cluster miR-17~92 (Brock et al., 2009), cible confirmée dans les
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cellules myéloides suppressives (Zhang et al, 2011). L'IL-6 active STAT3 qui induit une
augmentation de l'expression du cluster miR-17~92. L'inhibiteur de I'histone déacétylase,
ITF2357 qui inhibe la transcription et 'expression de la sous-unité a du récepteur de I'IL-6
(CD126), bloque la voie de signalisation de I'IL-6 et diminue 'expression des pri-miRNA du
cluster miR-17~92 (Todoerti et al., 2010).

Brock et al. ont également montré que miR-18a cible Pias3, un inhibiteur de STATS3
(protein inhibitor of activated STAT3) (Brock et al.,, 2011). Ces résultats identifient ainsi deux
modes de régulation de Stat3 par le cluster, directement par mir-17 (Carraro et al.,, 2009) et

indirectement par miR-18a.

6. Le cluster miR-17~92 et son implication dans les cancers

La premiére preuve impliquant le cluster miR-17~92 dans la tumorigenése a été apportée par
I'observation que le locus C130rf25, codant le transcrit primaire du cluster, est souvent amplifié
dans différents lymphomes et tumeurs solides: sein, colon, poumon, pancréas, prostate et
estomac (Hayashita et al., 2005; Ota et al., 2004; Tagawa et al., 2007; Venturini et al., 2007). Ce
cluster pourrait jouer un roéle important dans la mesure ou la plupart des miRNAs qui le
composent exercent un effet inhibiteur sur I'apoptose et favorisent la prolifération, en régulant
I'expression de protéines membres de la voie du TGF-f3.

D’autres cibles du cluster miR-17~92 jouent un réle important dans la régulation d’oncogénes
comme c-MYC ou son homologue MYCN, E2F ou p53. Dans des leucémies murines il a été montré
que le locus codant ce cluster est également un site fréquent d’insertion rétrovirale.

La famille miR-19 a également la propriété de réguler la voie de la PI3K (phosphatidylinositol-3-
OH kinase), trés vraisemblablement par un ciblage direct de PTEN (Olive et al., 2009), ce qui
conduit a une activation de cette voie PI3K, impliquée dans la différenciation cellulaire et le
développement de cancers.

Actuellement, les cibles connues des différents membres du cluster miR-17~92 pouvant jouer

un role dans le développement des tumeurs, sont les suivantes :
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miR-17 Cellules tumorales (Takakura et al., 2008)
thyroidiennes
miR-17 Cellules Hek293T Jnk2 (Cloonan et al., 2008)
miR-17 Cellules de leucémie, E2F1 (O'Donnell et al., 2005;
Hela Scherr et al,, 2007)
miR-19 Myélome multiple SOCS-1 Fontana etal., 2008
miR-19 Lymphome PTEN (Olive et al., 2009)

Tableau 5. Cibles du cluster miR-17~92 dans les tumeurs.
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La cellule résidente de la cavité articulaire, le synoviocyte est considérée actuellement comme
un acteur majeur dans l'initiation et la pérennisation de la polyarthrite rhumatoide. Comme
nous l'avons énoncé dans l'introduction de cette these, de tres nombreuses études ont été
consacrées a la compréhension du réle de cette cellule résidente dans la physiopathologie de la
PR et les travaux réalisés au laboratoire au cours des derniéres années se sont inscrits dans cette
thématique. Ils ont plus particuliérement contribué a démontrer le réle important de I'activation
extrinséque en particulier des PAMPs et des cytokines dans 'acquisition du phénotype agressif
des synoviocytes rhumatoides et ont donc conforté I'hypotheése d'un roéle déterminant de
I'immunité innée, dans l'activation de la cellule résidente synoviale dans la pathogénie de la
polyarthrite rhumatoide.

Dans la continuité de ce qui avait été réalisé au laboratoire notre objectif a été d’évaluer le role
de facteurs intrinséques et plus particuliérement les facteurs épigénétiques dans l'acquisition du
phénotype agressif des FLS. Les synoviocytes développant des réponses cytokiniques tout a fait
spécifique en réponse a I'environnement extrinseque (cytokines, PAMPs, DAMPs), nous avons
cherché a identifier des miARNs dont I'expression était abaissée en réponse a des stimuli de
I'immunité innée, miARNs pouvant étre impliqués dans la réponse inflammatoire au cours de la
PR. L’objectif était également d’identifier leurs cibles et de démontrer in vitro les conséquences

fonctionnelles de leur surexpression.
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Régulation post-transcriptionnelle de I'expression de protéines de signalisation des voies
TLRs dépendantes au cours de I'immunité innée dans les synoviocytes rhumatoides :

implication du cluster miR-17~92

Publication 1:
Régulation post-transcriptionnelle de 'TARNm de TLR2 par miR-19 en réponse au BLP

dans les FLS rhumatoides

La régulation d’'un ARNm est un mécanisme qui permet a toute cellule d’exercer un contréle au
niveau post-transcriptionnel. Un grand nombre de travaux ont récemment montré que les
miARNs pouvaient jouer un role régulateur important dans le contréle de la réponse
inflammatoire induite par l'activation des TLRs. Dans la PR, les synoviocytes rhumatoides
expriment divers TLRs dont I'activation par des PAMPs mais aussi par des DAMPs, produits de la
destruction tissulaire conduit d’'une part au développement de la réponse inflammatoire et a
I'initiation de la réponse auto-immune et d’autre part a la destruction ostéo-articulaire. Activés,
les FLS surexpriment TLR2 en réponse au BLP, LPS et Poly(I :C) ligands de TLR2, TLR4 et TLR3.
TLR2 est un récepteur important dans la physiopathologie de la maladie, il pourrait constituer
une nouvelle cible thérapeutique et de nouveaux traitements le concernant sont actuellement
évalués. L’objectif de ces travaux a été de déterminer si la modulation de I'’expression de TLR2
dans les synoviocytes rhumatoides était dépendante d'un contrdle épigénétique et plus
particuliéerement si des miARNs étaient impliqués dans 'augmentation de son expression en
réponse a des PAMPs. Nous basant sur des prédictions bioinformatiques, nous avons étudié le
role de miR-19a et miR-19b dont I'expression était diminuée en réponse au BLP et qui étaient
susceptibles de cibler de TIr2. Ces travaux on été réalisés en collaboration avec le Docteur

Sébastien PFEFFER (CNRS UPR 9002, Strasbourg, France).
Les résultats obtenus ont fait I'objet d’'une publication dans Journal of Immunology
(2012) : TLR2 Expression Is Regulated by MicroRNA miR-19 in Rheumatoid Fibroblast-

like Synoviocytes

Philippe L, Alsaleh G, Suffert G, Meyer A, Georgel P, Sibilia ], Wachsmann D, Pfeffer S. J. Inmunol
2012 188(1):454-61.
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TLR2 Expression Is Regulated by MicroRNA miR-19 in
Rheumatoid Fibroblast-like Synoviocytes

Lucas Philippe,*’ Ghada Alsaleh,*" Guillaume Suffert,” Alain Meyer,*" Philippe Georgel,’
Jean Sibilia,”” Dominique Wachsmann,*" and Sébastien Pfeffer*

Resident cells, such as fibroblast-like synoviocytes (FLS), play a crucial role in rheumatoid arthritis (RA). They are implicated in
the inflammatory response and play a key role in osteoarticular destruction. Moreover, RA FLS spread RA to unaffected joints.
Pathogen-associated molecular patterns and damage-associated molecular patterns have been found to activate RA FLS by
interacting with pattern recognition receptors, such as TLR. RA FLS express a large number of TLR, and TLR2 was demon-
strated to be involved in RA inflammation. Because microRNA have emerged as important controllers of TLR expression and
signaling, the aim of this study was to evaluate their potential involvement in the control of TLR2 expression by RA FLS. We first
showed that TIr2 expression is strongly upregulated in RA FLS in response to TLR2 ligands. Using a microRNA microarray
analysis, we identified one miRNA in activated RA FLS, miR-19b, which was downregulated and predicted to target Tlr2 mRNA.
Downregulation of miR-19b and miR-19a, which belongs to the same cluster, was confirmed by real-time quantitative PCR.
Transfection of RA FLS with miR-19a/b mimics decreased TLR2 protein expression. In parallel, we found that both IL-6 and
matrix metalloproteinase 3 secretion was significantly downregulated in activated FLS transfected with either mimic. Moreover,
using a luciferase assay, we showed that miR-19a/b directly target Tlr2 mRNA. Taken together, our data point toward an
important role for miR-19a/b in the regulation of IL-6 and matrix metalloproteinase 3 release by controlling TLR2 expression,

as well as provide evidence that miR-19a/b can act as negative regulators of inflammation in humans.

nology, 2012, 188: 454-461.

heumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory
R disease that predominantly affects multiple peripheral

joints. It is characterized by synovial inflammation, as
well as bone and cartilage destruction. The development of RA is
thought to result from interactions between genetic and environ-
mental factors. Molecules of microbial origin have been found in
the joints of patients (1, 2), where they trigger inflammation by
activating various pattern recognition receptors. In addition, these
pattern recognition receptors can be activated by noninfectious
molecular patterns or damage-associated molecular pattern mol-
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ecules, which are generated upon tissue injury. These include cel-
lular components released from necrotic cells (HMGBI1, micro-
particles), extracellular molecules upregulated upon injury (Hsps,
ATP, S100 proteins), or extracellular matrix fragments, such
as tenascin (3).

The TLR family is one of the best-characterized groups of in-
nate immune receptors in term of described ligands, signaling path-
ways, and functional relevance. TLRs are expressed both by immune
cells and by resident cells of the joint, such as fibroblast-like syno-
viocytes (FLS), which play a crucial role in RA. FLS are implicated
in the inflammatory response essentially by synthesizing cytokines,
chemokines, prostanoids, NO, and proangiogenic factors (4—6). FLS
also play a key role in osteoarticular destruction and take part in
the differentiation and activation of osteoclasts by the RANK-
RANK ligand pathway and through the release of PGE, and IL-6
(7). Moreover, synovial fibroblasts spread RA to unaffected joints
(8,9). RA FLS express a large number of TLRs, such as TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLRS, TLR6, and TLR7. In basal con-
ditions, RA FLS express Tlr3 and Tlr4, as well as Tlr2 and Tlr6
mRNAs (10).

With the assistance of the scavenger receptor CD36, TLR2
is implicated in cytokine and matrix metalloproteinase (MMP) re-
lease in response to ligands from Gram* bacteria, such as glyco-
lipids, lipopeptides, or GPI-anchored structures. Interestingly, TLR2
is the most significantly induced TLR in FLS treated with cyto-
kines, such as TNF-a and IL-1f, or with TLR ligands, such as
polyinosinic-polycytidylic acid, bacterial lipoprotein (BLP), and
LPS (11). In addition, TLR2 levels are higher in macrophages
isolated from RA synovium compared with macrophages isolated
from control synovium (12). Further evidence for the involvement
of TLR2 in RA was obtained in a mouse model of arthritis induced
by streptococcal cell wall, in which animals deficient for 71r2
were shown to develop reduced symptoms (13). Recent data
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suggested a potential role for TLR2 as a therapeutic target. Indeed,
Rabeximod suppresses arthritis downstream of TLR2 stimulation
by preventing the activation of inflammatory cells, most likely
macrophages, in a time-dependent fashion (14). OPN301, a TLR2-
specific mAb inhibits TLR2-mediated proinflammatory cytokine
production (15). AP177, a molecule selected by the systema-
tic evolution of ligands by exponential enrichment method, was
demonstrated to antagonize TLR2 signaling by binding directly
to TLR2 and to suppress IL-6 and IL-8 release by activated
cells (16).

It appears that the level of TLR2 needs to be tightly controlled to
avoid a scenario where its deregulated expression will amplify the
deleterious effect of inflammation on cell integrity. The modulation
of gene expression can take place at several levels, among which
regulation by microRNAs (miRNA) has gained increased interest
in the recent years. miRNA are an evolutionarily conserved class of
endogenous small noncoding RNAs. They are produced from long
precursor molecules by the consecutive action of the RNase III
enzymes Drosha and Dicer, before being loaded on an Argonaute
protein within the RNA-induced-silencing complex. The mature
miRNA acts a guide for RNA-induced—silencing complex to
mediate destabilization and/or translational repression of target
mRNAs (17, 18). The regulation of miRNA expression is itself
controlled at various levels, such as transcription, processing, or
stability (19), and can be influenced by various stress factors,
including inflammation (20). In addition, emerging data have iden-
tified an important contribution of miRNA to the development
and control of the inflammatory response that position these small
noncoding RNAs at the heart of feedback and feed-forward loops
controlling the inflammation process in both immune and non-
immune cells. Thus, inflammatory stimuli in pulmonary cells in-
duce expression of miR-146a, which, in turn, promotes transla-
tional silencing of IL-8 and RANTES (21). Overexpression of
miR-9 by activation of NF-«B leads to a feedback control of NF-kB—
dependent acute inflammatory response (22). miR-147, which is
induced by multiple TLR stimulation, attenuates TLR-induced
inflammatory response in macrophages (23).

These data indicated that miRNA can exert negative effects in
inflammatory pathways and this prompted us to look for miRNA
directly targeting TLR2 and controlling cytokine release in re-
sponse to TLR2 stimulation. In this article, we show that stimu-
lation of RA FLS with BLP and LPS induces a decrease in ex-
pression of miR-19a and -19b and that this decrease is associated
with upregulation of TLR2. Furthermore, we demonstrate that
TLR2 is a direct target of miR-19a and -19b and that the down-
regulation of miR-19b in BLP-activated RA FLS is associated with
an increase in IL-6 and MMP3 release.

Materials and Methods

Reagents

Cell culture media (RPMI 1640, M199, and DMEM), FCS, L-glutamine,
penicillin, streptomycin, amphotericin B, and TRIzol reagent were from
Invitrogen (Cergy-Pontoise, France). LPS from Salmonella abortus equi
was obtained from Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France). Synthetic
bacterial lipopeptide Pam3zCSK, (BLP) was obtained from EMC Micro-
collections (Tiibingen, Germany). The Lightcycler Faststart DNA Master
SYBR Green and the miScript System, miRNA mimics, and AllStars
negative control small interfering RNA (siRNA) were obtained from
Qiagen (Courtabeuf, France). Human Dermal Fibroblast Nucleofector kit
was from Amaxa (Cologne, Germany). The enzyme immunoassay kits
for human IL-6 and MMP3 detection were from R&D (Lille, France).
Throughout this study, buffers were prepared with apyrogenic water ob-
tained from Braun Medical (Boulogne, France). Anti-TLR2 mouse IgG
mAbs were from Imgenex, and anti-GAPDH mouse IgG mAbs were from
Millipore (Molsheim, France).
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Cell culture

Human FLS were isolated from synovial tissues from four RA patients at the
time of knee joint arthroscopic synovectomy, as described previously, after
informed consent was obtained (24). The diagnosis conformed to the re-
vised criteria of the American College of Rheumatology (25). FLS cultures
were done, as previously described (26). Experiments were performed
between passages three and nine. During that time, cultures consisted of
a homogeneous population of fibroblastic cells, negative for CD16 as
determined by FACS analysis. HEK293 cells were purchased from the
American Type Culture Collection and maintained in DMEM supple-
mented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM L-glutamine, 40 U/ml
penicillin, and 50 mg/ml streptomycin. Cell number and cell viability
were checked by the MTT assay.

Stimulation of cells for total RNA extraction

FLS (10° cells) were stimulated with 2 ml medium alone or medium
containing LPS (1 wg/ml) and BLP (1 pg/ml). After a 6- and 24-h incu-
bation period, total RNA was extracted using TRIzol reagent, according
to the manufacturer’s instruction.

Luciferase reporter constructs

To generate luciferase-based reporter plasmids, psiCHECK-2 (Promega)
was modified by inserting the Gateway cassette C.1 (Invitrogen) at the 3’
end of the firefly luciferase gene (f-/uc) into the Xba I site of psiCHECK-2.
The 3’ untranslated region (UTR) sequence of Tlr2 was amplified from
HEK?293 cell genomic DNA; after addition of attB1 and 2 sequences, the
resulting PCR products were cloned into pDONR/Zeo and then recom-
bined in the modified psiCHECK-2 vector using Gateway technology
(Invitrogen). The following primer sequences were used (sense and anti-
sense primers are indicated in this respective order, and the anchor se-
quence used for the nested PCR is underlined): TLR2: 5'-AAAAAG-
CAGGCTTCCCATATTTAAGACCAGTCTTTGT-3" and 5'-AGAAAGC-
TGGGTTGTAAAGTTTAATAGGAAATACACAGC-3' and attB1/2: 5'-
ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3" and 5'-ACCACTTTGTAC-
AAGAAAGCTGGGT-3'.

The target seed sequence was modified using the QuickChange II
Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) and the following primers:
5'-GATCAAGTCCCTTATAAGAGTGGCATAGTAAAACGTAATAACC-
TGTGTACATTCT-3" and 5'-AGAATGTACACAGGTTATTACGTTTTA-
CTATGCCACTCTTATAAGGGACTTGATC-3'.

Real-time quantitative PCR

Total RNA isolated from FLS was reverse transcribed using the First-Strand
cDNA Synthesis Kit, according to the manufacturer’s instructions (Invi-
trogen). Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was performed in a total
volume of 20 pl using SensiMix Plus SYBR kit (Quantace; Corbett Life
Science) and gene-specific primers: 7/r2, 5'-GGCCAGCAAATTACCT-
GTGT-3' and 5'-CTCCAGCTCCTGGACCATAA-3'; Gapdh, 5'-GGTG-
AAGGTCGGAGTCAACGGA-3’ and 5'-GAGGGATCTCGCTCCTGGA-
AGA-3"; pri-miRNA 17— 92, 5'-TGGTTTATAGTTGTTAGAGTTTGA-
GG-3' and 5'-TCAGTTTTACAAGGTGATGTTCTCTT-3"; Tir4, 5'-GGT-
GGGAATGCTTTTTCAGA-3" and 5'-AATTGCCAGCCATTTTCAAG-3';
and 11-6, 5'-TCACTGGTCTTTTGGAGTTTGA-3" and 5'-AGAGCCCTC-
AGGCTGGACT-3'".

After an initial denaturing at 96°C for 10 min, the temperatures used
were 95°C for 10 s, 60°C for 15 s, and 72°C for 25 s for Gapdh and TIr2
using a Rotor-Gene 6000 real-time PCR machine (Corbett Life Science).
Amplification products were detected as an increased fluorescent signal of
SYBR Green during the amplification cycles. Results were obtained using
SDS Software (Perkin Elmer) and evaluated using Excel (Microsoft).
Melting-curve analysis was performed to assess the specificity of PCR
products.

RT-gPCR analyses for miRNA were performed using the miScript
System and the primers (Qiagen). RNA concentrations were determined
with a NanoDrop instrument (NanoDrop Technologies). Five hundred
nanograms of RNA/sample was used for the assays. Reverse-transcriptase
reactions and RT-qPCR were performed according to the manufacturer’s
protocols. Expression of endogenous U6snRNA was used for normaliza-
tion. Relative expression was calculated using the comparative threshold
cycle method.

Transfections and luciferase assay

Transient transfection of FLS with miR-19a and miR-19b mimics and
Dicer siRNA (20 pM/sample) or with the AllStars negative-control siRNA
was performed using the Human Dermal Fibroblast Nucleofector kit
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from Amaxa, as previously described (27). FLS were then plated in 24-
well plates (2 X 10° cells per well). All assays were performed at 48 h post-
transfection. Transfection efficiency was evaluated with the PmaxGFP vector.

Transfection of HEK293 cells plated in 24-well plates (2 X 10° cells
per well) with reporter constructs and miR-19b/a mimics (200 nM) was
performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). After 48 h, cells were
washed and lysed with passive lysis buffer (Promega), and firefly luciferase
(f-luc) and Renilla luciferase (r-luc) activities were determined using
the dual-luciferase reporter assay system (Promega) and a luminometer
(Glomax; Promega). The relative reporter activity was obtained by nor-
malization to r-luc activity.

IL-6 and MMP3 release was measured in culture supernatants by a
heterologous two-site sandwich ELISA, according to the manufacturer’s
instructions.

Western blot

A total of 10° cells (FLS) was incubated for 24 h with BLP (1 ng/ml).
Controls were performed with cells maintained in medium with 5% heat-
inactivated FCS for 24 h. After stimulation, cells were centrifuged, and the
pellets were suspended for 20 min on ice in 300 ml ice-cold lysis buffer
(1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCI [pH 8], 130 mM NaCl, 10% glycerol,
1 mM sodium orthovanadate, 2 mM EDTA, 1 mM PMSF, and protease
inhibitors). Lysates were centrifuged for 10 min at 14,000 X g at 4°C, and
supernatants were subjected to SDS-PAGE and transferred electrophoret-
ically to polyvinylidene difluoride membranes. Membranes were blocked
using 1% BSA in TBS (20 mM Tris [pH 7.5], 150 mM NaCl) for 1 h at
25°C. The blots were incubated with anti-TLR2 mouse IgG1 mAbs (IMG-
319, clone 1030A5.138; Imgenex) for 2 h at 25°C, followed by incubation
with HRP-conjugated goat anti-mouse IgG mAbs (1 h at 25°C) and detection
by ECL (Amersham ECL Plus Western blotting Detection Reagents),
according to the manufacturer’s instructions. To confirm the presence of
equal amounts of proteins, bound Abs were removed from the membrane
by incubation in 0.2 M glycine [pH 2.8] 0.5 M NaCl for 10 min at room
temperature and reprobed with anti-GAPDH mouse mAbs (clone 6CS5;
Millipore).

Statistical analysis was performed using the Student ¢ test. Values were
compared between different groups in the experiment. The p values < 0.05
were considered statistically significant.

Results
LPS and BLP treatments increase expression of TLR2 in RA
FLS

We first showed that the expression of Tlr2 mRNA is significantly
enhanced in RA FLS treated with LPS and BLP. RA FLS were
stimulated for 6 h with LPS from S. abortus equi (1 p.g/ml) or with
BLP (1 pg/ml), and RT-qPCR was performed on RNA isolated
from both control and activated cells. We observed a 17-20-fold
increase in TIr2 transcripts in response to LPS and BLP treatment
(Fig. 1A). In accordance with previous observations from other
investigators (11), Tlr4 mRNA expression was only slightly af-

A

TLR2 EXPRESSION IS REGULATED BY miR-19a/b

fected by LPS or BLP treatment (Fig. 1B). To determine whether
increased TIr2 mRNA expression correlated with enhanced TLR2
protein expression, we performed Western blotting experiments.
As shown in Fig. 1C, stimulation of RA FLS with either LPS or
BLP led to an increased expression of TLR2. As expected from
the moderate modification of Tlr4 mRNA expression after LPS
and BLP activation, TLR4 protein expression was not modified
(data not shown).

Role of miRNA in the regulation of TLR2 expression in RA FLS

To investigate the importance of miRNA in the control of TLR2
expression in RA FLS, we first used a global approach by eval-
vating the role of Dicer. Dicer is a cytoplasmic RNase III type
endonuclease, required for the generation of most miRNA (28). RA
FLS were transfected with an siRNA targeting Dicer at a con-
centration of 100 nM. A plasmid encoding the GFP protein was
used to evaluate transfection efficiency. As assessed by RT-qPCR,
Dicer mRNA expression level was efficiently downregulated upon
transfection of Dicer-specific siRNA (Fig. 2A). Transfection of
Dicer siRNA, but not of a nontargeting control siRNA, upregu-
lated TIr2 mRNA expression in RA FLS (Fig. 2B). Interestingly,
Dicer knockdown did not impact Tlr4 mRNA (Fig. 2C).

miR-19b is downregulated in LPS- and BLP-activated RA FLS

Next, we searched for miRNA exhibiting misregulated expression
in activated versus nonactivated RA FLS. For this, we analyzed
the miRNA-expression profile of LPS-activated RA FLS using a
DNA microarray containing 409 nucleotide probes complementary
to miRNA of human origin, which was performed previously in our
laboratory. The microarray data were submitted to the Minimum
Information About Microarray Experiment database under ac-
cession number E-MEXP-1970 (http://www.ebi.ac.uk/microarray-
as/aer/login) (27). After LPS challenge, this initial screening
identified 17 downregulated miRNA, which are listed in Table 1.
An online search of the miRNA target database microCosm
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5)
predicted several miRNA candidates involved in TIr2 targeting.
miR-19b (indicated in gray in Table I) was the only miRNA
predicted to target Tlr2 and downregulated on the microarray
analysis. Interestingly, miR-19b, together with miR-19a, which
differs by only one nucleotide, was among the top 10 predictions
of the algorithm.

We first performed an RT-qPCR analysis to confirm the down-
regulation of miR-19b observed with the microarray analysis. As

B

FIGURE 1. Effect of BLP and LPS on TLR2 and
TLR4 expression by RA FLS. TIr2 mRNA (A)
and TIr4 mRNA (B) expression was determined
by quantitative RT-PCR in RA FLS stimulated
with BLP (1 pg/ml), LPS (1 pg/ml), and medium (C)
for 6 h. Results were normalized to Gapdh and
expressed as fold change compared with samples
from cells incubated in medium (C). C, TLR2 and
TLR4 expression in RA FLS, 24 h after stimulation
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FIGURE 2. miRNA regulate TIr2 expression in RA
FLS. RA FLS were transfected with siRNA Dicer
or siRNA control and then incubated 48 h post-
transfection with medium for 6 h. A, Dicer mRNA
levels were determined using RT-qPCR. TIr2 (B) and
TIr4 (C) mRNA expression was determined by RT-
qPCR in RA FLS transfected with siRNA Dicer or
siRNA control. Results were normalized to Gapdh and B
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shown in Fig. 34, miR-19b was strongly downregulated in re-
sponse to both LPS and BLP (Fig. 3A). Given the high sequence
homology between miR-19a and miR-19b, it is difficult to esti-
mate which of the two was detected by PCR. The primary tran-
script containing miR-19b derives from two genomic loci, which
give rise to two miRNA clusters: mir-17-92 on chromosome 13
and mir-106a-363 on chromosome X (Fig. 3B). To confirm the
specific downregulation of miR-19b, we measured the expression
of its pre-miRNA, pre-miR-19b-1, and found that it was also
significantly downregulated upon BLP or LPS treatment (Fig. 3C).
To assess whether the regulation of miR-19b was occurring at
a transcriptional level, we used RT-qPCR to measure the expres-
sion level of pri-miRNA 17-92 in RA FLS and found that it was
downregulated in response to BLP and LPS (Fig. 3D). This result
also indicated that both miR-19a and -19b must be downregulated
after LPS and BLP treatment. We failed to detect the cluster 106a—
363 or the pre-miR-19b-2 (data not shown), which indicated that
only the cluster on chromosome 13 is expressed in FLS cells.

In oral keratinocytes stimulated with heat-inactivated Porphyro-
monas gingivalis, miR-105 inversely regulates TIr2 expression;

Table I. Downregulated miRNA following LPS activation of RA FLS

Name Mean
hsa-mir-494 0.679
hsa-mir-335 0.556
hsa-mir-633 0.467
hsa-mir-29b 0.645
hsa-let-7a 0.374
hsa-mir-99a 0.695
hsa-mir-22 0.684
hsa-mir-21 0.657
hsa-mir-299 0.719
hsa-mir-24 0.714
hsa-mir-19b 0.675
hsa-mir-203 0.609
hsa-mir-222 0.690
hsa-mir-656 0.517
hsa-let-7e 0.760
hsa-mir-620 0.549
hsa-mir-320 0.325

Mean expression was obtained from microarray data collected previously (38).
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this was demonstrated to occur through binding to the 3’-UTR
of TIr2 mRNA, thereby inhibiting its translation (29). miR-105
was not expressed in unstimulated RA FLS, as assessed by RT-
gqPCR, and activation with LPS or BLP did not modulate its ex-
pression (data not shown).

miR-19a and miR-19b modulate TLR2 expression in BLP-
activated RA FLS

miRNA mediate posttranscriptional regulation via either mRNA
destabilization or translation inhibition. To test whether miR-19b
and miR-19a have an effect on the level of Tlr2 mRNA, we
measured its expression by RT-qPCR in RA FLS transfected with
miR-19b or miR-19a mimics. A plasmid encoding GFP was
cotransfected to evaluate transfection efficiency. Forty-eight hours
after transfection, cells were stimulated with BLP for 24 h. No
significant difference in Tlr2 mRNA expression was found in cells
transfected with the miR-19a or -19b mimics compared with cells
transfected with the control mimics (Fig. 4A). The upregulation of
Tlr2 mRNA after BLP treatment was not affected by the over-
expression of miR-19a or -19b (Fig. 4A). We also measured the
stability of TIr2 mRNA by incubating BLP-treated cells for 24 h
with 5 pg/ml actinomycin D. After 4 h of actinomycin D treat-
ment, Tlr2 mRNA was still detectable in BLP-activated FLS
treated with either control or miR-19b mimics (Fig. 4B).

We next tested whether expression of miR-19b and miR-19a
affected TLR2 protein levels in RA FLS. We transfected control
or miR-19b mimics in RA FLS, activated them with BLP or LPS,
and measured TLR2 protein expression by Western blotting. As can
be seen in Fig. 4C, we found that overexpression of miR-19b led to
a global decrease in TLR2 protein in protein extracts from BLP-
and LPS-activated cells (2- and 3-fold, respectively, as determined
by densitometry analysis). These results indicated that miR-19a
and miR-19b likely regulate the expression of TLR2 at the trans-
lational level.

miR-19a and miR-19b repress IL-6 and MMP3 production in
BLP-activated RA FLS

To examine the consequence of TIr2 regulation by miR-19a and
-19b, we next tested whether their overexpression could affect I1-6
mRNA expression and IL-6 release in BLP-activated RA FLS.
IL-6 is a cytokine with widespread activities, is one of the central
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FIGURE 3. miR-19b is downregulated
in LPS- and BLP-activated RA FLS. A,
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mediators of inflammation, plays a major role in RA, and is an
important therapeutic target (30). We measured [1-6 mRNA levels
in RA FLS transfected with either miR-19a or miR-19b mimics
for 48 h and then activated with BLP for 6 h. Compared with the
control, we observed that transfection of miR-19a and miR-19b
mimics impaired the induction of I1-6 mRNA expression in re-
sponse to BLP (Fig. 5A). A similar experiment was performed
with LPS instead of BLP; however, in this case, cells transfected
with the miR-19a and -19b mimics showed no alteration in I1-6
mRNA expression in response to LPS (Fig. 5B). In parallel, we
measured the secretion of IL-6 by ELISA and found that it was
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FIGURE 4. miR-19a and -19b transfection affects Tlr2 mRNA trans-
lation in RA FLS. A, FLS were transfected with miR-19a and -19b mimics
or with a negative control (control). Forty-eight hours later, cells were
activated with BLP (1 pg/ml) for 24 h. Control cells were incubated for 24
h with medium (C). TIr2 mRNA expression was determined by RT-qPCR.
Results were normalized to Gapdh and expressed as fold change compared
with samples from cells incubated in medium. B, Tlr2 mRNA expression
was determined by RT-qPCR in RA FLS transfected with miR-19b mimics
or with a negative control. Transfected cells were activated with BLP 48 h
posttransfection for 6 h and then incubated for another 2 and 4 h with
actinomycin D. C, TLR2 expression was detected using Western blotting
with anti-TLR2 Abs in FLS transfected with miR-19a and -19b mimics or
with an AllStars negative control siRNA (control). Forty-eight hours
posttransfection, FLS were either incubated in medium (C) or activated
with BLP (1 pg/ml) or LPS (1 pg/ml) for 24 h. For protein-loading
control, membranes were reprobed with anti-GAPDH Abs. Data are
expressed as the mean of triplicate samples = SD and are representative
of three independent experiments.
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significantly downregulated in BLP-activated FLS transfected
with miR-19a and -19b mimics (Fig. 5C) but was not modified in
LPS-activated FLS (Fig. 5D). We also measured the secretion of
MMP3, which is one of the major MMPs involved in invasion and
cartilage destruction in RA. We found that, as for IL-6, MMP3
secretion was downregulated in BLP-activated FLS transfected
with miR-19a and -19b mimics (Fig. SE) but was not modified in
LPS-activated FLS (Fig. 5F). Taken together, these data demon-
strated that the TIr2 regulation by miR-19a and -19b has an effect
on IL-6 and MMP3 release by BLP-activated RA FLS.

miR-19a and miR-19b directly regulate TLR2 expression

To verify whether the predicted binding site for miR-19a or -19b
within TIr2 mRNA was functional (Fig. 6A), we generated lu-
ciferase reporter constructs (psiCHECK-2) that contain the fire-
fly luciferase gene fused to the entire 3'-UTR of TIr2 and the
Renilla luciferase for normalization. We also generated lucifer-
ase reporter constructs in which we inserted a mutant version of
TIr2 3'-UTR to disrupt the predicted binding site for miR-19a
or -19b. Before testing these constructs in HEK293 cells, we
measured the expression levels of miR-19a and -19b in these cells.
As can be seen in Fig. 68, HEK293 cells express much higher
levels of both miRNA than RA FLS. Therefore, we cotransfected
the psiCHECK-2 constructs with control or miR-19a and -19b
antisense 2’ O-methylated oligoribonucleotides. In the presence of
specific antisense oligonucleotides, we observed an upregulation
of the TIr2 3'-UTR—controlled luciferase sensor but not of the
luciferase sensor fused to the mutated Tlr2 3'-UTR (Fig. 6C).
Altogether, these data suggested that Tlr2 mRNA is a direct target
for posttranscriptional regulation by miR-19a and miR-19b.

Discussion

We and other investigators reported that in RA FLS, TLR2 sig-
naling was increased in response to LPS and BLP and that this
could be involved in the inflammatory response in RA (31). Be-
cause the most obvious point to control this pathway is at the
level of receptor expression, this study was aimed at identifying
whether miRNAs might be involved in the control of TIr2 ex-
pression. Our results established that stimulation of RA FLS with
BLP and LPS decreases miR-19a and -19b expression, which
correlates with upregulation of TIr2. Furthermore, our results in-
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miR-146, miR-147, and miR-9 (32). Moreover, we previously dem-
onstrated that miR-346 is upregulated in RA FLS in response to
LPS and that this upregulation participated in the control of II-
18 and Tnf-a mRNA stability and cytokine release (27, 33). Con-
versely, we found in this study that activation of TLR2 and TLR4
by their respective ligands led to a downregulation of miRNA,
including miR-19a and miR-19b, by a currently unidentified mech-
anism. This regulation has a proinflammatory effect because it allows
an increase in TLR2 expression. Such a decrease was also observed
for other miRNA, such as let-7i, miR-125b, and miR-98, in response
to TLR4 stimulation (32).

An important observation in this study is that the effect of miR-
19a and -19b on TLR2 expression occurs at a translational level in
RA FLS. Although transfection of miR-19a and -19b mimics had
no significant impact on Tlr2 mRNA levels, it caused a decrease
at the protein level, as shown by Western blotting. In addition,
inhibition of miR-19a and -19b with antisense oligonucleotides
significantly increased the activity of a luciferase reporter con-
taining the 3’-UTR of TIr2. A mutation in the binding sequence
completely abrogated the regulation of the luciferase reporter by
miR-19a and -19b. These results indicated that, in BLP-activated
RA FLS, miR-19a and miR-19b play a role in the control of TLR2
expression by regulating mRNA translation.

There is only limited evidence that TLR are directly regulated
by miRNA (32). Nevertheless, it was shown that TIr4 mRNA
is regulated by members of the let-7 miRNA family. let-71 was
downregulated in cholangiocytes in response to Cryptosporidium
parvum, which resulted in upregulation of TLR4 expression (34).
The mRNA-encoding TLR4 can also be targeted by others iso-
forms of the let-7 family, such as let-7e (35).

Modulation of TLR2 expression in human gingival epithelial
cells by miR-105 was reported recently (29). The investigators
showed that regulation occurs via binding to the 3'-UTR of TIr2
mRNA, leading to translational inhibition. They also found that
miR-19b was differentially expressed but to a lesser extent than
miR-105. In contrast to this study, we could not detect expression
of miR-105 in nonactivated or activated RA FLS. Tlr2 3'-UTR has
overlapping binding sites for miR-19 and miR-105 (miR-19: nt
335-358 and miR-105: nt 331-355), indicating that this binding
site is accessible in vivo and plays a critical role in the post-
transcriptional regulation of TIr2 mRNA. Why is miR-105 not
expressed in FLS? miR-105 is located on Xq28 in the intronic
region of Gabra3A gene. Lee et al. (36) reported that miR-105
belongs to a group of miRNA that are detectable in their mature
form only in certain cell types and tissues, whereas their pre-
cursors are expressed in all or most cell/tissues. This could explain
the differential expression of miR-105 between epithelial cells and
FLS.

miR-19 belongs to the cluster mir-17-92, which is located
within the nonprotein-coding gene C130rf25 at 13q31.3. Essential
roles for this cluster in the development of heart, lungs, and
B cells were recently established. Mouse embryos lacking this
cluster are characterized by a deficiency of pre-B cells but not
earlier B cell progenitors, whereas other hematopoietic cells are
largely unaffected (37). In humans, the cluster mir-17-92 is am-
plified in several types of lymphoma, solid tumors, and neuro-
blastoma and plays a key role in the control of cell cycle and cell
death (38). In particular, miR-17 and miR-20a target p21 and the
proapoptotic factor Bim (39), and recent data from Mestdagh et al.
(40) indicated that this cluster is a potent inhibitor of TGF-f3
signaling by acting on TGFBR2, SMAD2, and SMADA4.

In this study, we found that the expression of the mir-17-92
cluster was downregulated in BLP-activated RA FLS and that
the expression of one of its paralogs, the mir-106a—363 cluster,

TLR2 EXPRESSION IS REGULATED BY miR-19a/b

is undetectable. Unlike the mir-17-92 cluster, this cluster is most
often undetectable or expressed at trace levels in various cell
types, which indicates that it might have more cell-specific
functions. This also suggests that the mir-106a—363 cluster plays
no role in regulating the expression of TLR2 in RA FLS. It is also
worth noting that the mir-17-92 cluster contains multiple miRNA
of the miR-19 family; according to in silico predictions, these
miRNA should have a redundant activity. Indeed, both miR-19a
and miR-19b acted on TLR2 protein expression, as observed in
our experiments. This raises the possibility that the expression of
TIlr2 mRNA may be subjected to a regulation by multiple miRNA
of a same cluster, which might increase the efficiency of this
regulation.

The role of the mir-17-92 cluster in inflammation is largely
unknown. miR-19a, which is overexpressed in esophageal squa-
mous cell carcinoma, was recently shown to directly target Tnf-a
mRNA (41). Results obtained in our study demonstrated that miR-
19a and miR-19b negatively regulate the synthesis of IL-6, be-
cause their overexpression leads to a strong reduction in IL-6
synthesis in BLP-activated RA FLS. These data indicated that
these two miRNAs are anti-inflammatory and that their down-
regulation in response to TLR2 stimulation is crucial for the de-
velopment of an inflammatory response. This effect is exclusively
dependent of TLR2 regulation, because the transfection of miR-
19a and -19b in FLS stimulated with LPS (which triggers TLR4
signaling) had no effect on IL-6 synthesis. IL-6 is a major cyto-
kine implicated in RA and a current therapeutic target (30). This
cytokine was recently shown to be directly targeted by two
miRNA: let-7 and miR-365 (42-44). IL-6 can also be indirectly
regulated, as demonstrated by Stanczyk et al. (45), who linked the
expression levels of IL-6 to that of miR-203. Moreover, we also
showed that miR-19a and miR-19b regulate the expression of
MMP3 and that their downregulation will promote cartilage in-
vasion and destruction. Our results demonstrated a new way of
controlling the synthesis of IL-6 and MMP3 by modulating the
expression of TLR2.

Taken together, our data point toward an important role for
miR-19a and miR-19b in the regulation of IL-6 and MMP3
release by controlling TLR2 expression. Our findings provide clear
evidence that miR-19a and miR-19b, which are induced by bacterial
ligands, can act as negative regulators of inflammation in humans.
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Publication 2: REGULATION POST-TRANSCRIPTIONNELLE DE L’ARNM D’ASK1 PAR MIR-20A EN

REPONSE AU LPS DANS LES FLS RHUMATOIDES.

Les premiers résultats obtenus concernant miR-19a et miR-19b nous ont conduit a évaluer le
role du cluster miR-17~92 qui comporte 4 autres miARNs dans la réponse inflammatoire au
cours de la PR.

Deux cluster de miARNs codant pour miR-19 ont été décrits mais seul le cluster miR-17~92 est
exprimé dans les FLS rhumatoides. Partant du postulat qu'un cluster de miARNs est souvent
impliqué dans le contréle des différents acteurs d’'une méme voie de régulation, ce qui a été
décrit pour le cluster miR-17~92 dans le développement de certains organes ou dans la voie du
TGF-3, nous avons cherché d’autres cibles potentielles du cluster miR-17~92. Le role régulateur
de miR-19 sur la synthese de TNF-a ou sur STAT3 pour miR-18a avaient déja été démontrés. Les
sites de prédiction en ligne nous ont permis de retenir 3 cibles Ask1, Tak1l et Irak4 pour la
famille miR-17 comprenant miR-17 et miR-20a codés dans le cluster miR-17~92. Des examens
préliminaires de tests rapporteurs luciférases nous ont permis de retenir ASK1, une MAP3K
impliquée dans les voies TLR4 et TNFR1. L’objectif de ce travail a été de déterminer quelle était
la régulation d’ASK1 dans le contexte inflammatoire de la PR et si miR-20a pouvait influencer
son expression. Le site de fixation d’Askl étant également prédit conservé chez la souris, un
autre aspect de cette étude a été de vérifier la faisabilité de I'’étude du role régulateur de miR-

20a sur Ask1 in vivo.
Les résultats obtenus ont fait 'objet d'une publication en soumission dans EMBO :
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Abstract

Resident cells of the joint, such as fibroblast-like synoviocytes (FLS) are central to the
development of rheumatoid arthritis (RA). Upon stimulation by Pathogen-Associated
Molecular Patterns, they acquire an aggressive phenotype manifested by inflammatory
cytokine and metalloprotease secretion and their proliferation leads to rheumatoid
pannus formation, which ultimately, drives cartilage destruction and bone erosion. Toll-
like Receptors 2 and 4 are well recognized Pattern Recognition Receptors involved in
this process and recently, microRNAs appeared as important regulators of this signaling
pathway. Here, we demonstrate that miR-20a, a member of the miR-17-92 cluster, is
down modulated in LPS-activated FLS which is accompanied by augmented apoptosis
signal-regulating kinase ASK1 protein expression, a critical component downstream of
TLR4. Using transfection of Askl 3’'UTR reporters and miR-20a mimics or antagomiRs,
we provide evidence of direct Askl mRNA targeting by miR-20a which profoundly
modifies the inflammatory properties of FLS isolated from RA patients upon LPS
stimulation. Furthermore, in vivo injection of miR-20a mimics into mice decreases

lipopolysaccharide responsiveness of peritoneal macrophages.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory disease that predominantly
affects multiple peripheral joints. It is characterized by synovial inflammation as well as
bone and cartilage destruction. The development of RA is thought to result from
interactions between genetic and environmental factors. There is now increasing
evidence that Toll-like receptors (TLRs) play a key role in the development of RA in
response to molecules of microbial origin found in the joint of RA patients. They trigger
an inflammatory response, which damages host tissue thereby allowing the release of
endogenous host molecules resulting in repeated cycles of inflammatory and destructive

responses.

Resident cells of the joint such as fibroblast-like synoviocytes (FLS) play a crucial role in
RA and express increased levels of TLRs such as TLR2, TLR3, TLR4 and TLR7 compared
to osteoarthritis (OA) fibroblasts. TLR2 is significantly induced in FLS treated with
cytokines such as TNF-a and IL-1B or with TLR ligands such as poly I:C, bacterial
lipoprotein (BLP), or lipopolysaccharide (LPS) (Ospelt et al, 2008). The control of TLR
expression occurs at various levels including post-transcriptionally and recently, micro
(mi)RNA have emerged as a new class of TLR regulators (O'Neill et al, 2011). For
instance, Tlr4 mRNA regulation by members of the let-7 miRNA family such as let-7i and
let-7e has been reported (Androulidaki et al, 2009; Chen et al, 2007). In a previous study
we showed that stimulation of RA FLS with BLP and LPS induces a drop in expression of
miR-19a and miR-19b, and that this decrease is associated with TLR2 up-regulation
(Philippe et al, 2012).

TLR signaling pathways culminate with the activation of the transcription factor NF-«kB
and the mitogen-activated protein kinases (MAPkinases), JNK and p38 (Carpenter &
O'Neill, 2009). Recent studies have uncovered that RA patients exhibit a perturbed
expression of miRNAs targeting the NF-kB pathway. Thus, both the expression of miR-
155 and TNF-a production are up-regulated in RA FLS compared to OA FLS. This miRNA
targets SHIP-1, which is a negative regulator of NF-kB signaling (O'Connell et al, 2009;
Tili et al, 2007). TAB2, a molecule acting downstream of TRAF®6, is also a direct target of
miR-155, but in this case miR-155 exerts a negative feedback on inflammation. In a
similar manner, miR-146, which is markedly up-regulated in RA synovial tissue, targets
IRAK1 and IRAK4 and might therefore also restrain inflammation (Nakasa et al, 2008;
Taganov et al, 2006).
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MiR-19a and miR-19b belong to the mir-17-92 cluster, which is located within the non-
protein-coding gene C13orf25 at 13q31.3. Overexpression of this cluster, sometime
referred to as oncomiR, is clearly implicated in multiple mechanisms of the tumorigenic
program including proliferation and cell adhesion (Osada & Takahashi, 2011). This
cluster, whose expression is down regulated in LPS-activated RA FLS (Philippe et al,
2012), contains 4 other miRNAs: miR-17, miR-18a, miR-20a and miR-92a. Using the
target prediction algorithm TargetScan, we found that miR-20a is a potential regulator
of the apoptosis signal-regulating kinase (ASK) 1 protein expression. This protein is
encoded by the Map3k5 gene and activates the MAP kinase kinase 4 (MKK4), MKK7-]nk,
MKK3 and MKK6-p38 pathways, which converge on c-Jun N-terminal kinases and p38
MAPKs. ASK1 is activated by various stress signals including receptor-mediated
inflammatory signals such as TNF-a and LPS (Matsuzawa et al, 2005; Nishitoh et al,
2002; Saitoh et al, 1998; Takeda et al, 2004). The production of LPS-induced
inflammatory cytokines, such as TNF-q, IL-6 and IL-1, is attenuated in ASK1-deficient
splenocytes and dendritic cells and ASK1-deficient mice are resistant to LPS-induced
septic shock (Hayakawa et al, 2006).

Recently Mnich et al. also showed that ASK1 is critical for the development of RA and is
involved in the TNF-a-induced production of inflammatory mediators in the joint
(Mnich et al, 2010). This raised the possibility that ASK1 might represent a novel
therapeutic target. We therefore decided to evaluate the role of miR-20a on ASK1
expression in RA FLS. Here, we show that stimulation of RA FLS with LPS induces a drop
in expression of miR-20a and that this decrease is associated with an up-regulation of
ASK1. Furthermore, we demonstrate that ASK1 is a direct target of miR-20a and that the
down-regulation of miR-20a in LPS-activated RA FLS and macrophages is associated
with an increase of IL-6 and CXCL10 release. Lastly, we performed injection of
vectorized miR-20a mimics to mice in order to provide the first in vivo insights of miR-
20a-dependent modulation of inflammation. Altogether, our data suggest that targeted
pharmacological modulation of essential components of the inflammatory reaction using

miRNAs might be a realistic therapeutic opportunity.
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Results

MiR-20a is down-regulated and ASK1 is up-regulated in LPS- and BLP-activated RA FLS

In a previous work we showed that expression of the mir-17-92 cluster was down
regulated in LPS and BLP-activated RA FLS (Philippe et al, 2012). The mir-17-92 cluster
contains several miRNAs and we used TargetScan (http://www.targetscan.org/) to
identify for these miRNAs putative targets with a known role in RA (data not shown).
Among these predicted targets, we found that the Map3k5 mRNA (also called Ask1)
contained a conserved binding site for miR-17 and miR-20a (which share the same seed
sequence) in its 3° UTR. We first analyzed by real-time quantitative PCR (RT-qPCR)
analysis the expression of miR-20a in LPS- and BLP-treated RA FLS. We found that, as
expected, miR-20a was strongly down regulated in response to LPS and BLP in RA FLS
(Figure 1A).

To get a first insight at the possible link between miR-20a and ASK1, we also measured
the expression of ASK1, both at the mRNA and protein level. RA FLS were stimulated for
6h with LPS from Salmonella abortus equi (1 pg/ml) or with BLP (1 pg/ml) and RT-qPCR
was performed on RNA isolated from both control and activated cells. We observed a 4-
to 5-fold increase of Askl transcripts in response to LPS and a moderate, albeit non-
significant, increase in response to BLP treatment (Figure 1B). To determine whether
increased Askl mRNA expression correlated with enhanced ASK1 protein expression,
we performed Western blotting experiments and quantified ASK1 expression by
densitometry. As shown in figure 1C, stimulation of RA FLS with LPS led to an increased
expression of ASK1 thereby confirming up-regulation in LPS- and to a lesser extent BLP-

activated RA FLS.

MiR-20a directly regulates ASK1 expression

To validate the predicted binding site for miR-20a within Askl mRNA (Figure 2A), we
generated several luciferase reporter constructs (pSI-CHECK2) that contain the firefly
luciferase gene fused to the entire human or mouse Askl 3’ UTR sequence and the
renilla luciferase for normalization. We also generated luciferase reporter constructs in
which we inserted a mutant version of the human and mouse Ask1 3’ UTR to disrupt the
predicted seed-match for miR-20a. Before testing these constructs in HEK-293 cells, we
measured the expression levels of miR-20a in these cells. HEK-293 cells express much

higher levels of miR-17-92 cluster miRNAs than RA FLS (Philippe et al, 2012). We
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therefore co-transfected the pSI-CHECKZ2 constructs with control or miR-20a specific
antisense 2’0-methylated oligoribonucleotides. In the presence of specific antisense
oligonucleotides, we observed an upregulation of both the human and the mouse Ask1 3’
UTR-controlled luciferase sensors, but not of the luciferase sensors fused to the mutated
Askl 3’ UTR (Figure 2B,C). Altogether, these data suggest that Askl mRNA is a

conserved direct target for post-transcriptional regulation by miR-20a.

MiR-20a modulates ASK1 expression in LPS-activated RA FLS

MiRNAs mediate post-transcriptional regulation via either mRNA destabilization or
translation inhibition. To assess the effect of miR-20a overexpression on endogenous
ASK1 expression, we measured the expression of Askl mRNA by RT-qPCR in RA FLS
transfected with miR-20a oligonucleotides mimics. A plasmid encoding GFP was co-
transfected to evaluate transfection efficiency. 48 h after transfection, cells were
stimulated with LPS and BLP for 6 h (for mRNA expression studies) and 24 h (for protein
expression studies). No significant difference in Askl mRNA expression was found in
cells transfected with the miR-20a mimics compared with cells transfected with the
control mimics (Figure 3A). In addition, the up-regulation of Askl mRNA after LPS or

BLP treatment was not affected by the overexpression of miR-20a (Figure 3A).

We next tested whether overexpression of miR-20a affected ASK1 protein levels in RA
FLS. We transfected control or miR-20a mimics in RA FLS, activated them with BLP or
LPS, and visualized ASK1 protein expression by western blotting. As can be seen in
Figure 3B, we found that overexpression of miR-20a led to a global decrease in ASK1
protein in protein extracts from BLP- and LPS-activated cells. These results indicate that

miR-20a regulates the expression of ASK1 at the translational level.

MiR-20a regulates p38 MAP kinase phosphorylation in response to LPS

ASK1 is selectively required for p38 activation but not for JNK and NF-kB stimulation.
We therefore tested whether its overexpression could affect p38 phosphorylation in
LPS-activated RA FLS. Compared to the control, we observed that stimulation of human
RA FLS with LPS resulted in an increased p38 phosphorylation, which was detectable
within 5 min and decreased at 30 min. Transfection of miR-20a mimics significantly

decreased phosphorylation of p38 at 5 and 15 min (Figure 4A). These results clearly
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demonstrate that ASK1 regulation by miR-20a has an effect on LPS-induced p38
phosphorylation in RA FLS.

MiR-20a represses IL-6 and CXCL10 in LPS-activated RA FLS

To examine the most downstream effect of ASK1 regulation by miR-20a, we next tested
whether its overexpression could affect IL-6 release in LPS- and BLP-activated RA FLS.
IL-6 is a cytokine with widespread activities and is one of the central mediators of
inflammation; it plays a major role in RA and is an important therapeutic target (Assier
et al, 2010). We measured IL-6 release by RA FLS transfected with miR-20a mimics for
48 h and then activated with LPS for 24 h. Compared to the control, we observed that
transfection of miR-20a mimics significantly repressed the release of IL-6 in response to
LPS (Figure 4B). A similar experiment performed with BLP instead of LPS showed no
alteration of IL-6 secretion in cells transfected with miR-20 a mimics (Figure 4C). We
also measured the secretion of CXCL10. The production of this chemokine is increased in
invasive RA FLS and is associated with joint damage, pannus invasion and destruction
(Laragione et al, 2011). We found that, similar to IL-6, CXCL10 secretion was
downregulated in LPS-activated FLS transfected with miR-20a mimics (Figure 4D).
Secretion of CXCL10 was not activated by BLP (Figure 4D). Altogether, these data
demonstrate that the regulation of ASK1 expression by miR-20a strongly modulates IL-6
and CXCL10 release by LPS-activated RA FLS.

MiR-20a represses TNF-a and IL-1f release by LPS-activated THP-1 cells

As RA FLS do not secrete either TNF-a or IL-13, we next determine whether miR-20a
overexpression could affect the production of these two cytokines by macrophages,
which also play an important role in rheumatoid inflammation. We thus treated the
human macrophage cell line THP-1 with LPS or BLP and performed a RT-qPCR analysis
of miR-20a. We found that in these cells as well, the level of this miRNA was strongly
down-regulated upon BLP or LPS treatment (Figure 5A). Expression of the mir-17~92
cluster was also down regulated in stimulated THP-1 cells (Figure 5B). We confirmed
that, as in RA FLS, LPS and BLP induced ASK1 expression at the protein level in THP-1
cells (Figure 5C). We next tested whether overexpression of miR-20a affected ASK1

protein levels in THP-1 cells. We transfected control or miR-20a mimics in THP-1 cells,
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activated them with BLP or LPS, and measured ASK1 protein expression. As can be seen
in Figure 5D, we found that overexpression of miR-20a led to a global decrease in ASK1
protein in extracts from BLP- and LPS-activated cells.

To examine the consequence of ASK1 downregulation by miR-20a in THP-1 cells, we
measured the effect of its overexpression on TNF-a and IL-1f release in response to LPS.
We measured TNF-a and IL-1f production by THP-1 cells transfected with miR-20a
mimics for 48 h and then activated with LPS or BLP for 6 h and 24 h. Compared to the
control and consistent with the observations made in RA FLS, we observed that
transfection of miR-20a mimics significantly repressed the release of these cytokines in

response to LPS (Figure 5E, G) but not in response to BLP (Figure 5F, H).

Overexpression of miR-20a in vivo impacts on IL-6 secretion

Lastly, we examined the role of miR-20a on macrophages inflammatory properties upon
in vivo intraperitoneal (i.p) injections in mice. For optimal delivery of miR-20a, we used
pyridylthiourea-grafted polyethylenimine (mPEI) self-assembling polymers as delivery
system. 72 h following i.p injection of polyplexes-containing miR-20a, macrophages
were harvested and stimulated with LPS for 24 h. We first tested whether
overexpression of miR-20a in vivo affected ASK1 protein levels in macrophages. As can
be seen in Figure 6A, we found that overexpression of miR-20a led to a global decrease
in ASK1 protein expression in LPS-activated cells. IL-6 secretion in the supernatant was
quantified by ELISA and miR-20a expression was measured by RT-qPCR. As shown in
Figure 6B, we observed a significant (p=0.0362, *) inverse correlation between miR-20a

expression and IL-6 secretion.

Discussion
Cancer cells and TLR ligand-stimulated synoviocytes exhibit differential regulation of the
miR-17-92 cluster

The miR-17-92 cluster, which is highly conserved between mice and humans, consists of
6 individuals miRNAs located in a polycistronic transcript on human chromosome 13. In
contrast to hematopoietic malignancies and solid tumors where this cluster is frequently
activated, we found that miR-17-92 global expression was down regulated in activated

RA FLS. We also demonstrated in this study that miR-20a, a paralog of miR-17, is
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decreased in response to TLR4 and TLR2 ligands. This result strongly suggests that the
majority of miRNAs belonging to this cluster, miR-20a (this study), miR-19a, miR-19b
(Philippe et al, 2012), and miR-18 (LP, GA and DW, unpublished) are not differentially
expressed in response to TLR stimulation. Interestingly three of them regulate the
expression of molecules (i.e TLR2 and ASK1) implicated in TLR-dependent signaling
pathways. Acting on various components of the same pathway is a hallmark of this
cluster as illustrated by recent data reporting that the miR-17-92 cluster is a potent
inhibitor of TGF-f signaling: miR-17 and miR-20a directly target TGFBR2 3’'UTR and
miR-18a binds to the 3'UTR of SMAD2 and SMAD4 (Li et al, 2011; Mestdagh et al, 2010).

However, whereas most of the miRNA in this cluster function in a cooperative and
sometimes additive manner, miR-92 was shown to exert opposite biological functions in
cancer cells where its expression is reduced. It was recently reported that miR-17-92
cluster adopts a compact globular tertiary structure where miR-92 is sequestered and
hardly accessible to the microprocessor (Chaulk et al, 2011) and such structural features
might account for miR-92 differential expression. Interestingly, miR-92 is predicted to
target Nox4, a NADPH oxydase implicated in ROS production upon TLR4 activation.
Moreover, the miR-17 family members are also predicted to regulate the expression of 3
of the four E2F family members (E2F1, E2F2 and E2F3) implicated in the transcription
of ASK1. Altogether, our data and prediction analysis strongly suggest that the miR-17-

92 cluster plays an important role in ASK1-dependent inflammatory responses.

miR-20a: A novel player in Ask1 regulation

Regulation of ASK1 expression is performed at different levels. At the transcriptional
level Ask1 is a target of the E2F family of transcription factors but there is currently no
evidence that E2F-mediated transcriptional control of AskI is involved in the injury-
induced expression of Askl in vivo (Hershko et al, 2006). ASK1 expression is also
regulated at the posttranslational level through either c-IAP1-mediated ubiquitination
or upon a SOCS1-dependent degradation process (He et al, 2006; Zhao et al, 2007).
Importantly, our study indicates that the effect of miR-20a on ASK1 expression occurs at
the translational level in RA FLS. Whereas transfection of miR-20a mimics had no
significant impact on Askl mRNA levels, it caused a decrease at the protein level (Figure
3). In addition, inhibition of miR-20a with antisense oligonucleotides significantly

increased the activity of a luciferase reporter containing the 3’-UTR of ASK1 (Figure 2).
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A mutation in the miRNA binding sequence completely abrogated the regulation of the
luciferase reporter by miR-20a. These results indicate that in LPS-activated RA FLS, miR-
20a controls ASK1 expression by regulating mRNA translation. Therefore our studies
suggest a novel mechanism for the regulation of ASK1 expression at the translational
level in response to inflammatory stimuli. Strikingly, this effect is specific to ASK1 as
ASK2 the closest paralog of ASK1 has no putative binding site for any members of the
cluster miR-17-92. This is consistent with the fact that ASK2 activates JNK only weakly
and not ERK1/2 or p38 (Wang et al, 1998).

Therapeutic potential of miRNA-dependent inflammatory responses modulation

In this report we have identified a new specific role of miR-20a in controlling the
synthesis of two cytokines IL-6 and CXCL10, which play a main role in the inflammatory
response. First, we noticed that its down regulation in response to TLR4 stimulation is
crucial for the development of an inflammatory response (Figure 1). Next, we showed
that overexpression of miR-20a led to a strong reduction of IL-6 and CXCL10 synthesis
in LPS-activated RA-FLS and macrophages (Fig. 4 and 5). In addition, our ex vivo data
were supported by in vivo experiments (Fig. 6), which shed new light on the potential
anti-inflammatory properties of miR-20a.

Here, we demonstrate that ASK1 regulation by miR-20a modulates p38 phosphorylation
in LPS-activated RA FLS. In RA, p38 MAPK isoforms have been implicated in the
regulation of many processes, such as production of pro-inflammatory mediators,
migration, angiogenesis, osteoclast formation and differentiation and IL-17 signaling
(Schieven, 2009). p38 involvement was demonstrated in several animal models of RA
and this has led to the development of inhibitory molecules, which have recently been
reported to be efficacious in several arthritis models, although their clinical application
remains to be cautiously evaluated because of the significant side effects of these
compounds (Bonilla-Hernan et al, 2011; Cohen & Fleischmann, 2011).

Interestingly, we noticed that transfection of miR-20a mimics in RA FLS significantly
down regulated IL-6 and CXCL10 release in response to LPS but not in response to BLP.
Similar observation was made in macrophages for TNF-a and IL-1b secretion. These data
support published findings showing that, despite numerous similarities between TLR2
and TLR4 pathways (Matsuzawa et al, 2005), ASK1 is only implicated in the TLR4

signaling pathway. Therefore, targeting upstream signaling mediators, such as ASK1
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whose stimulation is only TLR4-dependent, might minimize undesirable off-target
effects. Indeed, it was recently reported that ASK1-/- mice are resistant to inflammatory
arthritis induced by the K/BxN serum transfer model of RA. Ablation of ASK1 expression
in RA FLS resulted in inhibition of TNF-a-induced IL-6 and PGE(2) production and
suggests that ASK1 is critical for the development of RA and that ASK1 may be involved
in the production of proinflammatory mediators in response to TNF-a stimulation in
synovial cells of RA patients (Mnich et al, 2010). Furthermore, overexpression of ASK1
in rat synovial cells using a viral vector promoted experimental (Collagen-induced)
arthritis (Terauchi et al, 2005).

Different miR-20a targets have been identified and each of these contributes to a specific
and complex readout of miR-20a function. In follicular lymphoma, the expression of the
cell cycle inhibitor, CDKN14, is modulated by miR-20a (Wang et al, 2011) and it was
demonstrated that miR-20a over-expression contributes to tumor cell proliferation and
survival. The STAT3 transcription factor, which induces the expansion of myeloid-
derived suppressor cells is another target of miR-20a. Zhang et al. demonstrated that
miR-20a could block the suppressive function of tumor-associated myeloid-derived
suppressor cell by lowering STAT3 expression (Zhang et al, 2011). Moreover miR-20a
inhibits T cell activation genes that are under-expressed in multiple sclerosis
transcriptome (Cox et al, 2010). In these cases, delivery of miR-20a modulators (either
mimics or antagomiRs) appears a difficult task because access to the precise cellular
target is highly challenging. In the case of RA, such pharmacological approach aiming at
the modulation of miRNAs activity in the synovial compartment to affect inflammatory
responses of FLS and macrophages may be more realistic. Our data indicating efficient
miR-20a delivery in macrophages upon pPEI vectorization and following intraperitoneal

injection is a first step toward this goal.

Materials and Methods

Reagents

Cell culture media (RPMI 1640, M199 and DMEM), fetal calf serum (FCS), L-glutamine,
penicillin, streptomycin, amphotericin B, TRIzol reagent were from Invitrogen (Cergy-
Pontoise, France). LPS from Salmonella abortus equi was obtained from Sigma (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Synthetic bacterial lipopeptide Pam3CSKs (BLP) was
obtained from EMC Microcollections GmbH (Tuebingen, Germany). The Lightcycler
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Faststart DNA Master SYBR Green and the miScript System, miRNAs mimics and Allstars
negative control siRNA were obtained from Qiagen (Courtabeuf, France). Human Dermal
Fibroblast Nucleofector™ kit and and Cell Line Nucleofector Kit V were from Lonza
(Cologne, Germany). The enzyme immunoassay kits for human IL-6, CXCL10, IL-1 and
TNF-a detection were from R&D (Lille, France). Throughout this study, buffers were
prepared with apyrogenic water obtained from Braun Medical (Boulogne, France). Anti-
ASK1 mouse IgG monoclonal antibodies were from Imgenex, anti-GAPDH mouse IgG
monoclonal antibodies from Millipore (Molsheim, France) and anti-p-P38 antibodies

from Promega (Promega Coporation, France).

Cell culture

Human FLS were isolated from synovial tissues from four different RA patients at the
time of knee joint arthroscopic synovectomy as described previously after informed
consent was obtained from patients (Dechanet et al, 1994). The diagnosis was
conformed to the revised criteria of the American College of Rheumatology (Aletaha et al,
2010). FLS cultures were done as previously described (Neff et al, 2001). Experiments
were performed between the 3rd and the 9th passage. During that time, cultures were
constituted of a homogeneous population of fibroblastic cells, negative for CD16 as
determined by FACS analysis. HEK293 cells were purchased from the American type
culture collection (ATCC) and maintained in DMEM supplemented with 10% heat-
inactivated FBS, 2mM of L-glutamine, 40 U/ml penicillin and 50 mg/ml streptomycin.
Cell number and cell viability were checked by the MTT (3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay.

THP-1 cells (no. 88081201, European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) were
cultured as described previously (Chatenay-Rivauday et al, 1998).

Stimulation of cells for total RNA extraction
FLS (10° cells) were stimulated with 2 ml of medium alone or medium containing LPS (1
mg/ml), BLP (1 mg/ml). After a 6 h and 24 h incubation period, total RNA was extracted

using TRIzol according to the manufacturer’s instruction.
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Luciferase reporter constructs

To generate luciferase-based reporters plasmids, psiCHECK-2 (Promega) was modified
by inserting the Gateway cassette C.1 (Invitrogen) at the 3’-end of the firefly Luciferase
gene (f-luc) into the Xba I site of psiCHECK-2. The 3’'UTR sequence of Askl, was
amplified from HEK293 cells genomic DNA and after addition of attB1 and 2 sequences,
the resulting PCR products were cloned into pDONR/Zeo and then recombined in the
modified psiCHECK-2 vector using Gateway technology (Invitrogen). The primer
sequences were (sense and antisense primers are indicated in this respective order and
the anchor sequence used for the nested PCR is underlined):

Human Ask1 :5’- AAAAAGCAGGCTAAATTAATACAGAGCTGATCTTCTTGG-3’
5’-AGAAAGCTGGGTTTTTTGTTGAGAGTCTCTTTAATTTTT-3’

Mice Ask1 :5’-AAAAAGCAGGCTCCACCAGGGTGACCTTGACT-3’
5’-AGAAAGCTGGGTTTCTTTGTTTCTTTGCGACA-3’

attB1/2 : 5’-ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’
5’-ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’

The target seed sequence was modified using the QuickChange® II Site-Directed
Mutagenesis kit (Stratagen) using the following primers :

Human
5’'GTGGGAAAATCGAAGGGAGAGGAGAAAGGCGCTCGTGAAAAAATCCAGTATTTGTTTACTC
ATGTTAAAAAAA-3’
S'TTTTTTTAACATGAGTAAACAAATACTGGATTTTTTCACGAGCGCCTTTCTCCTCTCCCTTC
GATTTTCCCAC-3’

Mice
5’CCGACAGGAGGAGAGGGAGAAGCTGGTGAAAAAATCCAGTCTTTGTTTACTCGTGT-3’
5’ACACGAGTAAACAAAGACTGGATTTTTTCACCAGCTTCTCCCTCTCCTCCTGTCGG-3’

Real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA isolated from FLS was reverse transcribed using the First Strand cDNA
Synthesis Kit according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen). Real-time
quantitative RT-qPCR was performed in a total volume of 20 ul using SensiMix Plus SYBR

kit (Quantace, Corbett Life Science) and gene-specific primers:

Ask1: 5’-CCTGAAGCTTAAGTCCCAACC-3’ and 5’-GCATCCCTCCCCTTAGTCTC-3’;
Gapdh: 5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGGA-3’

87



and 5’-GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGA-3’

IL-6: 5’-TCACTGGTCTTTTGGAGTTTGA-3’ and 5’-AGAGCCCTCAGGCTGGACT-3’

After an initial denaturing at 96° C for 10 min, the temperatures used were 95° C for 10 s,
60° C for 15 s, 72° C for 25 s for Gapdh and Ask1 using a Rotor-Gene™ 6000 real-time
PCR machine (Corbett Life Science). Amplification products were detected as an
increased fluorescent signal of SYBR*Green during the amplification cycles. Results were
obtained using SDS Software (Perkin Elmer) and evaluated using Excel (Microsoft).
Melting-curve analysis was performed to assess the specificity of PCR products.
Real-time quantitative PCR analyses for miRNAs were performed using the miScript
System and the primers (Qiagen). RNA concentrations were determined with a
NanoDrop instrument (NanoDrop Technologies). 500 ng of RNA per sample was used for
the assays. Reverse transcriptase reactions and RT-qPCR were performed according to
the manufacturer’s protocols. Expression of endogenous U6snRNA was used for
normalization. Relative expression was calculated using the comparative threshold cycle

(Ct) method.

Transfections and luciferase assay

Transient transfection of FLS or THP-1 with miR-20a mimics (20 pM/sample) or with
the negative controls was performed using the Human Dermal Fibroblast Nucleofector™
kit or and the Cell Line Nucleofector Kit V from Lonza as previously described (Alsaleh
et al, 2009). FLS were then plated in 24-well plates (2 x 105 cells per well). All assays
were performed 48 h post transfection. Transfection efficiency was evaluated with the

PmaxGFP vector.

Transfection of HEK293 cells plated in 24-well plates (2 x 10> cells per well) with
reporter constructs and miR-20a mimics (200 nM) was performed using Lipofectamine
2000 (Invitrogen). After 48 h cells were washed and lysed with passive lysis buffer
(Promega) and Firefly luciferase (f-luc) and Renilla luciferase (r-luc) activities were
determined using the dual-luciferase reporter assay system (Promega) and a
luminometer (Glomax, Promega). The relative reporter activity was obtained by

normalization to r-luc activity.

IL-6, IL-1P3 and TNF-a release were measured in culture supernatants by a heterologous

two-site sandwich ELISA according to the manufacturer’s instructions.
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Western Blot

106 cells (FLS or THP-1) were transfected with miR-20a mimics or with the negative
controls and then incubated for 24 h with BLP (1 pg/ml) or LPS (1 pg/ml). Controls
were performed with cells maintained in medium with 5% heat inactivated FCS. After
stimulation, cells were centrifuged and the pellets were suspended 20 min on ice in 300
mL of ice-cold lysis buffer (1% Triton X-100, 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 130 mM NacCl, 10%
glycerol, 1 mM sodium orthovanadate, 2 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, and protease inhibitors). Lysates were centrifuged for 10 min at 14,000g at 4°C
and supernatants were subjected to SDS-PAGE and transferred electrophoretically to
PVDF membranes. Membranes were blocked using 1% bovine serum albumin in TBS
(20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl) for 1 h at 25°C. The blots were incubated with anti-
ASK1 rabbit IgG polyclonal antibodies (Imgenex, IMG-90455-2) or anti-p-P38 rabbit IgG
polyclonal antibodies (Promega) for 2 h at 25°C followed by incubation with
horseradish peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG polyclonal antibodies
(Jackson ImmunoResearch, 711-035-152) (1 h at 25°C) and detected by enhanced
chemiluminescence (Amersham™ ECL Plus Western Blotting Detection Reagents)
according to the manufacturer's instructions. To confirm the presence of equal amounts
of proteins, bound antibodies were removed from the membrane by incubationin 0,2 M
Glycine, pH 2,8 0,5 M NACL for 10 min at room temperature and reprobed again with
anti-GAPDH mouse monoclonal antibodies (Millipore, clone 6C5) followed by
incubation with horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG polyclonal

antibodies (Mouse TrueBlot® ULTRA, eBioscience).

miRNA delivery experiments in vivo

Stables pyridylthiourea-grafted polyethylenimine (mPEI) were prepared as described
(Creusat et al, 2012). Polyplexes were formed at room temperature by mixing a 20 mM
miRNA solution (67.5 mL) with a 22.5% glucose solution (30 mL) and 14.5 mL of
sterilized deionised water. This mixture was then rapidly added to 28 mL of a 150 mM
(18.3 ng/mL) mPEI solution, pH 6.0. This mixture (140 mL containing 1.35 nmoles of
miR-20a mimic) was injected intraperitoneally in C57BL/6 mice and macrophages were

harvested 72h after by peritoneal lavage.
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Adherent macrophages were plated and exposed to LPS stimulation (1 pg/ml) for 24 h.
ASK1 expression was detected by western blotting above with anti-ASK1 rabbit
polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, H-300, sc-7931) in LPS-activated
macrophages. IL-6 secretion was measured in the supernatant by ELISA and miR-20a
expression was quantified by RT-qPCR. Experiments involving animals were performed

in accordance with institutional guidelines and recommendations.

Statistical analysis

Student's t (two-tailed unpaired) test was used to compare two independent groups and
Pearson correlation was performed to analyze the relation between miR-20a and IL-6
expression. In all cases, we used GraphPad software. A probability (p) value of <0.05 was

considered to be significant. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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Figure Legends

Figure 1: MiR-20a is down-regulated and ASK1 is up-regulated in LPS- and BLP-
activated RA FLS. A, B. miR-20a (A) and Askl mRNA (B) expression was determined
by RT-qPCR in RA FLS stimulated with BLP (1 pg/ml) and LPS (1 pg/ml) for 6 h. Results
were normalized to U6snRNA or Gapdh and expressed as fold change compared with
samples from cells incubated in medium (C). C. ASK1 expression in RA FLS, 24 h after
stimulation with LPS, BLP and medium (C) was determined by Western blotting with
anti-ASK1 antibodies. For protein loading control, membranes were reprobed with anti-
GAPDH antibodies. Numbers indicate relative ASK1/GAPDH values upon densitometry
scanning of the gel. Data are expressed as the mean of triplicate samples +/- SD and are

representative of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01. ns, non significant.

Figure 2: MiR-20a directly regulates ASK1 expression. A. Sequence alignment of
miR-20a and their target sites in the 3’-UTR of Askl mRNA. B, C. miR-20a directly
targets the 3’-UTR of human (B) and mouse (C) Askl mRNA. Luciferase reporter
constructs with wild-type or mutated (for miR-20a binding sites) were generated.
HEK293 cells were transiently co-transfected with reporter constructs and with miR-
20a antisense molecules. Luciferase activities were measured 48 h after transfection and
normalized to Luciferase expressed by the control psi-CHECK-2 vector devoid of 3’'UTR
sequences. Data are expressed as the mean of triplicate samples +/- SD and are

representative of three independent experiments. *p<0.01

Figure 3: miR-20a transfection affects Ask1 mRNA translation in RA FLS. A. FLS
were transfected with miR-20a mimics or with a AllStars negative control (control). 48 h
after, cells were activated with BLP (1 pg/ml) or LPS (1 pg/ml) for 6 h. Control cells
were incubated for 6 h with medium (C). Ask1 mRNA expression was determined by RT-
gPCR. Results were normalized to Gapdh and expressed as fold change compared with
samples from cells incubated in medium. B. ASK1 expression was detected using
Western blotting with anti-ASK1 antibodies in FLS transfected with miR-20a mimics or
with a AllStars negative control siRNA (control). 48 h post-transfection, FLS were either
incubated in medium (C) or activated with BLP (1 pg/ml) or LPS (1 pg/ml) for 24 h. For

protein loading control, membranes were reprobed with anti-GAPDH antibodies. Values
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represent ASK1 expression measured upon densitometry scanning of the gel and
normalized to GAPDH. RT-qPCR data are expressed as the mean of triplicate samples +/-

SD and are representative of three independent experiments.

Figure 4: MiR-20a represses IL-6 and CXCL-10 production and p38
phosphorylation in LPS-activated RA FLS. (A) p38 phosphorylation was detected
using Western blotting with anti-P-p38 antibodies in FLS transfected with miR-20a
mimics or with a AllStars negative control siRNA (Ctl). 48 h post-transfection, FLS were
either incubated in medium (C) or activated with LPS (1 pg/ml) for 5, 15 and 30 min.
For protein loading control, membranes were reprobed with anti-GAPDH antibodies.
Numbers indicate ASK1 relative expression which was obtained by densitometry
scanning of the gel. (B) and (C) IL-6 release was determined by ELISA in culture
supernatants after in RA FLS transfected with miR-20a mimics or with a AllStars
negative control siRNA (control) and then activated (24 h) with LPS (1 pg/ml) (B) or
BLP (1 pg/ml) (C) 48 h post-transfection. Control cells were incubated with medium (C).
(D) CXCL-10 release was determined by ELISA in culture supernatants after stimulation
of RA FLS in the same conditions as Panels A and B. Data are expressed as the mean of
triplicate samples +/- SD and are representative of three independent experiments.

*p<0.05, **p<0.01. ns, non significant.

Figure 5: MiR-20a represses TNF-a and IL-1f3 production in LPS-activated THP-1. A,
B. MiR-20a (A) and miR 17-92 cluster (B) expression was determined by RT-qPCR in
THP-1 stimulated with BLP (1 pg/ml) and LPS (1 pg/ml) for 6 h. Results were
normalized to U6snRNA and expressed as fold change compared with samples from cells
incubated in medium (C). C, D. ASK1 expression was detected using Western blotting
with anti-ASK1 antibodies in non transfected THP-1 cells (C) and in THP-1 cells
transfected with miR-20a mimics or with a AllStars negative control siRNA (control) (D).
48 h post-transfection, FLS were either incubated in medium (C) or activated with BLP
(1 pg/ml) or LPS (1 pg/ml) for 24 h. For protein loading control, membranes were
reprobed with anti-GAPDH antibodies. ASK1 relative expression is indicated. E, F. TNF-a
release was determined by ELISA in culture supernatants of THP-1 cells transfected

with miR-20a mimics or with a AllStars negative control siRNA (control) and then
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activated (6 h) with LPS (1 pg/ml) (E) or BLP (1 pg/ml) (F) 48 h post-transfection.
Control cells were incubated with medium (C). G, H. IL-1f3 release was determined by
ELISA in culture supernatants after stimulation of THP-1 cells in the same conditions as
Panels E and F (activated for 24 h). Data are expressed as the mean of triplicate samples
+/- SD and are representative of three independent experiments. **p<0.01. ns, non

significant

Figure 6: Decreased LPS-induced IL-6 secretion in mouse peritoneal macrophages
upon in vivo miR-20a injection.

Mice (n=8) received an i.p injection of approx. 1.35 nmoles of pPEIl-vectorized miR-20a.
3 days after, macrophages were harvested and stimulated with LPS for 24 h. A. ASK1
expression was detected by Western blotting with anti-ASK1 antibodies in LPS-activated
macrophages. For protein loading control, membranes were reprobed with anti-GAPDH
antibodies. Values represent ASK1 expression measured upon densitometry scanning of
the gel and normalized to GAPDH. B. miR-20a expression was quantified by RT-qPCR
and IL-6 secretion by ELISA. Pearson correlation analysis was performed using

GraphPad. (p=0.0362; r=0;6644)
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES 1...

...SUR LES DONNEES DES MIARNS MODULES PAR TLR4 DANS LES FLS RHUMATOIDES

Notre étude concernant les mécanismes épigénétiques impliqués dans l'acquisition du
phénotype agressif des synoviocytes rhumatoides avait été motivée par le fait que ces cellules
présentaient un profil cytokinique particulier. En effet les FLS synthétisent TARNm du TNF-a et
de I'IL-18 mais ne liberent pas ces cytokines du fait de la grande instabilité de leur ARN
messager. Un microarray a été effectué sur ces cellules activées pendant 6 h par le LPS. Les
résultats sont présentés ci-dessous. Nous avons pu identifier 12 miARNs dont I'expression était
augmentée et parmi ceux-ci miR-346, miARN anti-inflammatoire qui inhibe 'expression du TNF-
a et de I'lL-18 (Alsaleh et al,, 2009; Semaan et al., 2011) et 15 miARNs dont I'expression était

diminuée et parmi ceux-ci, miR-19 qui a fait I'objet de cette étude (Tableau 5).

Name down-regulated Name up-regulated
hsa-let-7a 0,37375 miR-10a 6,618
hsa-let-7e 0,75975 miR-30b 2,53
miR-15a 0,68 miR-30c-2,miR-30c-1 2,949
miR-19b 0,67475 miR-30d 7,818
miR-21 0,6565 miR-100 2,9945
miR-22 0,6835 miR-346 5,054
miR-24 0,7135 miR-411 2,099
miR-29b 0,64525 miR-487b 3,2535
miR-99a 0,695 miR-508 2,637
miR-203 0,609 miR-563 2,1465
miR-222 0,68975 miR-585 2,6035
miR-299 0,719 miR-596 2,7935
miR-320 0,3245

miR-335 0,5555

miR-494 0,6785

miR-633 0,4665

miR-620 0,549

miR-656 0,517

Tableau 6: miARNs sélectionnées a la suite d'un microarray effectué sur des FLS activés par le
LPS pendant 6h.

Des expériences de RT-qPCR nous ont permis de confirmer la baisse de certains miARNs (Figure

17).
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Figure 17. RT-qPCR préliminaire sur un groupe de miARNs abaissés au cours du

microarray en réponse au LPS.

Nous avons alors sélectionné miR-19b, qui était un des seuls miARN prédit cibler TIr2.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES 2...
.. SUR LE CLUSTER MIR-17~92.

1. Régulation de c-MYC dans les THP-1 et les FLS rhumatoides.
Le proto-oncogéne c-MYC code un facteur de transcription qui joue un role important dans la
prolifération cellulaire, la croissance et I'apoptose. O’'Donnel et al. ont montré que c-MYC régulait
directement la transcription du cluster miR-17~92 (O'Donnell et al., 2005). Plusieurs sites de
fixation connus sous le nom de E-box, incluant la séquence canonique CACGTG et la séquence
non canonique CATGTG, sont présents en amont du géne du cluster miR-17~92 et un en aval,

quatre sites sont conservés chez la souris (Figure 18).
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Figure 18. Sites de fixation de c-MYC en amont et en aval du cluster miR-17~92. Les
séquences conservées chez la souris sont encadrées en rouge (0O'Donnell et al., 2005).
Les premiers résultats obtenus par RT-qPCR ont montré une diminution de l'expression du
transcrit de c-Myc a 6h et a 24h dans des FLS rhumatoides ainsi que dans les cellules THP-1,
activés par le BLP ou le LPS (Figure 19). C-MYC régulant directement le cluster miR-17~92, la
baisse d’expression de son transcrit dans les FLS et les cellules THP-1, est probablement a

'origine de la baisse du niveau d’expression de miR-19a et de miR-19b.
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Figure 19. Expression de c-Myc évaluée par RT-qPCR. A. Expression de c-Myc dans les FLS
rhumatoides en réponse au BLP et au LPS a 6h. B. Expression de c-Myc dans les cellules THP-1

en réponse au BLP et au LPS a 6h et a 24h.
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Plusieurs études ont démontré que c-MYC joue un réle important dans le développement du
phénotype agressif des FLS rhumatoides (Pap et al., 2004; Yatsugi et al., 2000). Ces données sont
en contradiction avec les résultats obtenus dans lesquels nous démontrons une baisse de c-MYC
en réponse au BLP et au LPS.

Cependant en ce qui concerne les études de Pap et al et Yatsugi et al. la détermination de c-MYC
a été faite en I'absence de toute stimulation, ce qui rend les résultats difficilement comparables.
Il existe probablement une variation de c-Myc en fonction de I'activation et en fonction du temps
au cours de la réponse inflammatoire dans la PR. L’étude de I'expression de c-Myc en réponse a
I'activations de divers TLRs a des temps variés et a des stades variés de la maladie et sa
corrélation avec l'expression du cluster miR-17~92 devrait aider a vérifier 'hypothese de la

régulation de c-MYC sur ces miARNs au cours de la réponse inflammatoire.

2. Baisse de I'’expression d’autres membres du cluster miR-17~92 en réponse a TLR2

et TLR4

Nous avons également réalisé une expérience de RT-qPCR préliminaire visant a analyser
I'expression des membres du cluster miR-17~92, miR-18a et miR-92, afin de vérifier s'ils
pouvaient étre également abaissés. Ces expériences ont été réalisées sur un patient, apres

activation par le LPS (6h) et le BLP (6h et 24h) (Figure 20).
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miR-18a miR-19a miR-19b miR-92

Figure 20 : Expression de miR-18a, miR-19a, miR-19b et miR-92 en réponse au BLP a 6h et 24h
et au LPS a 6h.

L'examen de ces expériences tend a indiquer que tous les miARNs, incluant miR-20a sont

abaissés en réponse aux ligands de TLR2 et de TLR4.
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3. Autres cibles potentielles de miR-20a
Nous avons également cherché a identifier d’autres cibles demiR-20a, susceptibles de jouer un
role dans la réponse immunitaire innée. En utilisant les sites de prédiction bioinformatiques

TargetScan (http://www.targetscan.org/) et MicroCosmTargets Version 5

(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/) nous avons pu observer

qu’lrak4, et Takl (MAP3K7) étaient également des cibles possibles. Irak4 et Takl font parties
des voies de signalisation classiques mises en jeu par la plupart des TLRs sauf TLR3.

Des vecteurs contenant la région 3’-UTR des ARNm de ces deux molécules, couplée au gene de la
luciférase ont été construits. Des expériences de transfection dans les cellules HEKGrip nous ont

permis de montrer qu'Ask1 est la seule cible directe de miR-20a (Figure 21).
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Figure 21. Effet de I'inhibition de miR-20a sur la régulation du géne rapporteur luciférase placé
sous le controle de la 3’-UTR d’Ask1 (MAP3K5), Takl (MAP3K7) et Irak4 dans des cellules
HEKGrip.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES 3...

...ETUDE DU ROLE POTENTIEL DE LA REGULATION DE DNMT1 PAR LES MIARNS DANS LES
FLS RHUMATOIDES

L. INTRODUCTION

1. La méthylation de ’ADN
La méthylation de I’ADN consiste en I'addition d'un groupement méthyl sur une cytosine (C)
localisée en 5’ d'une guanine (G) d'un dinucléotide CpG. On estime que 70 a 80% des
dinucléotides CpG du génome sont méthylés. Les dinucléotides CpG non méthylés restants sont
le plus souvent localisés a proximité des régions promotrices des génes dans des clusters denses
appelés ilots CpG. Le profil de méthylation d’un il6t CpG est tissu spécifique et permet de
moduler I'expression des génes (Law and Jacobsen, 2010).
L’activité transcriptionnelle d'un gene est inversement proportionnelle au degré de méthylation
de son promoteur : les génes associés aux sites non méthylés sont activement transcrits, la
transcription est inhibée lorsque ces sites sont méthylés. Deux mécanismes expliquent cette
inhibition : d’'une part, la méthylation empéche 'interaction des facteurs de transcription avec
leur séquence régulatrice de 'ADN, d’autre part, la reconnaissance des CpG méthylés par des
protéines de la famille des MBD (Methyl Cytosine BindingProtein) réprime l'expression des
génes par le recrutement de complexes du remodelage de la chromatine (Jaenisch and Bird,
2003).
La méthylation de 'ADN est réalisée par les DNA méthyltransférases (DNMT), dont il existe 2
grandes classes : les méthylases de maintenance comme DNMT1, permettant le maintien du
profil de méthylation au cours de la réplication de I’ADN et les méthylases de novo telles que
DNMT3a et DNMT3b qui méthylent des sites CpG exempts de toute méthylation. Cependant, ces
2 groupes d’enzymes présentent chacun un certain niveau d’activité de méthylation de novo et
de maintenance in vitro (Jones and Liang, 2009).
La fonction de DNMT1 est de maintenir le profil de méthylation de 'ADN au cours de la
réplication de 'ADN lors de la phase S du cycle cellulaire (Figure 22). En effet, 1a réplication de
I’ADN étant semi-conservative, elle ne conserve pas le profil de méthylation du brin matrice; le
brin néosynthétisé n’est donc pas méthylé. Le site hémi-méthylé est reconnu par le domaine SRA
(SET or RING-associateddomain) de la protéine UHRF1. DNMT1 est recrutée a la fourche de
réplication, grace a ses interactions avec UHRF1 et PCNA. Elle transfert alors un groupement

méthyl d’'une S-adénosylméthionine a une cytosine située dans un dinucleotide CpG non méthylé.
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La chromatine adopte alors une conformation fermée suite au recrutement de complexes

répresseurs de la chromatine (Law et Jacobsen, 2010).
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Figure 22 : Maintien de la méthylation de '’ADN au cours de la réplication de 'ADN
DNMT1 est recrutée a la fourche de réplication de PCNA (proliferatingcellnuclearantigen) et
UHRF1 (ubiquitin-like plant homeodomain and RING fingerdomain 1) dont le domaine SRA

reconnait spécifiquement I’ADN hémi-méthylé. DNMT1 ajoute alors un groupement méthyl au

site spécifique sur le brin néoformé.

La méthylation de I’ADN est impliquée dans diverses fonctions biologiques, notamment dans la
régulation de I'expression des génes pendant le développement, I’établissement de I'empreinte
génomique, I'inactivation du chromosome X ou encore le silencing des transposons (Jones and
Liang, 2009). Les altérations de la méthylation de 'ADN sont responsables d'un défaut
d’empreinte génomique (syndrome de Wiedemann-Beckwith) et sont impliqués dans la
pathogénie de certains cancers (Esteller, 2008) et de certaines maladies auto-immunes (Teitell

and Richardson, 2003).

2. Ladérégulation de la méthylation de ’'ADN dans la PR

Des études de Karouzakis et al. ont montré que les FLS rhumatoides présentent un niveau
globalement plus bas de méthylation de ’'ADN par rapport aux FLS d’arthrose (Karouzakis et al.,
2009b). Cette hypométhylation est associée a une diminution de l'expression de DNMT1. Le
traitement de FLS normaux par la 5-azacytidine, inhibiteur des DNMTSs, induit une
hypométhylation globale et entraine un profil de FLS rhumatoides, associé a la surexpression de
nombreux génes codant des cytokines, des MMPs, des kinases et des facteurs de transcription
jouant un role majeur dans la PR.

D’autres études ont démontré également le role de I'hypométhylation de zénes promotrices de
certains genes clés impliqués dans I'inflammation et la destruction de la synoviale. Ainsi Nile et
al. ont observé que la présence d’'un seul motif CpG non méthylé dans le promoteur du géne de

I'IL-6 rend les monocytes rhumatoides plus aptes a produire de I'IL-6 en réponse au LPS (Nile et
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al,, 2008). Des régions promotrices du gene Cxcl12 sont également hypométhylées dans des FLS
de PR (Karouzakis et al., 2011), ce qui permet une augmentation de I'expression de CXCL12 dans
les FLS de PR et conduit a 'expression de MMPs. A l'inverse la méthylation du promoteur du
géne DR3 (death receptor 3) dans les synoviocytes entraine une augmentation de la résistance a
I'apoptose par la diminution de 'expression de la protéine DR3 (Takami et al., 2006).
L’expression des DNMTs peut-étre controlée au niveau épigénétique par les miARNs. Dans les
LT lupiques, TARNm de DNMT1 est ciblé directement par mir-148a et indirectement par mir-21,
via RASGRP1, un intermédiaire de la voie Ras-MAPK (Pan et al., 2010). Il a été également montré
que 'ARNm de DNMT1 est régulé par miR-126, mir-148a, miR-152 et miR-342 dans diverses
lignées cancéreuses (Braconi et al., 2010; Wang et al,, 2011a; Zhao et al,, 2011). Mir-29b régule
directement 'ARNm de DNMT3a et b dans certaines cellules néoplasiques et de fagon indirecte
DNMT1par l'intermédiaire de SP1. MiR-143 et miR-148 ciblent également DNMT3a et DNMT3b
(Duursma et al., 2008; Fabbri et al.,, 2007; Garzon et al., 2009; Ng et al., 2009).

Afin d’identifier des mécanismes impliqués dans «l’état d’hypométhylation globale»des FLS
rhumatoides, nous avons étudié I'expression de '’ARNm des 3 DNMTs catalytiquement actives a
I'état basal et aprés stimulation des cellules par des ligands de TLRs. Nous avons aussi abordé la
régulation de leur expression, en recherchant I'existence d’'un contréle post-transcriptionnel des

DNMTSs par les miARNs.

IL. RESULTATS

1. Expression de Dnmt1 dans les FLS

Nous avons étudié I'expression de 'ARNm de DNMT1 par RT-qPCR dans des FLS isolés de 3
patients atteints de PR et de 3 patients atteints d’arthrose (OA) (Figure 23). Cette expression de
Dnmtl a été d’abord déterminée dans les FLS rhumatoides et comparée a son expression dans
des FLS de patients arthrosiques utilisés comme contréle. Elle a été également déterminée dans
les FLS rhumatoides ou isolés d’arthrose, apres activation par le LPS pendant 6h et 24h.
L’examen des résultats obtenus montre une diminution de I’'expression de Dnmt1 de l'ordre de
30% dans les FLS rhumatoides par rapport aux FLS d’arthrose et ceci en 'absence de toute
stimulation (Figure 23a).

L’activation par le LPS des FLS de PR pendant 6h et 24h induit une baisse significative de
I'expression de Dnmt1l de 30% a 6h et 50% a 24h par rapport au contréle non activé (Figure
23b). Ces résultats indiquent que DNMT1 est abaissée de fagcon constitutive dans les FLS de PR
comparativement aux FLS de patients atteints d’arthrose, cette baisse est induite par la

stimulation de TLR4.
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Figure 23 : Expression de 'ARNm de DNMT1 évaluée par RT-qPCR dans les FLS issus de
membranes synoviales de patients atteints d’arthrose (0A) ou de PR. a : Expression de
Dnmtl1 dans les FLS de PR (n=3) comparée a son expression dans les FLS d’OA (n=3), en absence
d’activation. b. Expression de Dnmt1 dans les FLS rhumatoides apres activation par le LPS
pendant 6h et 24h (n=3), comparativement a son expression dans le contrdle non activé. Les
résultats correspondent a la moyenne +/- I'écart type de 3 expériences indépendantes.

*:p<0,05, ***: p<0,001

2. Expression de Dnmt3a et Dnmt3b dans les FLS

DNMT3a et 3b ayant également une activité de méthyltransférases de maintenance, nous nous
sommes intéressés a leur expression dans les FLS de PR a I'état basal et aprés activation (Figure
24). L'expression de 'TARNm de DNMT3a et b a été évaluée par RT-qPCR dans les FLS isolés des
patients précédents. L’expression de 'ARNm de DNMT3a et b a d’abord été déterminée dans les
FLS rhumatoides et comparée a leur expression dans les FLS d’arthrose. Elle a été également
déterminée dans les FLS rhumatoides, apreés activation par le LPS pendant 6h et 24h et
comparée a son expression en l'absence d’activation. Les résultats obtenus montrent que
I'expression de Dnmt3a n’est pas modifiée de facon significative dans les FLS de PR, par
comparaison aux FLS d’arthrose (Figure 24a). L’activation par le LPS pendant 6h et 24h ne
modifie pas I'expression de Dnmt3a dans les FLS de PR par rapport au contrdle non activé
(Figure 24b).

L’ARNm de DNMT3b n’a pas été retrouvée dans nos expériences, que ce soit dans les FLS isolés

de PR ou d’arthrose, que les cellules soient activées ou non activées par le LPS.
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Figure 24 : Expression de 'TARNm de DNMT3A par RT-qPCR dans des FLS issus de PR et
d’OA. a. Expression de dnmt3a dans les FLS rhumatoides (n=3) comparée a son expression dans
les FLS arthrosiques (n=3), en absence d’activation. b. Expression de dnmt3a dans les FLS
rhumatoides apres 6h (n=2) et 24h (n=3) d’activation par le LPS, comparativement a son
expression dans le controle non activé. Les résultats correspondant a la moyenne +/- I'écart type
de 3 expériences indépendantes.

NS : non significatif.

3. Les miARNSs controélent-t-ils I'expression de DNMT1 ?

DNMT1 est la seule DNA méthyltransférase dont I'expression varie de maniére significative dans
les FLS rhumatoides par rapport aux FLS d’arthrose, et dont la baisse est inductible par
I'activation des FLS par le LPS. La régulation de l'expression de DNMT1 est inconnue dans les
FLS. Un controle post-transcriptionnel direct de 'ARNm de DNMT1 par les miARNs a été
démontré dans d’autres maladies auto-immunes, autorisant cette hypothese dans la PR. DNMT1
étant abaissé dans les FLS, si un miARN cible directement '’ARNm de DNMT1, le miARN candidat
doit étre surexprimé dans les FLS, avec une surexpression inductible par l'activation de ces
cellules. Nous avons sélectionné 5 miARNs : mir-142-5p, mir-148a et b, mir-152 et mir-563, qui
étaient prédits cibler directement I'extrémité 3’-UTR de 'ARNm de DNMT1 dans différentes
bases de données dont la Sanger database (http://microrna.sanger.ac.uk). Mir-29b a été
également étudié car il participe a la régulation de Dnmt1, par I'intermédiaire de Sp1, un facteur
de transcription de Dnmt1 (Garzon et al., 2009). Cependant des études préliminaires réalisées
par microarray avaient démontré sa baisse en réponse au LPS dans les synoviocytes
rhumatoides.

L’expression des miARNs a été déterminée par RT-qPCR en I'absence d’activation, dans les FLS
rhumatoides et comparée a leur expression dans FLS de patients arthrosiques utilisés comme
contrdle. Elle a ensuite été déterminée dans les FLS rhumatoides activés par le LPS pendant 6h

et comparée au contréle non activé.
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L’étude des résultats obtenus et présentés Figure 25 a montré que:
-mir-142-5p et mir-563 ne sont pas exprimés dans les différents échantillons testés.
-mir-148a, mir-148b et mir-152ne présentent pas d’expression différentielle quelque
soit 'origine des FLS testés (Figure 25a) et qu’ils aient été activés ou non (Figure 25b).
-mir-29b est présent dans les FLS et son expression est diminuée de pres de 40% apreés
activation des cellules par le BLP et le poly I:C et de 50% aprés activation par LPS,
comparativement a son expression dans les cellules non activées utilisées comme

controle (Figure 25c).
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Figure 25 : Expression de mir-148a, mir-148b et mir-152 par qRT-PCR dans les FLS issus
de 3 patients OA et PR. a. Expression de mir-148a, mir-148b et mir-152 dans les FLS
rhumatoides, comparée a leur expression dans les FLS d’OA, en absence d’activation. b.
Expression de mir-148a, mir-148b et mir-152 dans les FLS rhumatoides activés par le LPS
pendant 6h, comparée a leur expression dans le contréle non activé. c. Expression de mir-29b
dans les FLS rhumatoides par qRT-PCR dans les FLS rhumatoides (n=3) apres activation
par le LPS, le poly I:C et le Blp pendant 6h, comparée a son expression dans le contréle non
activé. Les résultats correspondent a la moyenne +/- I’écart type de 3 expériences
indépendantes.Les résultats correspondent a la moyenne +/- I’écart type de 3 expériences

indépendantes. NS : non significatif * : p<0,05 ; **: p<0,01, ***: p<0,001.
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4. Expression de DNMT1 apreés inhibition de Dicer

Les résultats obtenus ne nous ayant pas permis de mettre en évidence une modification de
I'expression des différents miARN sélectionnés, pouvant expliquer la baisse de Dnmt1 dans les
FLS rhumatoides a I’état basal et apres activation, nous avons utilisé une approche plus globale
afin de vérifier 'hypothese d’un contréle de 'expression de Dnmt1 par les miARNS. DICER étant
une enzyme impliquée dans la maturation des miARNs, nous avons recherché une modification
de I'expression de Dnmtl dans les FLS aprés inhibition de Dicer. Si Dnmt1 est régulé par un
miARN, I'inhibition de Dicer devait augmenter I’expression de Dnmt1.

Les FLS rhumatoides ont été transfectés par un siRNA ciblant Dicer, puis activés 48h plus tard
par du LPS pendant 24h. L'expression de 'ARNm de DNMT1 a été déterminée par RT-qPCR.
L’inhibition de Dicer a été vérifiée dans les FLS (Figure 26b).
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Figure 26 : Expression de Dnmt1 et Dicer par RT-qPCR dans les FLS rhumatoides aprés
transfection d'un siRNA ciblant Dicer pendant 48h, puis activation par le LPS pendant 24h
(n=1). a. Expression de Dicer dans les FLS apreés transfection d’'un siRNA Dicer, comparée a son
expression dans les cellules transfectées par un siRNA contrdle. b. Expression de Dnmt1 par
RT-qPCR dans les FLS rhumatoides apres transfection d’'un siRNA ciblant Dicer pendant
48h, puis activation par le LPS pendant 24h (n=1).

Comme l'indique la Figure 26b, l'inhibition de I'expression de Dicer dans les FLS rhumatoides
induit une diminution de 'expression de 'ARNm de DNMT1 de l'ordre de 70% dans les FLS
transfectés par le siARN ciblant Dicer par rapport au controéle. Ces résultats suggérent qu’a I'état
basal, les miARNs favorisent I'expression de Dnmtl dans les FLS rhumatoides. Par contre, la
stimulation des FLS rhumatoides transfectés par un siARN ciblant Dicer, par le LPS induit une
augmentation de '’ARNm de DNMT1 par rapport au contrdle. Ceci suggere qu’en réponse au LPS,
les miARNs diminuent I'expression de Dnmt1 dans les FLS rhumatoides. (Figure 26b).

Ces résultats démontrent le réle potentiel des miARNs dans le controle post-transcriptionnel de

I'expression de DNMT1.
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I11. Discussion

La méthylation de I’ADN est un contrdle épigénétique important pouvant participer a la
pathogénie de la PR (Karouzakis et al.,, 2009a). Cette étude avait pour objectif d’analyser
I'expression et la régulation des 3 DNA méthyltransférases, dans les FLS rhumatoides.

Les résultats obtenus ont montré une diminution constitutive de I’expression de 'ARNm de
DNMT1 dans les FLS rhumatoides comparativement aux FLS arthrosiques. Cette diminution est
renforcée apres activation par le LPS pendant 6h et 24h.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Karouzakis et al., qui ont étudié l'expression de
DNMT1 et son cofacteur PCNA dans les FLS. Ils ont montré une baisse constitutive du ratio
DNMT1/PCNA dans les FLS rhumatoides comparativement aux FLS issus de patients
arthrosiques (Karouzakis et al., 2009b). Aprés activation par le TNF-a, I'IL-18 et le PDGF
pendant 24h, le ratio DNMT1/PCNA restait significativement abaissé dans les FLS de PR
comparativement aux FLS issus de patients atteints d’arthrose.

L’expression de 'ARNm de DNMT3a dans les FLS issus de patients atteints de PR n’est pas
modifiée par rapport aux FLS arthrosiques. Nous n’avons pas non plus observé de variation
statistiquement significative de son expression apres activation des cellules, quelle que soit leur
origine. En ce qui concerne Dnmt3b, il n’est pas présent dans les FLS arthrosiques ou
rhumatoides, a I'état basal ou apreés activation des cellules. Ces résultats qui tendent a
démontrer que les DNMT3 ne jouent pas de réle dans les FLS, sont cependant en contradiction
avec les travaux de Nam et al, qui ont montré qu’'un polymorphisme du promoteur du géne de
DNMT3b, entrainant une diminution de sa transcription, est associé a une destruction
ostéoarticulaire plus sévere et plus rapide au cours de la PR (Nam et al., 2010).

L’expression de Dnmt1 doit étre régulée au cours du cycle cellulaire pour que la protéine soit
présente au cours de la phase de réplication de 'ADN et réprimée par la suite. Il existe une
régulation transcriptionnelle notamment par Sp1l (Liu et al,, 2008), AP-1 et la voie Ras-MAPK
(Rouleau et al., 1995)), post-transcriptionnelle (déstabilisation de '’ARNm) par AUF1 (Torrisani
et al,, 2007), par les miARNs (Braconi et al., 2010; Pan et al., 2010)) et post-traductionnelle
(dégradation par l'exosome suite a la méthylation de la protéine (Esteve et al, 2009)), de
I'expression de DNMT1.

L’existence d'un contréle de I'expression de DNMT1 par les miARNs n’est pas connue dans les
FLS rhumatoides. Nous avons alors recherché une surexpression de plusieurs miARNs prédits
cibler Dnmt1 : mir-29b, mir-142-5p, mir-148a et b, mir-152 et mir-563.

Les résultats obtenus n’ont pas montré de modification de 'expression de mir-148a et b et de
mir-152 entre les FLS arthrosiques et rhumatoides, ni entre I’état activé et le contrdle non activé.

Il est donc peu probable que ces 3 miARNs interviennent dans la régulation post-
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transcriptionnelle de TARNm de DNMT1 dans les FLS rhumatoides. Nos résultats différent de
ceux de Pan et al. qui avaient retrouvé une surexpression mir-148a et de mir-21 dans les LT
issus de patients atteints de lupus systémique, entrainant une diminution de 'expression de
DNMT1 (Pan et al,, 2010). Braconi et al.,, avaient également montré une baisse de mir-148a et
mir 152, associée a une surexpression de DNMT1, dans une lignée de cellules de
cholangiocarcinome (Braconi et al, 2010). La transfection de ces 2 miARNs entrainait une
diminution de I'expression de DNMT1. Ces résultats démontrent que I'expression et l'effet des
miARNSs est souvent cellule spécifique.

Nous avons aussi confirmé que la stimulation des FLS rhumatoides pendant 6h par le LPS induit
une baisse de mir-29b. L’ARNm de DNMT1 étant également abaissé dans les FLS, il n’est donc
pas régulé directement par mir-29b. Garzon et al. ont démontré que la transfection de mir-29b
dans des lignées de cellules de leucémie aigue myéloide entraine une diminution de I'expression
de DNMT1, par l'intermédiaire de la régulation du facteur de transcription SP1 (Garzon et al,,
2009). Il serait intéressant d’étudier 'expression de ce facteur dans les FLS.

MiR-142-5p n’est pas présent dans les FLS rhumatoides ni a I’état basal ni aprés activation par le
LPS. Nos résultats sont la également en contradiction avec les travaux de Nakamachi et al.
(Nakamachi et al., 2009) qui ont montré que ce miARN est surexprimé dans les FLS rhumatoides.
Mir-563 était sous-exprimé dans le microarray réalisé au laboratoire, mais sa présence n’a pas
pu étre confirmée par RT-qPCR. Ce résultat peut s’expliquer par le fait que le microarray ait
identifié non pas un miARN mature mais une forme prémature de miR-563 ou un de ses
paralogues, comme par exemple, miR-380%, le brin passager de miR-380. Le fait que les miARNs*
ne soit considérés que récemment comme actifs, pourrait étre une raison pour laquelle miR-
380* n’ait été retenu dans le microarray.

Afin de vérifier 'hypothese d'un contréle de 'expression de DNMT1 par les miARNs, nous avons
réalisé une approche plus globale en inhibant Dicer. En effet, DICER est une enzyme
cytoplasmique nécessaire a la maturation de la quasi-totalité des pré-miARNs en miARNs
matures (Cheloufi et al,, 2010; Winter et al., 2009).

Nous avons montré que l'activation des FLS par le LPS entraine une diminution de I'expression
de Dnmt1 en présence de Dicer, et donc en présence de miARNSs. Le fait que I'activation par le
LPS entraine une surexpression de DNMT1 en l'absence de Dicer suggere que des miARNs
ciblent directement Dnmt1, ou indirectement en inhibant les signaux transcriptionnels ou les
contrbles post-transcriptionnels de Dnmtl. L’hypothése d'un contréle de DNMT1 par les
miARNs semble confirmée, mais il reste a déterminer quels sont les miARNs impliqués dans ce

contrdle, et quelles sont leurs cibles exactes.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES 4...

..MIR-29B ET REGULATION DE L’APOPTOSE ET DE LA PROLIFERATION DES FLS DANS LA PR

L. INTRODUCTION

1. MCL1 et c-FOS, marqueurs du caractére prolifératifs des FLS
Les FLS rhumatoides expriment de facon constitutive des marqueurs de prolifération, tels c-FOS
ou c-JUN (Dooley et al, 1996), c-MYC, le «proliferating cell nuclear antigen» (PCNA) ou le
«nucleolar organizer regions» (Qu et al., 1994). En inhibant RAB-1 et c-MYC, Pap et coll. ont, en
2004, montré une réduction de l'invasion et de la prolifération des FLS chez des souris
immunodéficientes (souris SCID) (Pap et al., 2004).
Les FLS présentent également une dérégulation de I'apoptose. Concernant la voie extrinséque,
méme s'ils disposent de récepteurs spécifiques, les FLS rhumatoides semblent moins sensibles a
I'apoptose induite par Fas-Ligand, le TNF-a ou le TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL)
(Korb et al., 2009).
La voie intrinseque de I'apoptose est également altérée au cours de la PR. L’expression de BCL-2,
facteur anti-apoptotique, est induite par le TNF-a et I'IL-1, limitant ainsi les capacités
apoptotiques de la cellule en milieu inflammatoire. De plus, I'IL-15, cytokine impliquée dans
I'immunité innée et acquise, induit une augmentation de la transcription de Bcl-2 et de Bcl-xL.
En bloquant I'[L-15, on observe une diminution de 'expression de BCL-2 et une augmentation de
I'apoptose. Enfin, I'IL-17 pourrait avoir un double role, induisant la prolifération en permettant
I'hyperexpression de Cyr61 (Zhang et al., 2009) et inhibant 'apoptose en favorisant 'expression
de BCL-2 (Miossec, 2011).
Mcl-1, gene appartenant a la famille de Bcl-2, est également exprimé par les FLS rhumatoides
activés; son expression est corrélée au degré d’inflammation environnant. La diminution de

MCL-1 dans ces fibroblastes induit I'apoptose de ces cellules (Liu et al., 2005a).

2. Lerole de miR-29b dans I'apoptose
MiR-29b a été mis en évidence dans différentes pathologies tumorales. Il serait principalement
impliqué dans les mécanismes de régulation de I'apoptose, en régulant 'expression de MCL-1.
Une sous-expression de miR-29b conduirait a 'augmentation de MCL-1 et donc a un défaut
d’apoptose, caractéristique des cellules cancéreuses.
Des travaux récents ont mis en évidence une sous-expression de miR-29b et miR-125 au cours
du glioblastome, conduisant a une surexpression de PDPN, géne codant pour la podolamine,

protéine impliquée dans la migration et I'invasion. La normalisation de I'expression de ces 2
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miARNs a permis une diminution de l'invasion de la tumeur (Cortez et al, 2010). Une sous-
expression de miR-29b a été également mise en évidence au cours des cancers du sein (lorio et
al, 2005), du poumon (Yanaihara et al, 2006), de la prostate (Porkka et al, 2007), du
rhabdomysarcome (Wang et al.,, 2008b), de la leucémie lymphoide chronique (Calin et al., 2005;
Zhu etal,, 2011) et de la leucémie myéloide chronique (Garzon et al.,, 2009).

Xiong et al. ont montré une baisse de miR-29b au cours du carcinome hépatocellulaire, associée
a une moins bonne évolutivité de la maladie (Xiong et al., 2010). L'introduction de miR-29b a
permis une diminution du potentiel tumoral des cellules carcinomateuses. MiR-29b favoriserait
ainsi 'apoptose par son action inhibitrice sur Mcl-1 et Bcl-2 (Xiong et al., 2010).

De méme, au cours du cholangiocarcinome, I'expression de miR-29b est diminuée dans les
cellules tumorales et MCL-1 y est augmenté. Aprés transfection de miR-29b, on observe une
régression de l'expression de MCL-1, ainsi qu’'une sensibilisation des cellules tumorales a la
cytotoxicité de TRAIL. La transfection d’'un antagoniste de miR-29b dans des cellules non
tumorales exprimant fortement miR-29b a permis de mettre en évidence une augmentation de
MCL-1 et une diminution de la sensibilité de ces cellules a la cytotoxicité de TRAIL (Mott et al,,
2010).

La famille du miR-29 permettrait également une augmentation de p53, favorisant 'apoptose par
cette voie. Cette augmentation de l'apoptose est corrélée a une diminution de p85alpha
(protéine régulant la sous-unité de la PI3Kinase) et CDC42 (GTPase de la famille Rho), molécules
inhibant 'apoptose médiée par p53 (Park et al., 2009).

L’ensemble de ces données montre I'implication de miR-29b dans les voies de 'apoptose, sa
sous-expression dans divers tissus tumoraux étant associée a une perte des capacités d’apoptose
de la cellule.

Au cours de ce travail nous avons essayé d‘évaluer le role de miR-29b dans l'acquisition du

phénotype agressif des synoviocytes et plus particulierement dans leur survie.

II. Résultats

1. Etude de I'’expression de c-Fos et Mcl-1 dans les FLS rhumatoides
Selon les prédictions bio-informatiques, miR-29b ciblerait 'ARNm de Mcl-1, facteur anti-
apoptotique et de c-Fos, facteur impliqué dans la prolifération cellulaire (Figure 27). Mott et coll.
(2010) et Xiong et coll. (2010) ont confirmé que 'ARNm Mcl-1 était une cible directe de miR-29b
(Mott etal,, 2010; Xiong et al., 2010).
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Nous avons étudié I'expression de Mcl-1 dans les FLS rhumatoides issus de 4 patients apres
activation par le LPS ou le BLP, par RT-qPCR.

L’étude des résultats obtenus montre une augmentation de l'expression de Mcl-1 apres
activation par le LPS pendant 6h qui diminue apres 24h d’activation par le LPS par rapport au
controle (FLS non activés). L’activation par le BLP augmente I'expression de Mcl-1 aprés 6h et
24h d’activation (Figure 28a et 28b).

L’expression de 'ARNm c-Fos a été évaluée dans les FLS rhumatoides de ces 4 patients. Les
résultats obtenus montrent une augmentation de I'expression de c-Fos aprés activation (6 h et

24 h) par le LPS et le BLP par rapport aux FLS non activés (Figure 28c et 28d).
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Figure 28 : Expression de ' ARNm, dans les FLS de PR, de Mcl-1 et c-Fos. a et b. Analyse par
RT-qPCR de I'expression de Mcl-1 dans les FLS rhumatoides non activés et aprés activation 6h et
24h par le LPS et par le BLP. c et d. Analyse par RT-qPCR de I'expression de c-Fos dans les FLS
rhumatoides non activés et apres activation 6h et 24h par le LPS et par le BLP.

Les résultats représentent la moyenne /- SEM de 4 expériences indépendantes réalisées a partir

de 4 patients. *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001.
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Ainsi, I'augmentation de l'expression de Mcl-1 et de c-Fos en réponse au LPS s'atténue aprés 24h

d'activation, alors qu'elle augmente lorsque les cellules sont activées par le BLP.

2. Etude de I'apoptose apres transfection de miR-29b

Nous avons ensuite voulu déterminer d'une part s’il existait une différence d’apoptose dans les
FLS rhumatoides a I'état basal et aprés activation, et d’autre part quel était I'effet sur 'apoptose
de la transfection de miR-29b dans ces cellules.
Nous avons comparé '’ADN mono- et oligo-nucléosomal présent dans les FLS rhumatoides d'un
patient dans diverses conditions :

- FLS non transfectés, activés par du LPS, Fas-ligand ou non activés

- FLS transfectés par miR-29b, activés par du LPS ou non activés

- FLS transfectés par un miR contréle (siRNA all star, Qiagen), activés par du LPS ou

non activés.

Apres 16h d’activation, nous avons déterminé par un test ELISA la présence d’ADN mono- et
oligo-nucléosomal, témoin de l'apoptose, présent dans les cellules (CellDeath Détection
ELISAplus).
Comme le montre la Figure 29a, dans les FLS rhumatoides non transfectés, I'activation par le
LPS n'induit pas d'apoptose, contrairement a l'activation par Fas-ligand, molécule stimulant
I'apoptose par la voie extrinseque, utilisée comme témoin positif. En effet, la quantité d’ADN
mono- et oligo-nucléosomal double apres 16h d’activation par ce ligand dans les cellules non
transfectées par rapport au FLS non activés. L’activation par le LPS semble au contraire induire
une baisse de 'ADN mono- et oligo-nucléosomal.
La Figure 29b représente la quantité d’ADN mono- et oligo-nucléosomal présente dans les FLS
rhumatoides transfectés par miR-29b ou par le miR controle, suivant leur groupe d’activation.
Elle montre une augmentation de 1,5 fois de '’ADN mono- et oligo-nucléosomal dans le groupe
de FLS transfectés par miR-29b non activés, par rapport au contréle (FLS transfectés par le miR
controle et non activés). L'activation par le LPS ne met pas en évidence d’augmentation de '’ADN
mono- et oligo-nucléosomal dans les FLS transfectés par miR-29b par rapport au contréle. Les
cellules transfectées par la contréle présente également une légére baisse d’ADN mono- et oligo-
nucléosomal lors de l'activation au LPS. Ainsi, ces premiers résultats indiquent que miR-29b
peut induire I'apoptose chez les FLS, mais I'activation au LPS des cellules transfectées par miR-
29b semble indiquer également que d’autres mécanismes sont impliqués par 'activation au LPS,
étant donné qu’on observe une baisse de I'activité apoptotique dans la condition des cellules

transfectées par miR-29b et activées par le LPS (Figure 29b).
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Figure 29 : Etude de ’ADN mono- et oligonucléosomal dans les FLS rhumatoides non
transfectés ou transféctés par miR-29b. a. Analyse de I'apoptose par détermination de 'ADN
mono- et oligo-nucléosomal dans les FLS rhumatoides non transfectés (Nt) d'1 patient, non
activés ou activés par le LPS ou Fas-Ligand pendant 16h. b. Détermination de 'ADN mono- et
oligo-nucléosomal par ELISA dans les FLS rhumatoides d'1 patient, non activés ou activés par le

LPS, apres transfection par un miR contréle (siRNA all Star) ou par miR-29b.

I11. Discussion

Au cours de la PR, les FLS rhumatoides présentent un phénotype agressif, caractérisé par une
sécrétion de cytokines, de chémokines et de métalloprotéases, mais aussi par un défaut
d’apoptose et un excés de prolifération, conduisant a une hypertrophie synoviale. Ce caractére
presque pseudo-tumoral du FLS, nous a conduits a étudier I'expression de genes impliqués dans
la prolifération et I'apoptose.

Nous avons dans un premier temps montré qu'il existait une augmentation de 'expression de
I'ARNm de c-FOS, facteur de prolifération, et de MCL-1, facteur anti-apoptotique, dans les FLS
rhumatoides apres activation par le LPS et le BLP. Nos résultats sont en accord notamment, avec
ceux de Kobayashi et al. montrant une surexpression de MCL-1 dans les cellules de
cholangiocarcinome, cellules présentant un défaut d’apoptose (Kobayashi et al., 2005). Nous
avons pu constater une augmentation précoce de Mcl-1 et de c-Fos apres activation par le LPS,
alors qu'elle est plus tardive en réponse au BLP. L'étude de I'expression protéique de c-FOS et de
MCL-1 est actuellement en cours.

La perte des capacités d’apoptose des FLS rhumatoides est un élément essentiel a leur

phénotype agressif. L'activation par Fas-Ligand, activateur de la voie extrinseque de I'apoptose,
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permet l'augmentation d'un facteur 2 de I'ADN mono- et oligo-nucléosomal, caractéristique des
cellules entrant en apoptose (Darzynkiewicz and Huang, 2004). Ce résultat est comparable a
ceux obtenus par Garcia et al. qui ont étudié la réponse des FLS rhumatoides apres activation par
Fas-Ligand, en utilisant le méme kit de détection (Garcia et al., 2010).

Apreés transfection par miR-29b, 'ADN mono- et oligo-nucléosomal libéré augmente d'1,5 fois
dans les FLS rhumatoides. Ces valeurs sont comparables a celles obtenues par Xiong et al. apreés
transfection de miR-29b dans des cellules d'hépatocarcinome (Xiong et al., 2010).

Dans cette étude, le LPS n'induit pas d’augmentation de l'apoptose au niveau des FLS
rhumatoides non transfectés, ce qui confirmerait la résistance a I'apoptose des FLS en milieu
inflammatoire. L’activation au LPS semble méme conduire a une baisse de l'activité anti-
apoptotique. Nous avons observé une baisse miR-29b lors de I'activation des FLS par différents
activateurs des TLR. miR-29b ayant été décrit comme un miR-29b pro-apoptotique par son role
régulateur sur Mcl-1, la baisse de I'expression de ce miARN pourrait expliquer en partie les
effets observés sur les cellules non transfectées activées au LPS.

Nous avons constaté une variation opposée de I'expression de miR-29b et de 'ARNm de c-FOS et
MCL-1. Les prédictions bio-informatiques (miRBase, Microcosm, TargetScan) fondées, entre
autre, sur le degré de complémentarité et I'énergie de liaison entre la « seed sequence » du
miARN et la séquence 3’'UTR de '’ARNm, ont prédit Mcl-1 et c-Fos comme cibles de miR-29b.
Mott et al. ont montré par un rapporteur luciférase que miR-29b ciblait directement la 3’'UTR de
Mcl-1 (Mott et al,, 2010). Les premiers tests luciférase réalisés (Figure 30) confirment une
possible régulation directe de miR-29b sur la région 3’'UTR de c-Fos. Cependant, ces expériences
doivent étre confirmées et la mutation de la seed séquence doit étre réalisée afin de vérifier la
spécificité de cette régulation.

c-Fos est une cible trés intéressante a étudier car c-Fos/AP-1 contrdle 'expression de cytokines
pro-inflammatoires et de MMPs tres importantes dans la pathogénése de la PR. Parmi les
cytokines inflammatoires, I'IL-1f3 est un des inducteurs les plus importants des MMPs,
responsables de la destruction ostéo-articulaire, le TNF-a ayant également un effet synergique
sur ce processus. L'inhibition sélective de c-FOS/AP-1 serait une stratégie prometteuse pour

traiter la maladie en plus de l'utilisation maintenant courante d’anti-TNF-a.
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Figure 30. Effet de la transfection de miR-29b sur la régulation du gene rapporteur

luciférase placé sous le controle de la 3’'UTR de c-Fos dans des cellules HEKGrip.

V. Matériels et méthodes complémentaires
Etude de I'apoptose

Pour déterminer le degré d’apoptose est utilisé le Cell Death detection ELISAplus
(Roche). Les FLS sont activées 48h apres transfection, par le LPS ou le BLP. Un groupe de cellule
non activées sert de controle. Aprés 16h d’activation, les surnageants sont retirés et conservés a
-20°C et les cellules sont lysées par un tampon de lyse fourni par le kit. Apres centrifugation
(200g, 10 min, température ambiante), 20uL de surnageant sont prélevés pour chaque
échantillon et déposés dans un puits pré-recouvert de streptavidine. Une solution contenant, par
échantillon, 4uL d’anti-histone biotinylée, 4ul d’anti-DNA POD et 72 uL de tampon d’incubation
est déposé dans chaque puit, et incubé a température ambiante pendant 2h sous agitation douce
(300 rpm)

Apres lavage, 100uL de 2'-azino-di(3-ethylbenzthiazolin-sulfonate) (ABTS), utilisé
comme substrat, est ajouté. L'incubation est réalisée sous agitation (250 rpm), a I'abri de la
lumiére, la durée d’incubation étant évaluée selon la coloration du témoin positif (environ
10min). Une fois la réaction arrétée, la densité optique de chaque échantillon est mesurée par
une lecture a 505nm (et 490nm, correspondant a 'absorbance imputable a la plaque). Elle
reflete la quantité d’ADN mono- et oligo-nucléosomal présent dans chaque échantillon, témoin
de I'apoptose (Darzynkiewicz and Huang, 2004).

Un contrdle positif composé de complexes ADN-histones est fourni dans le kit, un sous-groupe
de cellules non transfectées et activées par le Fas-L (100pg/ml), inducteur d’apoptose, sert de
controle positif. Les contrdles négatifs sont le tampon d’incubation ainsi que les échantillons de

cellules non transfectées non activées.
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Conclusions et perspectives

Les premiers travaux réalisés au laboratoire avaient permis de souligner I'importance du role
joué par la cellules résidente, le synoviocyte dans I'étiopathogénie de la PR et les résultats
obtenus avaient également permis de démontrer le role des facteurs extrinséques, cytokines,
composants de microorganismes dans I'acquisition du phénotype agressif de ces cellules.

Au cours de ce travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés a l'influence que
pourraient avoir des facteurs intrinséques, épigénétiques sur la régulation du phénotype
rhumatoide de la cellule résidente au cours de la PR.

Confirmant des données observées par d’autres auteurs, nous avons montré que les
synoviocytes rhumatoides surexpriment un PRR de la famille des TLRs, TLR2, qui joue un role
important dans la réponse inflammatoire synoviale (Ospelt et al., 2008). Il existe plusieurs
approches permettant de contrdler 'activation d’un récepteur par son ligand mais 'une des plus
efficace reste probablement le contréle de son expression (O'Neill et al.).

Dans ce cadre, nous avons recherché et identifié 2 miARNs pouvant réguler I'expression de
Tlr2 dans les synoviocytes activés par le BLP ou le LPS: miR-19a et miR-19b.

Bien que miR-19a et miR-19b n’induisent pas la déstabilisation de 'ARNm de TLR2, nous avons
montré par des tests rapporteurs luciférase que miR-19a et b ciblent directement la séquence
3’'UTR de TIr2. Cette régulation directe a été confirmée au niveau protéique par une diminution
de I'expression de TLR2 dans les synoviocytes transfectés par miR19a et miR-19b. Il n’existe que
peu de données concernant un ciblage direct des TLRs par des miRNAs. C’est le cas de miR-let-7i
et let-7equi cible Tlr4 et miR-105, TIr2 (Benakanakere et al.,, 2009; Chen et al.,, 2007). Nous
n’avons pas pu détecter miR-105 dans les FLS, qui est présent dans de nombreux types
cellulaires sous forme de précurseur mais dans peu de cellules sous forme mature (Lee et al,,
2008).

De facon intéressante, miR-105 et miR-19 présentent des sites de régulation tres proches
suggérant que cette région est accessible et conservée in vivo. Ces deux sites de régulation ne
sont cependant pas conservés chez la souris. Le site de prédiction TargetScan, qui utilise dans
ses critéres de sélection, la conservation inter-espece, ne propose que trés peu de sites de
régulation conservés pour les ARNm de TLR2, 3 et 4. Il est possible que les pressions de
sélection concernant la régulation des 3’'UTR de ces 3 TLRs par les miARNs aient suivi des voies
différentes (O'Neill et al,, 2011). En comparant les séquences 3’'UTR de TIr2 humaines et de
grands singes disponibles, nous avons cependant pu observer que les 3'UTR de Pongo abelii et
Homo sapiens possédaient 96,58 % de similarité d’apreés le programme SerialCloner. La
séquence « seed » semble méme “améliorée” chez Pongo abelii car sans « wobble pairing », suite
a une insertion de deux nucléotides chez Pongo abelii ou une délétion de deux nucléotides chez

Homo sapiens (Figure 31).
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Cet appariement parfait pourrait aboutir a une régulation plus efficace de miR-19 sur Tlr2.

| ez 3 UAAGAGUGGCAUAGUAUUUGCAUA i Poly(A) tail
AGUCAAAACGUA(C/U)CUAAACGUGU

w UAAGAGUGGCAUAGUAUUUGCACAUA——>3c—— Poly(A) tail

Figure 31. Site de fixation de miR-19 sur la 3’'UTR de TIr2 de 'homme (Hsa) et de 'orang

outan (Pab). Le site humain est conservé chez le chimpanzé. Bleu : appariement canonique,

rouge : “appariement wobble pairing”.

La séquence de régulation de miR-105 est complétement conservée chez ces deux espéces. La
séquence 3’'UTR de Pan troglodytes n’était pas disponible, mais des analyses par “blast” sur le
génome du chimpanzé montre que les sites de fixation de miR-19 et miR-105 sont totalement
conservés en comparaison avec '’homme.

La différence entre miR-19a et miR-19b réside en un nucléotide en position 11. La plupart des
miARNs présentent un mésappariement de 1 a 3 nucléotides des positions 10 a 12. La
complémentarité de ces nucléotides ayant été décrite comme nécessaire a I'induction du clivage
par AGO2, ce bulge devrait donc plutét permettre une inhibition de la traduction ou favoriser la
dégradation plutét qu'un clivage direct des ARNm cibles (Carthew and Sontheimer, 2009).

La différence de séquence de miR-19a et miR-19b ne devrait pas jouer au niveau de
I'appariement mais pourrait modifier I'énergie de liaison a la cible. La mutation qui a conduit a la
génération de miR-19a et de miR-19b n’aurait donc pour conséquence qu’'une multiplication de
I'expression de miR-19.

Utilisant des amorces spécifiques de chacun des 2 miARNs, nous n’avons pas observé de
différences significatives d’expression de miR-19a ou de miR-19b. Nous n’avons pas non plus
observé de courbes de fusion aberrantes ni pu différencier leurs effets sur I'expression de I'lL-6
lors des transfections des mimétiques miR-19a et miR-19b dans les FLS rhumatoides. Dans les
expériences de validation de cible par test de luciférase, il est probable que les nucléotides anti-
sens aient hybridé les deux paralogues de miR-19 si I'on considére la position du nucléotide
différant en milieu de séquence et que 'effet observé résulte de l'inhibition simultanée des 2
miRNAs.

miR-19a est localisé sur un seul locus, miR-19b est présent sur deux loci, le cluster miR-17~92
code pour miR-19b-1, et le cluster miR-106a~363 code pour miR-19b-2. Ni les amorces

permettant I'amplification du cluster miR-106a~363 ni les amorces spécifiques du pre-miARN
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de miR-19b-2 n’ont permis d’obtenir un amplicon. Ces résultats sont en accord avec ceux
d’autres auteurs montrant que le cluster miR-106a~363 , n’est présent qu’a I’état de trace ou
indétectable et ne serait exprimé que lors du développement embryonnaire ou pour palier
I'absence du cluster miR-17~92 (Tong et al., 2011; Ventura et al., 2008).

La stimulation des TLRs induit 'expression de nombreux miARNs tels miR-146, miR-155, miR-
147 et miR-9 dont certains tels miR-146 et miR-155 ont été clairement impliqués dans
I'inflammation. Cependant leurs effets peuvent varier en fonction des modeles étudiés. Ainsi
dans le modeéle de la souris KB/xN, la surexpression de miR-146 conduit a une prévention de la
destruction ostéoarticulaire sans agir sur I'inflammation, alors que la perte de fonction de miR-
155 limite la différentiation des ostéoclastes et joue sur I'immunité adaptative. Ces deux miARNs
importants dans la réponse inflammatoire semblent pouvoir avoir des propriétés différentes, ce
qui rend plus complexe I'étude de leurs effets fonctionnels (Bluml et al.,, 2011; Nakasa et al,,
2008).

Au cours de ce travail, nous avons également pu montrer que miR-19a et miR-19b avaient un
role anti-inflammatoire dans la mesure ou leur transfection inhibe la synthese de cytokines pro-
inflammatoires telles I'lL-6. Mais dans ces conditions leur effet ne va pas dépendre uniquement
de leur cible mais également de leur expression. Dans les FLS rhumatoides miR-19a et miR-19b
présentent une expression diminuée en réponse a la stimulation de TLR2 et TLR4 ce qui permet
alors le développement d'une réponse inflammatoire. Des travaux précédents réalisés au
laboratoire avaient permis d’identifier un autre miRNA, miR-346, qui présentait également une
activité anti-inflammatoire. L’augmentation de son expression dans les FLS rhumatoides

stimulés par le LPS conduisait dans cas a une inhibition de la synthése de TNF-« et d'IL-18.

Le cluster miR-17~92 dans la PR

Le cluster miR-17~92 est tres conservé entre '’homme et la souris et est composé de 6 miARNs
dans un transcrit polycistronique codé dans le chromosome 13. Son réle en ce qui concerne le
développement cardio-respiratoire, la spermatogenése et la différenciation des LB est
actuellement trés étudié.

Le cluster miR-17~92 est fortement exprimé dans diverses lignées tumorales et dans des
cellules telles les cellules HEKGrip utilisées lors des validations de cibles par test luciférase et
qui ont un fort caractére prolifératif. Cependant les FLS qui présentent un caractere prolifératif
comparé a des FLS d’arthrose ne surexpriment pas ce cluster. Ces données tendent a montrer
que dans les FLS rhumatoides, ce cluster jouerait un réle différent et plus particulierement dans
la régulation de la réponse inflammatoire. Nous avons montré que le cluster miR-17~92
présente une diminution de son expression en réponse a l'activation de TLR2 et TLR4 et régule

négativement I'expression de Tlr2 et d’Ask1.
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Il a été également montré que miR-19 cible Tnf-a, mais ce dernier n’est pas secrété par les FLS.
STATS3, qui est impliqué dans la voie de signalisation du récepteur de I'IL-6, est également régulé
par miR-17, régulation qui intervient également dans le développement de 'appareil cardio-
respiratoire. Le messager de PIAS3 qui est un régulateur négatif de STAT3 est la cible de miR-18.
STAT3 est capable de fixer les zones promotrices du cluster miR-17-92, ce qui indique une
importante boucle de rétrocontrdle négatif entre STAT3 et le cluster miR-17~92. Enfin, des
études menées dans les LT CD4 isolés de la synoviale et du sang périphérique de patients
atteints de PR ont montré que miR-363 était sous-exprimé dans ces cellules. Partant du fait que
miR-363 est codé par le cluster miR-106a~363 décrit comme trés peu exprimé, il est possible
que ce soit son paralogue miR-92 qui ait été identifié, compte tenu de leurs similarité en 5’ et

également en 3’ (Figure 32).

Hsa-miR-92a UAUUGCACUUGUCCCGGCCUGU

LEEEERY // 11 R
Hsa-miR-363 AAUUGCACG-GUAUCCAU-CUGUA

Figure 32. Comparaison entre les paralogues miR-92a et miR-363.

Des études concernant la structure tridimensionnelle du pri-miARN du cluster miR-17~92 ont
montré que le cluster forme une structure compacte globulaire dans laquelle est insérée miR-92.
Ce qui le rend peu accessible. Ceci expliquerait I'expression différentielle de miR-92 dans les
cellules ot le cluster miR-17~92 est surexprimé et miR-92 peu exprimé (Chaulk et al., 2011). Au
cours de nos études concernant le cluster nous n’avons pas mis en évidence de différence
d’expression de miR-92 comparé a celle des autres membres du cluster situés en 5’ sur le pri-

miARN tels miR-18a, miR-19a ou miR-19b (Figure 20).

Régulation de I'expression du cluster miR-17~92 dans la polyarthrite rhumatoide

Au cours de ce travail, nous n’avons pas étudié les mécanismes impliqués dans la baisse
transcriptionnelle du cluster miR-17~92. Les facteurs de transcription STAT3 et c-MYC
pourraient intervenir dans cette régulation. Une étude préliminaire réalisée par RT-qPCR, a
montré une baisse de c-MYC apres 6 h d’activation en réponse au LPS et au BLP dans les FLS et
les cellules THP-1. Il serait alors intéressant d’inhiber I'expression de c-MYC et de vérifier son
réle sur I'expression du cluster miR-17~92 et sur la réponse inflammatoire. STAT3 permet
également une activation transcriptionnelle du cluster miR-17~92 et STAT3 est également
activé en réponse a l'activation du récepteur de I'IL-6. Nous n’avons pas étudié I'expression de
Stat3 en réponse au BLP et au LPS dans les FLS et les cellules THP-1. Si effectivement STAT3

permet l'activation de la transcription du cluster miR-17~92, la baisse d’expression de miR-
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17~92 devrait étre associée a une surexpression de Stat3 du fait de la baisse de l'activité
régulatrice de la famille miR-17 sur la traduction de la protéine et permettre alors un
rétablissement de l'expression du cluster miR-17~92. Des études plus approfondies sur
I'expression de c-MYC et STAT3 devraient nous permettre de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la baisse d’expression de miR-19 et miR-20 au cours de la réponse inflammatoire.
p53 pourrait également étre impliqué dans la régulation de I'expression du cluster miR-17~92
car il inhibe la transcription de ce cluster en se fixant en trans sur les zones promotrices du pri-
miARN (Yan et al,, 2009). p53 est surexprimé dans les couches bordantes des membranes
synoviales rhumatoides et dans les FLS rhumatoides invasifs (Firestein et al.,, 1996; Seemayer et
al,, 2003). Au cours de cette étude nous n’avons pas évalué I'expression de p53 au niveau
transcriptomique et protéique en réponse a des ligands de TLRs, une perspective intéressante
serait de voir si 'expression de p53 est corrélée a une baisse du cluster miR-17~92 et de ce fait

a une hausse de la réponse inflammatoire.

TLR4, une autre cible potentielle des miARNs dans la PR

Ospelt et al. avaient montré que les FLS rhumatoides présentent une expression augmentée de
TLR4 qui n’est cependant pas modifiée apres activation par le LPS (Ospelt et al., 2008). La
famille let-7 régule I'expression de TLR4. Les résultats obtenus au laboratoire par microarray
avaient montré une diminution de I'expression de let-7a et de let-7e en réponse au LPS alors que
le messager de TLR4 n’était pas modulé en réponse au LPS. Il sera intéressant de vérifier si la
baisse de let-7a et let-7e suffit a permettre la surexpression de TLR4 dans le contexte

inflammatoire de la PR.

Le cluster miR-17~92 et le signalosome ASK1

Afin de vérifier si comme dans la voie du TGF-f3, le cluster miR-17~92 pouvait cibler plusieurs
génes d'une méme voie, nous avons cherché d’autres cibles potentielles et sélectionné 3
composants des voies TLRs, Irak4, Takl et Askl, prédits ciblés par la famille miR-17.
L’utilisation de vecteurs rapporteurs nous ont permis de valider TARNm d’Askl comme cible
directe de miR-20a. ASK1 est une MAPK impliquée dans les voies de signalisation activées en
aval de TLR4 et TNFR1 et permettant la phosphorylation de p38 pour TLR4 et p38 et JNK pour
TNFR1. L’activation d’ASK1 nécessite sa dissociation de la thiorédoxine réalisée par des ROS. La
production de ROS est dépendante de NOX4, qui est ciblée par miR-92. E2F1 est également une
cible validée pour la famille miR-17. Les facteurs E2F1, E2F2, E2F3 et E2F4 sont capables de
fixer les régions promotrices du gene d’Askl. Trenkmann et al. ont montré que I'activation des
FLS par le TNF-a activait le facteur de transcription E2F, ce qui laisse supposer que I'activation a

minima de la voie TNF-a pourrait stimuler I'expression d’ASK1 via les facteurs de transcription
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E2Fc (Trenkmann et al., 2011). Ainsi, si les cibles E2F2, 3 et 4 ainsi que NOX4 étaient validées,
une nouvelle régulation de la voie du signalosome ASK1 par la famille miR-17 pourrait étre mise

en évidence (Figure 33).

NOX4

\
-

miR-17
miR-20a

miR-17
miR-20a

Figure 33 : Schéma de régulation potentielle de la signalisation et '’expression d’ASK1 au

niveau post-transcriptionnel.

Le signalosome ASK1 est d’autant plus important qu’il est conservé chez C. elegans, et la souris.
Le site de fixation de miR-20a est aussi prédit conservé. Si les orthologues d’ASK1 étaient validés
pour les autres espéces indiquées par le site TargetScan, nous pourrions alors vérifier un
mécanisme important conservé a travers les especes (Figure 34). Dans le cas contraire, il serait
intéressant de déterminer les raisons de la conservation de ce site consensus au travers les
especes.

Les perspectives de ces études seront aussi de vérifier I'impact du cluster miR-17~92 sur le
signalosome ASK1. La régulation de Nox4 par miR-92 doit étre étudiée, ainsi que celle de miR-
20a sur les facteurs de transcription E2F1, 2, et 3. Il sera aussi intéressant de vérifier

I'expression des facteurs E2F1, 2 et 3 ainsi que NOX4 en réponse au LPS.
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Hsa GAGGAGA-AAGGC-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUUAA
Mml GAGGAGA-AAGGC-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUU---A
Ptr GAGGAGA-AAGGA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCACGUUAAA
Oga GAGGAGA-AAGGA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUU---A
The GAGGAGGGAAAAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUU----
Mmu GGAGAGG-GAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUCUUUGUUUACUCGUGUCGCA
Rno GGCGAGG-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUC-------- AACG
Cpo AAGAAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCUUGUUU----
Ocu GAGAAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUAAUGUUAAA-
Eeu GAGGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAGUCCAGUAUUUGUUUACUUGUGUUAAA-
Cfa GAGGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUUGUGUUAAA
Fca --GGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCGUGUUAAA
Eca GAGGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAACCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUUAAA
Bta CAGGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCGUGUUAAA
Dno AGG-ACA-GAGGC-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCUUGAUAAC
Laf UGGGAGA-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUAAUGCUGAA
Ete GAGGAGG-AAGAA-GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUGAUGUUAGG
Mdo GAGAAGA-AAAAC-CCUGCACUUUA-AUCCAGUAUUUGUUUACCAGUGCUAAA
Oan AGGAGAA-AAGAC-ACUGCACUUUA-AUCCAGUAUUUGUUUACCAAUGUUAGA
Aca UGUCAAAGAAUGCUGUUGCACUUUA-AACCAGUAUUUGUUUACCA---UAAAG
Gga UGUCAGA-AGGACUGUUGCACUUUA-AUCCAGUAUUUGUUUACCAAUGUUAAA
Xtr AGAGACA-UG----GCUGGACAUUA-UCCCA----UUGUUUACUAAUGUGAA-
CONSENSUS  GAGGAGA.AAGAA.GCUGCACUUUAAAUCCAGUAUUUGUUUACUCAUGUUAAA

Figure 34. Conservation du site de fixation de la “seed-sequence” de miR-20a, d’apres le

site de prédiction TargetScan.

Les voies TLR4 et TNFR1 sont a ce jour les seules voies de I'immunité innée a utiliser le
signalosome ASK1. Dans cette étude, nous avons montré que miR-20a permet l'inhibition de la
traduction d’ASK1 sans influencer la stabilité de son messager et ce, par fixation directe par sur
une séquence consensus de la 3’'UTR d’ASK1 qui est tres conservée. De facon intéressante, ASK2,
un paralogue d’ASK1 proche dans sa structure et sa fonction mais divergeant en ce qui concerne
les voies de signalisation induites n’est pas régulé par les membres du cluster miR-17~92.

L’'inhibition d’ASK1 par miR-20a entraine une inhibition de la sécrétion de cytokines telles I'lL-6
ou CXCL10, cytokines pro-inflammatoires qui jouent un réle important dans l'inflammation au
cours de la PR. Ce role anti-inflammatoire de miR-20a a été également observé in vivo dans un
modeéle de stimulation par le LPS. Les résultats obtenus en utilisant des polymeéres de
pyridylthiourée-polyéthylenimine (mPEI) comme systéeme de délivrance du miR-20a in vivo ont
montré que l'injection intra-péritonéale d’'un mimique de miR-20a, permettait une forte
expression de miR-20a et bloquait la synthése d’IL-6 par les macrophages péritoneaux de souris
traités par le LPS. Ces expériences constituent une étape préliminaire dans I’étude de l'effet in
vivo de miR-20a dans un modele d’arthrite expérimentale (arthrite induite par le collagene,
arthrite induite par I'injection de sérum de souris K/BxN). Ces expériences sont possibles dans

la mesure ou le site de fixation de miR-20a est conservé chez la souris.
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La suite de ces travaux in vivo reposera également sur 1'étude de souris KO conditionnelles pour
le cluster miR-17~92 ou pour la famille miR-17 pour I'étude du signalosome ASK1. La souris KO
conditionnelle pour le cluster miR-17~92 est disponible mais la souris KO conditionnelle pour la
famille miR-17 devra étre produite. L'induction de la délétion du cluster miR-17~92 ou de miR-
17 et miR-20a se fera par recombinaison Cre-Lox apres injection de tamoxifene dans les
articulations de souris. Nous vérifierons les effets sur I'induction de I'arthrite. Ces études seront
comparées a celles réalisées chez des souris surexprimant miR-20a. Il serait aussi intéressant de
vérifier si 'absence du cluster miR-17~92 est compensée par 'expression du cluster miR-106a-
363, comme 'ont montré Tong et al. dans la spermatogénese (Tong et al,, 2011).

L’étude de I'impact de miR-19 in vivo est plus complexe a évaluer dans la mesure ou la régulation
de miR-19 sur TIr2 n’est pas présente chez la souris. Elle sera réalisée dans le modeéle de la
souris HuRA-SCID et seront étudiés le comportement inflammatoire des FLS ainsi que la
destruction de cartilages articulaire humains. Ces études permettraient de vérifier I'effet anti-

inflammatoire de miR-19a et miR-19b.

Le ciblage d’ASK1 en stratégie thérapeutique

ASK1 est une MAPK impliquée dans le cycle cellulaire et 'immunité innée et est associée a un
nombre important de pathologies (Takeda et al., 2008). L’identification d’'un nouveau mode de
régulation post-transcriptionnelle de miR-20a sur Askl pourrait ainsi fournir une nouvelle
approche dans le controéle des réponses inflammatoires dépendantes d’ASK1. Dans des modeéles
expérimentaux d’arthrites, 'inhibition d’ASK1 est associée a une diminution de I'arthrite induite
par le sérum de souris K/BxN ou par le collagene chez le rat (Mnich et al., 2010; Terauchi et al,,
2005).

Nous avons montré que miR-20 inhibe la phosphorylation de p38 dans des FLS rhumatoides
activés au LPS. p38 joue un réle important dans le développement des arthrites et constitue une
cible thérapeutique intéressante. Cependant, son application en clinique est limitée par de
nombreux effets secondaires indésirables.

Le fait que la transfection de miR-20a inhibe dans les FLS la sécrétion d’IL-6 et de CXCL-10 et
dans les macrophages la sécrétion d’'IL-113 et de TNF-a uniquement en réponse au LPS et non au
BLP constitue en effet une opportunité pour limiter les effets secondaires liés a I'inhibition de
p38.

miR-20a intervient dans la régulation du cycle cellulaire dans les tumeurs, en inhibant
I'inhibiteur d’induction d’entrée en phase G1 en réprimant Cdknla (Wang et al., 2011b). De plus,
il inhibe également l'expression de STAT3 et par ce biais contre les effets cellules myéloides
suppressives lors de la croissance tumorale par un faible niveau de STAT3 (Zhang et al,, 2011).

Enfin, miR-20a inhibe les genes d’activation des lymphocytes T sous-exprimés dans le
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transcriptome de patients souffrant de la sclérose multiple. miR-20a peut donc jouer des roles
positifs sur I'inhibition de 'activation des cellules T ou I'inhibition de I'immunité innée dans le
cadre de la pathogénese de la PR, mais également des effets néfastes par exemple sur le
caractére prolifératif des FLS, par I'inhibition de Cdknla. Le ciblage thérapeutique des cellules
actrices de la PR est donc un challenge pour 'administration des miARNs, qui pourrait étre
envisagé par injection localisée des complexes PEIL Des études de I'impact sur la prolifération
cellulaire peuvent également étre menées sur des FLS de PR surexprimant le cluster miR-17~92

sur divers passages.

Autre cible potentielle de la régulation des voies MAPKs dans la pathogéneése de la PR

La voie des MAPKs dans 'immunité innée pourrait étre une bonne cible thérapeutique dans la
mesure ou elle permet d’atténuer le déclenchement de I'immunité innée sans la supprimer de
maniere drastique. Nous avons montré que miR-29b était abaissé en réponse au BLP, au LPS et
au poly (I1:C) dans des FLS de PR. Les prévisions informatiques montrent un site conservé pour
Dusp2, une MAPK phosphatase qui semble étre tres importante dans la polyarthrite rhumatoide.
A l'inverse des autres MAPK phosphatases, dont la déficience rend les souris plus sensibles a
I'induction d’arthrite, les souris KO pour DUSP2 présente une plus grande résistance a
I'induction d’arthrite (Jeffrey et al., 2006). La baisse de miR-29b, a l'instar de miR-19 pour Tlr2
et miR-20a pour Askl, pourrait accompagner la réponse inflammatoire par une levée de
I'inhibition de Dusp2. Nous pourrions ainsi voir si une surexpression de miR-29b peut exercer

un effet protecteur dans modeéle murin d’arthrite.
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L Lucas PHILIPPE

d LE CLUSTER MIR-1792, ROLE DANS LA v
REGULATION DE LA REPONSE INFLAMMATOIRE
AU COURS DE LA POLYARTHRTITE RHUMATOIDE

La polyarthrite rhumatoide (PR) est la maladie auto-immune la plus fréquente avec une prévalence
de 1%. Les cellules résidentes de la cavité synoviale, les fibroblast-like synoviocytes (FLS), sont des
acteurs majeurs de la PR. Leur activation par des récepteurs de limmunité innée participe a
'acquisition d’un phénotype agressif menant a la destruction ostéo-articulaire. Dans cette étude,
nous avons évalué le rdle régulateur de miARN sur les voies de signalisation des TLR L’activation
de TLR2 et de TLR4 dans les FLS induit la diminution de plusieurs miARN, dont miR-19a et b (miR-
19), alors que TLR2 est surexprimé. Nous avons pu ainsi montrer que miR-19 régule TIr2 et que la
transfection de mir-19 dans les FLS activés induit une diminution de I'expression de TLR2 et de la
synthese d’'IL-6 et de MMP-3. Mir-19 appartient au cluster miR-17~92, abaissée aprés activation
des FLS. Il code pour 6 miARN dont miR-20a. miR-20a est également sous-régulé aprés activation
de TLR2 et TLR4 dans les FLS et les THP-1. Nous avons montré que miR-20a régule I'expression
d’Ask1, impliquée dans la voie de TLR4. La transfection de miR-20a in vitro nous a permis de
montrer que miR-20a contréle I'expression d’ASK1 et induit une inhibition de la synthése de
cytokines majeures de la PR dans les FLS et les THP-1. Des résultats équivalents ont été obtenus
ex vivo chez la souris. Ces travaux ont permis d’identifier dans les FLS rhumatoides des miARN
anti-inflammatoires dont la baisse d’expression permet une augmentation de I'expression de TLR2 et
d’ASK1. Ces miARN pourraient donc constituer de nouvelles cibles thérapeutiques.

miARN, Fibroblast-like synoviocyte, Toll-like receptor, polyarthrite rhumatoide, immunité innée, maladie auto-
immune.

Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequently autoimmune disease with a prevalence of 1%.
Resident cells of joints, the fibroblast-like synoviocytes (FLS), act as key players in RA. Their
activation through Pattern-recognition receptors leads to an aggressive phenotype, leading in the
osteo-articular destruction of the joints. In this study, we aimed to discuss the link between Toll-like
receptors (TLR) and miRNA pathway. We established the down-regulation of a few miRNA when
FLS were activated through TLR2 and TLR4, including miR-19a and miR-19b (miR-19). We showed
that miR-19 regulates directly TIr2 and that transfection of miR-19 mimics leads to a decrease of IL-6
and MMP-3 synthesis in FLS. miR-19 belongs to the cluster miR-17~92, which is also down-
regulated in activated FLS. This primary transcript encodes for 6 miRNA, including miR-20a, which is
also down regulated upon TLR2 and TLR4 activation in FLS and further in THP-1, a monocyte cell-
line. Then, we validated the predicted regulation of miR-20a on Ask1, an important kinase involved in
TLR4 pathway. The transfection of miR-20a mimics in vitro represses ASK1 expression and inhibits
several major cytokines in RA both in FLS and THP-1. Further, we confirmed these results on ex
vivo experiments on peritoneal macrophages. These works allowed us to identify new anti-
inflammatory miRNA that are downregulated and allow overexpression of TLR2 and ASK1 in RA
FLS. These results open new experiments on in vivo models. All together, these data give new
insights for identify new therapeutics in RA.

miRNA, Fibroblast-like synoviocyte, Toll-like receptor, Rheumatoid arthritis, innate immunity, auto-immune
disease.




