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> La sclérose en plaques (SEP) est une maladie
auto-immune inflammatoire et démyélinisante
dont I’étiologie reste mal connue. L'étude des
microARN (miARN) apporte un éclairage nouveau
sur les mécanismes physiopathologiques mis en
jeu dans la SEP. Une signature miARN spéci-
fique est observée tant au niveau cellulaire que
dans les compartiments extracellulaires, chez
les patients atteints de SEP, et dans le modele
de SEP développé chez 'animal, "encéphalomyé-
lite auto-immune expérimentale (EAE). Dans ce
modele, une association étroite a pu étre mise en
évidence entre la dérégulation des miARN et une
modulation de la réponse immunitaire a I'origine
d’un phénotype neuro-inflammatoire. La détec-
tion quantitative des miARN circulants a-t-elle
une valeur diagnostique ? Les miARN seront-
ils les nouveaux biomarqueurs de la maladie ?
C’est a ces questions que cette revue tente de
répondre. <

La sclérose en plaques (ou SEP) est une maladie auto-
immune chronique caractérisée essentiellement par une
infiltration du systéme nerveux central (SNC) par des
cellules du systeme immunitaire adaptatif. Parmi ces
cellules, les lymphocytes T autoréactifs sont a I’origine
d’une inflammation locale et d’une démyélinisation
progressive des axones, pouvant entrafner un processus
de dégénérescence neuronale secondaire. Différentes
sous-populations de lymphocytes T sont anormale-
ment retrouvées dans les |ésions cérébrales, dont des
cellules T CD4*, produisant de I'IFN(interféron)-y et
de I'IL(interleukine)-17, des lymphocytes T CD8" et
des lymphocytes Tyd [1]. Ces lymphocytes, au pro-
fil pro-inflammatoire, contribuent a I’inflammation.
D’autres lymphocytes T, les lymphocytes T régulateurs
(Treg), permettent de la réduire. Chez les patients
atteints de SEP, un déreglement de cet équilibre entre
réponse inflammatoire et immunorégulation favorise-
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rait 'inflammation. De nombreuses études suggérent en effet que la
maturation et la fonction des lymphocytes Treg périphériques sont
diminuées au cours de la SEP [2]. Il est probable que les lymphocytes B
jouent également un r6le important dans la SEP, comme en témoigne la
présence de bandes oligoclonales d’anticorps dans le liquide céphalo-
rachidien (LCR) détectées par iso-électrofocalisation! chez plus de
95 % des patients atteints de SEP [3]. Les lymphocytes B infiltrent le
SNC dés I’apparition d’un syndrome cliniquement isolé (symptdmes
présentés par les patients ayant leur premiere poussée inflammatoire
de type SEP — myélite, névrite optique, etc.-, que celle-ci donne lieu a
un diagnostic SEP — nécessitant une deuxieme poussée de méme type
—ou non) [3]. Les cellules résidentes du SNC, dont les cellules micro-
gliales (les macrophages résidents du SNC), participent également
aux processus inflammatoires en lien avec la progression des lésions
du tissu nerveux. Du point de vue clinique, la SEP est associée a des
perturbations motrices, sensitives et cognitives qui aboutissent a un
handicap plus ou moins sévere selon les profils évolutifs. Classique-
ment, on distingue deux formes de la maladie : celle ol alternent des
périodes de rechutes et de rémissions (forme rémittente ou RRMS pour
relapsing remitting multiple sclerosis) et celle dite progressive (PPMS
pour primary progressive multiple sclerosis), qui suit parfois une forme
rémittente (SPMS pour secondary progressive multiple sclerosis), et au
cours de laquelle les patients acquierent progressivement un handicap
irréversible sans phase de rémission. Malgré des différences phénoty-
piques cliniques, la période qui s’écoule avant I’atteinte de certains
niveaux d’incapacité et I’dge auquel ces niveaux sont atteints, sont
similaires pour les patients présentant une PPMS ou une SPMS. €n

! La présence d’immunoglobulines d’isotype G (IgG) dans le LCR, due a un exces de production d’IgG dans
le systéme nerveux central, peut étre révélée par la technique d’iso-électrofocalisation.
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Figure 1. Biogenése et mécanismes
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conséquence, des recommandations récentes ont proposé de regrou- de la SEP, I'étiologie de la maladie reste encore mal
per la PPMS et la SPMS en une seule entité, dénommée « maladie comprise. Au début des années 2000, I'importance des
progressive ». miARN a été décrite dans diffé-
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2015, page 770
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plexe RISC exercent ensuite leur action régulatrice 4. ¢ Hartmann et al. codant ces miARN : des polymorphismes mononucléo-
dans le cytoplasme [5] (=»). m/s n° 10, octobre tidiques (ou SNP pour single nucleotide polymorphism)
Bien que de nombreux mécanismes moléculaires 2004, page 894 associés a la SEP ont ainsi été découverts dans certains

silencing complex). Les miARN associés au com-

et cellulaires aient été décrits afin d’expliquer la physiopathologie  génes de miARN [9, 10]. Parallélement, un vaste réseau
de miARN, dont I'expression est modifiée chez les
? C’est-a-dire le raccourcissement de leur extrémité 5’ polyadénylée. Pﬂtients atteints de SEP, a été mis en éVidEﬂCE, princi—
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palement par des analyses génomiques @ haut débit. Les miARN identi-
fiés ont été isolés a partir de compartiments fonctionnels associés soit
au systeme immunitaire soit au systeme nerveux. Ces miARN sont soit
intracellulaires (isolés par extraction des miARN de cellules purifiées),
soit extracellulaires (isolés & partir de fluides biologiques exempts de
cellules). Cependant, en raison de I'importante quantité de données
générées par ces analyses génomiques, I’étude fonctionnelle n’a été
réalisée que pour quelques-uns de ces miARN.

La plupart des données portant sur la fonctionnalité des miARN a été
obtenue grace a un modele de SEP développé chez la souris, le modéle
de I’encéphalomyélite auto-immune expérimentale ou EAE (expe-
rimental autoimmune encephalomyelitis). Ce modéle est fondé sur
I’induction d’une réponse lymphocytaire T auto-immune dirigée contre
la myéline, soit de fagon active, par I'injection d’un broyat de moelle
épiniere ou de protéines purifiées de la myéline, soit de fagon passive,
par un transfert de lymphocytes T isolés d’animaux préalablement
immunisés de fagon active. Le plus souvent, I’EAE se caractérise par
une paralysie, une perte de poids et un infiltrat de cellules mononu-
cléées dans le SNC. Le degré de démyélinisation observé dépend du
mode d’induction et du fond génétique des souches de souris utilisées.
Certains miARN, tels que le miR-155 ou le miR-326, semblent jouer
un role majeur dans la physiopathologie de I'EAE, principalement en
polarisant le systéme immunitaire vers une réponse inflammatoire qui
se révele délétere [11, 12]. Le fait que certains miARN extracellulaires
soient également dérégulés dans la SEP suggére que leur transfert de
cellule a cellule pourrait avoir un réle physiopathologique. Les études
pionnieres, réalisées dans différents compartiments cellulaires et
extracellulaires, ont permis d’établir des modeéles montrant I’effet
chronique de la dérégulation induite par les miARN au cours de la SEP.
Enfin, il faut souligner que les études portant sur les miARN extracellu-
laires sont particulierement importantes dans le cadre de la recherche
de nouveaux biomarqueurs de la maladie.

Dérégulation des miARN chez les patients atteints de SEP

Au cours de ces dernieres décennies, d’'importantes avancées ont
concerné les outils d’analyse permettant la détection et la quantifica-
tion des ARN cellulaires codants ou non-codants. Il est désormais pos-
sible de quantifier simultanément des centaines de miARN grdce a des
biopuces détectant des combinaisons choisies de miARN. Des matrices
d’expression, selon les échantillons examinés, sont ainsi déduites a
partir des miARN isolés et amplifiés.

Lutilisation de ces biopuces appliquée a différents tissus provenant
de patients atteints de SEP a ainsi mis en évidence une altération de
I’expression de nombreux miARN au cours de la maladie. La détection
des miARN a été réalisée a partir de tissus (sang total [13, 14], tissu
nerveux [15, 16], hippocampe [17]), de cellules (cellules mononu-
cléées du sang [18-20], lymphocytes B [21-23] et T [11, 20, 23-26],
monocytes [27], microglie [27], cellules endothéliales [28, 29])
ou de fluides extracellulaires (sérum/plasma [12, 18, 30-33], LCR
[34]). Nous répertorions de maniére systématique dans cette revue,
I’ensemble des données issues de la littérature concernant les miARN
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dont 'expression apparait modifiée chez les patients,
par rapport a des individus sains. La Figure 2, dans
laquelle sont présentés leur localisation et leur nombre,
illustre "ampleur du réseau de miARN qui sont dérégu-
[és dans la SEP, que ce soit dans le systéme périphérique
sanguin (plus de 250 miARN) ou dans le SNC (plus de
100). Différents tissus, liquides physiologiques et types
de cellules (immunitaires ou nerveuses) sont en effet
concernés. Nous ne décrirons que certains miARN dont
I’expression est altérée dans au moins trois compar-
timents (les miR-23q, 223, 22, 326, 21, 15q, 27q, 27b,
181c) ou qui ont une implication fonctionnelle dans
la physiopathologie de la SEP (les miR-301a, 326, 155
et 21) (voir ci-apreés). Nous avons en effet considéré
que le nombre de compartiments dans lesquels les
miARN sont dérégulés était le reflet de I’étendue de la
perturbation et de I'importance possible de ces miARN.
Les miARN dont I’expression est altérée dans plusieurs
compartiments seraient ainsi impliqués dans la régula-
tion de voies cellulaires communes dans ces différents
compartiments ou dans le contrdle qu’exerce un com-
partiment sur un autre.

Parmi les différents miARN identifiés, le miR-15a
apparait étre un candidat particulierement intéres-
sant pour son implication potentielle dans la SEP. €n
effet, son expression chez les patients est modulée
négativement dans quatre compartiments (le sang
[14], les cellules mononucléées périphériques [20],
les lymphocytes B [21] et T CD4* [20]), et positive-
ment dans deux autres (les lésions actives du tissu
nerveux [15] et les lymphocytes Treg [26]) (Figure 2).
D’autres critéres sont également a prendre en consi-
dération pour sélectionner et valider les miARN ayant
un role dans la SEP : (i) 'existence démontrée d’un
ARN messager cible, (ii) I’ampleur de leur dérégula-
tion et (iii) la validation de cette altération (évaluée
par qRT-PCR [quantitative reverse transcription-poly-
merase chain reaction]). Ainsi, le miR-326 représente
’un des meilleurs candidats participant a la physio-
pathologie de la SEP avec une forte régulation posi-
tive dans trois compartiments différents [11, 12, 15]
et Iexistence d’un ARN messager cible, €ts-1 [V-ets
avian erythroblastosis virus €26 oncogene homolog 11,
démontrée in vivo [11].

La SEP est également étroitement associée a la déré-
gulation de miARN extracellulaires qui sont présents
dans des liquides physiologiques comme le sérum,
le plasma et le LCR (Figure 2). €tudier la facon dont
les réseaux de miARN, cellulaires ou non-cellulaires,
qui sont altérés dans la SEP, interagissent entre eux,
constitue un important défi pour comprendre la phy-
siopathologie de la maladie [35] (voir plus loin).
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Figure 2. Les miARN sont dérégulés de fagon généralisée chez les patients atteints de sclérose en plaques (S€P). Vingt-trois études répertoriées
mettent en évidence la dérégulation de miARN chez des patients SEP par rapport a des individus sains. Ces miARN ont été classés selon leur
compartiment de dérégulation, provenant soit du systeme périphérique sanguin (cadre supérieur), soit du syteme nerveux central (SNC, cadre
inférieur). Les cadres gris rassemblent les miARN dérégulés dans le sang total (cadre supérieur) ou I’ensemble du SNC (cadre inférieur). Les cadres
jaunes représentent la dérégulation de miARN dans les fluides. Le nom de certains miARN d’intérét est mentionné pour chaque compartiment.
Rdle des miARN intracellulaires dans la SEP et I’EAE miR-155"- [37]) sont résistantes a I’induction d’une
EAE. Linjection de mimétiques (c’est & dire de miARN
Uexpression de nombreux miARN, qui est altérée dans le SNC de synthétiques permettant de mimer I’action de miARN
patients atteints de SEP, I'est également dans le modéle murin  naturels) ou d’inhibiteurs de miARN, qu’ils soient inté-
d’€AE (miR-21 [15, 361, miR-326 [11, 15], miR-155 [12, 15], etc.) grés a des lentivirus [11] ou associés a des agents de
et les souris déficientes pour certains miARN (miR-217- [36] et transfection [12], modifie la cinétique d’apparition
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des signes de la maladie, ce qui souligne encore I'importance des
miARN dans le développement de I’EAE. Un role majeur de la diffé-
renciation des lymphocytes T naifs en T pro-inflammatoires spéci-
fiques de I’autoantigéne myéline, de phénotype Th17 (produisant
de I’IL-17) et Thl (produisant de I'IFN-y), a été démontré dans le
développement de I’EAE [38]. Les miARN agissent en fait fréquem-
ment sur la différenciation et/ou Iactivation de ces cellules. Ainsi,
lors de I'induction de I’€AE, la dérégulation de certains miARN (miR-
301a [39], 326 [111, 155 [12], 21 [36]) qui modulent I’expression
de facteurs contrdlant le statut des lymphocytes T (miR-301a, miR-
21 et miR-326 inhibent respectivement PIAS3 [protein inhibitor of
activated STAT (signal transducer and activator of transcription), 3]
[39], SMAD [mothers against DPP homolog]-7 [36] et €ts-1 [11]),
favorise I’émergence des phénotypes Th17 ou Thl (Figure 3). Ainsi,
altérer I’expression de ces miARN au cours de I’EAE provoque une
augmentation du nombre de lymphocytes T pro-inflammatoires de
types Th17 et Thl, ce qui accentue sa sévérité.
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Nous avons partagé jusqu’ici avec le lecteur une vision
simplifiée de Iimplication des lymphocytes T auto-
réactifs dans I’EAE. Le développement de I’€AE repose
effectivement sur la différenciation de cellules Th17
et Thl : les souris déficientes pour Roryt (retinoic acid
receptor-related orphan receptor gamma t, pour les
cellules Th17) ou pour T-bet (T-box transcription fac-
tor, pour les Th1) sont résistantes a I’EAE [40,41]. €n
revanche les souris déficientes pour le géne /[-17 ou
Ifn-y développent une EAE normale, voire plus séveére
en ce qui concerne les souris déficientes pour I'lfn-y
[42,43]. Les lymphocytes Th17 et Th1 jouent donc bien
un réle primordial dans le développement de I’€AE.
Cependant, le moyen par lequel ces cellules acquierent
leur pathogénicité n’est pas encore compris : la cel-
lule T différenciée n’est pas délétére uniquement par
la cytokine qu’elle produit (IL-17 pour Th17 et IFN-y



pour Th1). Il est donc cohérent que les miARN miR-301a, miR-21 et
miR-326, participent au développement de I’EAE, puisqu’ils ciblent
des facteurs gouvernant la différenciation des cellules en Th17 et
pas uniquement la production des cytokines de type Th17 (IL-17,
IL-22, etc.). Chez les patients atteints de SEP, différents éléments
suggerent pourtant un role pathologique de I’IL-17. En effet, ces
patients présentent dans le sang et le LCR, des quantités plus impor-
tantes d’IL-17 que les sujets sains [44], ainsi qu’un infiltrat de lym-
phocytes Th17 dans le SNC [45]. Des thérapies ciblant I'lL-17, déja
approuvées dans le traitement d’autres maladies auto-immunes
comme la spondylarthrite ankylosante et I’arthrite psoriasique, sont
actuellement en essai clinique pour la SEP.

Les miARN peuvent également agir directement sur les cellules
immunitaires résidentes du SNC. Ainsi, lors de I"induction de I’€AE,
le niveau d’expression de miR-124 diminue au sein de la microglie,
favorisant son activation [46] (Figure 3), ce qui impacte directe-
ment les processus de démyélinisation et d’inflammation au sein
des lésions [47]. Le miR-155, qui est surexprimé lors de "EAE, acti-
verait également les cellules de la microglie et rendrait les cellules
adjacentes susceptibles a la phagocytose par ces cellules [15].

Les miARN extracellulaires dans la SEP et ’EAE

Uimplication des miARN dans la physiopathologie de la
SEP et de I’EAE est fondée principalement sur I’étude des
miARN intracellulaires. Pourtant, plusieurs observations
récentes suggerent des fonctions importantes des miARN
extracellulaires. U'expression de nombreux miARN est
en effet dérégulée chez les patients SEP, simultanément
dans des compartiments intracellulaires et extracel-
lulaires. Les miARN extracellulaires sont détectables
dans la majorité des fluides biolo- (=) Voir la Synthése
de S. Baulande et al.,
m/s n° 3, mars 2014,
page 289

giques (sérum, urine, LCR, salive,
larmes, etc.) [48] et sont transpor-
tés par différents vecteurs molé-
culaires et cellulaires [49] (=¥). On retrouve en effet
des miARN associés a des protéines circulantes ou inclus
dans des vésicules comme les corps apoptotiques, les
microvésicules et les exosomes. Les miARN extracellu-
laires participent-ils aux mécanismes physiopatholo-
giques de la SEP impliquant les miARN intracellulaires ?
Les lymphocytes Th17 jouent un réle important dans le
développement de I’EAE et probablement de la SEP. Dans
le modele de I’EAE, la surexpression
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de miR-326 favorise une différencia-
tion des lymphocytes T en lympho-
cytes Th17 [11]. Or, chez les patients
SEP, ce miARN n’est pas surexprimé
uniquement dans les lymphocytes T
CD4* [11]
dans le sérum [12]. Les lymphocytes
T produisent [50] et capturent [51]
des vésicules extracellulaires qui per-
mettent un transfert de molécules

: on le retrouve également

entre cellules. Un effet cellulaire de
miR-326 pourrait donc, par trans-
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miR-326, amplifiant la différenciation en
Th17 et miR-155, augmentant la perméa-

bilité de la barriere hémato-encéphalique.
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dans I’endothélium cérébral [29], dans le sérum [12] ainsi que dans
les lésions cérébrales de patients SEP [15]. Or, son expression dans
les cellules endothéliales module négativement les fonctions de la
barriére hémato-encéphalique (avec une augmentation de sa per-
méabilité). Lopez-Ramirez et ses collégues ont en effet montré que la
surexpression de miR-155 pouvait entrainer la dissociation de certains
complexes de jonctions inter-endothéliales ou altérer les interactions
cellule-matrice [29] (Figure 4). Ueffet du transfert intercellulaire de
miR-155 est I'une des hypotheses qui pourrait expliquer les méca-
nismes a I’origine d’'une perméabilité prolongée de la barriere hémato-
encéphalique chez les patients atteints de SEP (Figure 4). De méme,
0’Connell et ses collegues ont montré que le transfert de lymphocytes T
de souris sauvages miR-155"* chez des souris mutées miR-155"" suf-
fisait pour restaurer le développement de I’€AE. Inversement, des sou-
ris miR-155"" reconstituées avec la moelle osseuse provenant de sou-
ris déficientes miR-155"" deviennent résistantes a I’EAE. U'expression
de miR-155 seulement dans les lymphocytes T semble donc conduire
au développement de I’EAE [37]. Il reste a définir si la surexpression
de miR-155 spécifiquement dans I’endothélium cérébral, en présence
de lymphocytes T exprimant ce miARN normalement, peut jouer un role
dans le développement de I’EAE et si I'origine de la surexpression de
miR-155 dans I’endothélium cérébral est liée au transfert de vésicules
issues des lymphocytes T.

La mise en évidence de vésicules permettant le transfert de miARN
fonctionnels dans la SEP pourrait aider a comprendre comment un
déséquilibre immunitaire peut étre a I'origine d’altérations du SNC.
Dans un modéle murin, une étude récente suggere que, dans un
contexte inflammatoire, de I’information génétique peut étre transfé-
rée du compartiment immunitaire vers le SNC par ’intermédiaire de ces
vésicules extracellulaires [52]. Cependant, le passage des vésicules
issues de cellules immunitaires au travers de la barriere hémato-encé-
phalique et leur capture par des cellules du SNC reste a démontrer. ||
est également important de définir I’origine de la dérégulation de miR-
155 et de comprendre comment elle s’étend a d’autres compartiments
(sérum [12], cellules endothéliales [29], monocytes [27], microglie
[27], tissu nerveux lésé [15]).

Latout « biomarqueur » des miARN dans la SEP

Malgré les progrés récents des approches thérapeutiques qui per-
mettent de limiter la survenue des poussées chez les patients, la SEP
reste a ce jour une maladie incurable. La découverte de nouveaux
biomarqueurs moléculaires permettant d’optimiser la prise en charge
de ces patients est donc un enjeu de premier

. s e (=) Voir la Synthése
ordre. Les miARN ont été décrits comme une nou-

de S. Baulande et al.,
m/s n° 3, mars 2014,
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velle classe de biomarqueurs dans le cadre d’une
médecine personnalisée [49] (=»). Les miARN
ont en effet ’avantage d’étre accessibles rapidement et de fagon peu
invasive dans des biofluides comme le sang, I'urine ou les larmes. Ils
sont aussi connus pour leur robustesse, stabilisés par leur vecteur et
ils sont capables de résister a des conditions extrémes de manipula-
tion (variation de température, de pH, etc.) [53]. Par opposition aux
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méthodes actuelles de diagnostic comme "imagerie par
résonnance magnétique (IRM) ou I’étude du LCR par
ponction lombaire, leur détection (par gPCR) est rapide
et peu coliteuse.

Plusieurs études ont évalué I'utilisation des niveaux
d’expression de miARN comme outil pour distinguer les
patients atteints de SEP de sujets sains ou pour prédire
les formes de SEP [18, 32, 34]. Les niveaux d’expression
de certains miARN permettent en effet de diagnostiquer
la SEP avec une précision de diagnostic supérieure a
70 % sur de petits échantillons. Uexpression sérique de
miR-223 et miR-15b permet par exemple une précision de
diagnostic pour les patients PPMS de respectivement 80
et 75 % [32]. La valeur diagnostique des miARN comme
biomarqueurs dépend essentiellement du nombre de
patients et de sujets sains participant a I"analyse ainsi
que Iutilisation combinée de plusieurs miARN. On peut
néanmoins envisager que la détection des miARN a des
temps précoces chez des sujets a risque puisse permettre,
a terme, un dépistage de la SEP avant méme I'apparition
des premiers symptomes, mais aucune étude n’q, jusqu’a
présent, fourni de valeur prédictive aux miARN. L’étude
du profil d’expression des miARN dans le liquide céré-
bro-spinal est particulierement pertinente puisqu’elle
refleterait le mieux les dommages précoces du cerveau. A
ce jour, seuls Haghikia et ses collégues ont démontré que
certains miARN sont dérégulés dans le LCR de patients
atteints de SEP et que ces miARN pourraient étre utilisés
a des fins de diagnostic [34].

Dans I'optique du développement d’une médecine
personnalisée et de traitements qui soient adaptés a
chaque patient, une découverte intéressante a été que
’expression de miARN dérégulés dans la SEP peut étre
normalisée par la prise de certains médicaments. Des
traitements (acétate de glatiramére, natalizumab, IFN-f3)
modifient en effet les niveaux d’expression de diffé-
rents miARN (miR-146a [54], miR-142-3p [54], miR-
126 [55] et miR-17 [56]). Chaque patient pourrait étre
ainsi suivi en fonction du profil de miARN préalablement
prédéfinis pour différents compartiments et, selon ce
profil ou son évolution, I'utilisation d’une combinaison
de traitements, déja existants, pourrait étre proposée.
La multithérapie ciblant les miARN spécifiquement
dérégulés dans la SEP constitue donc une piste intéres-
sante et innovante pour traiter les patients.

Conclusions et perspectives

Il est aujourd’hui démontré que les patients atteints de
SEP présentent des anomalies d’expression de nombreux
miARN, qu’ils soient intracellulaires ou extracellulaires.
Ce processus est également observé dans le dévelop-
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