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Introduction :

Le foie, surnommeé le "laboratoire chimique" du corps humain, est un organe vital et complexe
joue un role essentiel dans notre corps. Son bon fonctionnement est crucial pour notre santé
globale gréce a ses unités structurelles et fonctionnelles nommées lobules hépatiques et qui sont
constituées d’un groupement de cellules principalement les hépatocytes et qui représente 60%
des cellules du foie aussi on retrouve d’autre types de cellules : les cellules endothéliales
sinusoidales (cellules constituant les vaisseaux sanguins), les cellules de Kupffer
(macrophages), les cellules stellaires ou de Ito, les cholangiocytes (cellules épithéliales

constituant le canal biliaire) et les cellules dendritiques hépatiques [5,6].

Cette organisation histologique particuliére permet au foie d'accomplir une variété de taches
innombrable citant principalement son rble métaboliques glucidique (glyconéogeneése,
glycogénolyse, néoglucogenése), lipidique (lipogenése, lipolyse) et protidique (synthese et
dégradation des protéines) aussi la sécrétant de la bile qui permet la digestion et 1’absorption
des graisses alimentaires [7]. Il posséde une autre fonction metabolique qui est le stockage des
vitamines A, D, E, K et B12, ainsi que la ferritine, les lipides et le glycogéne qui constitue un
réservoir d’énergie [5]. Il joue un autre role important dans la détoxification de nombreuses

toxines produites par notre organisme, comme 1’ammoniac et 1’éthanol [8].

Malheureusement, le foie peut étre affecté par diverses pathologies et perturbent parfois
gravement la santé du corps humain, notamment 1’hépatite, se défini par une inflammation du
foie qui provoque une destruction et des lésions au niveau des hépatocytes. Il existe deux
grandes catégories d’hépatites selon son origine : I’hépatite virale comme son nom I’indique,
elle est causée par des virus A, B, C, D ou E [9] et I’hépatite non virale qui se subdivisent en
hépatite alcoolique, un syndrome defini principalement par I'apparition clinique de la jaunisse
chez les patients qui consomment de maniere excessive des boissons alcoolisees [10]. La
deuxiéme sous-catégorie est I’hépatite métabolique, également connue sous le nom de stéatose

hépatique non alcoolique (NAFLD).

La stéatose hépatique non alcoolique est une maladie chronique, multifactorielles et
multisystémique, la plus courante dans le monde, peut évoluer en augmentant de fagon
dramatique le risque de la morbidité ou de la mortalité, I’évolution de cette maladie commence
par la stéatose, a la stéatohépatite non alcoolique (NASH), la stéatohépatite non alcoolique avec

fibrose, la cirrhose et le carcinome hépatocellulaire [11].




En outre, ce qui est redoutable avec cette maladie, c’est qu’elle est silencieuse, elle ne présente
pas de symptdmes particuliers. En effet, Le diagnostic de la stéatose hépatique non alcoolique
repose sur une combinaison de criteres cliniques, biologiques et d'imagerie, mais ces tests ne
fournissent pas d'informations précises sur la gravité de la maladie ou sur les dommages
hépatiques associés, méme la ponction biopsie qui est considérée comme le gold standard, est
limitée par son biais d'échantillonnage et sa faible acceptabilité, de plus, elle comporte des
risques graves tels que la mortalité, les saignements et la douleur [12]. Il est donc recommandé

de développer une méthode d'évaluation non invasive dans le diagnostic de cette maladie.

L'évolution constante de la recherche médicale a ouvert de nouvelles perspectives dans le
domaine du diagnostic de la stéatose hépatique non alcoolique. Récemment, I'émergence d’une
grande famille d’ARN non codants dites les microARNs (miARNS) a suscité un intérét croissant
en tant qu'outils de diagnostic prometteurs. Cette nouvelle classe de régulateurs de 1’expression
génique a attiré l'attention de plusieurs chercheurs qui ont consacré leurs efforts a explorer le
role des microARNs notamment dans la NAFLD.

Dans ce mémoire, nous allons premiérement introduire la stéatose hépatique non alcoolique,
afin de comprendre de quoi il s'agit réellement, commengant par sa définition, 1’épidémiologie
puis les différents facteurs favorisant cette maladie terminant par ses maladies sous-jacentes.
Dans le chapitre qui suit, nous aborderons des généralités sur les microARNS, passant a leur
biogenese ensuite a leur mode d'action et les méthodes de dosage de ces petites molécules. Pour
terminer, le troisieme chapitre recombine les deux premiers chapitres, il présente les résultats
qui témoignent du travail intensif dans notre recherche et qui vise a bénéficier d'une méthode

de diagnostic plus précoce et plus précise a l'avenir basée sur ces microARNS.




Chapitre | : la stéatose hépatique non alcoolique

1. Définition :

Sur le plan histologique, la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) est en fait un terme
générique englobant un large spectre de maladies hépatiques progressives allant de la stéatose
hépatique simple (NAFL) a la NASH, cette derniere pouvant potentiellement conduire a une
fibrose hépatique, une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire (CHC). Au niveau cellulaire,
NAFLD est défini par la présence d’une accumulation excessive de graisses (stéatose) dans plus
de 5 % des hépatocytes en 1’absence d’autres étiologies de maladies hépatiques (par exemple,
hépatite virale, maladie hépatique auto-immune, etc.) ou de causes secondaires de stéatose
hépatique (médicaments stéatogénes, consommation significative d’alcool défini comme
supérieure ou égal a 20 et a 30 g par jour respectivement pour les femmes et pour les hommes.
La NAFLD est souvent une maladie silencieuse a évolution lente ce qui signifie qu'elle peut se

développer sans étre détectée, ces symptomes n’apparaissent que dans les stades avancés [13].

En 2020, un groupe d’experts internationaux a réévalué la définition actuelle de cette maladie
et est parvenu aun consensus en faveur d’un changement de nomenclature, de la stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD) a la stéatose hépatique associée a un dysfonctionnement
métabolique (metabolic (dysfunction)-associated fatty liver disease, MAFLD). Par conséquent,
selon les nouveaux criteres proposés, la MAFLD est définie par la présence d’une stéatose
hépatique, en plus de 1’un des trois criteéres suivants, a savoir le surpoids/I’obésité, la présence
d’un diabéte type 2 (DT2) ou la présence d’un déréglement métabolique, mais Il reste toutefois

a déterminer si I’utilisation de la nouvelle nomenclature va intégrer la pratique [14,15].
On distingue deux grandes entités dans la stéatose hépatique non alcoolique :

Stéatose simple (NAFL : non alcoholic fatty liver) :

C’est un stade de la maladie, isolée ou accompagnée d’une inflammation lobulaire minime,
elle n’entraine ni de complications ni de lésion hépatique. Biochimiquement NAFL présente
des vacuoles chargées en triglycérides dans le cytoplasme des hépatocytes. Il existe 2 types de
stéatose selon la taille des vacuoles lipidiques :

La stéatose macro-vacuolaire lorsque les vacuoles ont une taille supérieure a celle

du noyau cellulaire et il est déplacé vers la périphérie cellulaire ;




b)

La stéatose microvesiculaire : les vacuoles ont une taille inférieure a celle du
noyau cellulaire et ne le déplacent pas en périphérie [16].

La stéatohépatite non alcoolique (NASH) :

Représente une stéatose associée a des 1ésions d’inflammation lobulaire et des signes de 1ésions
hépatocytaires (ballonisation) avec ou sans fibrose, cette derniere est le résultat de I’action
enfilée des cellules étoilées ainsi que des cellules de Kupffer qui vont produire une quantité
anormalement abondante du collagéne, le responsable des lésions de fibrose. Celle-ci est
graduée en cing stades : FO (absente), F1 (péri-sinusoidale ou portale/péri-portale), F2 (péri-
sinusoidale et portale/ péri-portale), F3 (septa fibreux) et sa progression peut conduire au stade
F4, la cirrhose qui est une maladie irréversible résulte d’une 1ésion permanente du parenchyme
hépatique, caractérisee par la transformation de la structure normale du foie et du
développement de cicatrices dans le foie entrainant une obstruction de I’écoulement sanguin a
travers le foie [17]. Franck Chauvin, professeur de santé publique a 1’université de Saint-
Etienne et a I’Institut de cancérologie de la Loire, explique : « cette cirrhose fait le lit du cancer
», ¢’est-a-dire que la cirrhose cause 1’accumulation des mutations qui peuvent conduire au
développement d’un type de cancer du foie primaire appelé le carcinome hépatocellulaire

(CHC) ou hépatocarcinome (en anglais, hepatocellular carcinoma HCC)[18].

Le spectre de la NAFLD

Transplantation
ou la mort

Figure 01 : Spectre de la progression de la NAFLD. Le développement de la NAFLD est
divisé en quatre stades : stéatose simple (ou NAFL), NASH, cirrhose du foie et

éventuellement HCC [1].




2. Incidence et prévalence de la NAFLD et de la NASH :

Il est impératif de comprendre 1’incidence et la prévalence de la NAFLD et de la NASH, car
elles sont directement liées a 1’évolution des tendances en matic¢re de Transplantation hépatique
et a ’augmentation des colts des soins de santé associés. Selon une méta-analyse récente, la
prévalence mondiale de la stéatose hépatique non alcoolique, lorsqu’elle est diagnostiquée par
imagerie, est estimée a 32,4 % (intervalle de confiance [IC] 95 % 29,9 a 34,9) et elle a
considérablement augmenté au fil du temps [15]. En raison de son lien étroit avec les troubles
métaboliques, la NAFLD est plus fréquente chez les personnes atteintes du syndrome
métabolique. Par exemple, chez les patients atteints de DT2, la prévalence globale de la NAFLD
et de la NASH est estimeée respectivement a 55,5% (IC 95%, 47,3 a 63,7) et 37,3% (IC 95%,
24,7 a 50,0%). Les patients obeses présentent également une prévalence de NAFLD allant
jusqu'a 80%, tandis que plus de 90% des patients subissant une chirurgie bariatrique présentent
une NAFLD [15].

Il est difficile d'estimer Il'incidence de la NAFLD dans la population générale en raison de
données limitées. Cependant, une récente méta-analyse a révélé une incidence allant de 28,0
pour 1000 personnes-années (IC 95 %, 19,3 a 40,6) en Israél a 50,9 pour 1000 personnes-années
(IC 95 %, 44,8 a 57,4) en Asie, mais ces taux sont probablement sous-estimés. Selon une étude
de modélisation, la population atteinte de NAFLD devrait augmenter de 30 % d'ici 2030, la
Chine étant la plus touchée. En méme temps, la prévalence de la NASH devrait augmenter de
56 % et les maladies hépatiques avancées, ainsi que la mortalité liée au foie, devraient doubler.
La Suisse ne fait pas exception a cette pandémie mondiale de NAFLD, car une étude de
modeélisation a estimé qu'il y aura 2 234 000 cas de NAFLD d'ici 2030, soit 24,3 % (20,9 a 27,8
%) de la population suisse totale. En outre, I'incidence des maladies hépatiques avancées devrait

augmenter de 40 % au cours de la méme période [15].

3. Causes et facteur de risque de NAFLD :

La stéatose hépatique non alcoolique est une complication hépatique du syndrome métabolique
d'origine multifactorielle qui implique une combinaison de facteurs de risque peuvent étre

classés en plusieurs catégories selon leur origine ou leur nature, notamment :

3.1. Comorbidité métabolique :

Le Syndrome métabolique : est une constellation d’anomalies reliées entre elles, incluant des
perturbations des métabolismes lipidiques et glucidiques, associées a des anomalies vasculaires

et un état pro-thrombotique et pro-inflammatoire et qui constitue I’une des principales causes
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de la stéatose hépatiqgue non alcoolique. Le SM comprend des facteurs de risque
cardiovasculaire tels que l'obésité abdominale, la dyslipidémie pro athérogene, I'nypertension

artérielle (HTA), I’IR et (ou) l'intolérance au glucose, 1'état pré thrombotique [23].

3.1.1. L'obésité abdominale : également appelée obésité viscérale, est une
accumulation de graisse autour de la région abdominale, qui est liée & un risque accru de
NAFLD. La prévalence de cette derniére augmente avec I’IMC et le tour de taille : 67 %
des patients en surpoids et 94 % des patients obeses ont une NAFLD [24]

3.1.2. La résistance a I'insuline : 1l se définie comme une diminution de la capacité
de I’insuline a réguler les taux de glucose plasmatique conduisant a un déréglement du
métabolisme glucidique et lipidique. IR peut provenir du foie stéatosique qui produit des
protéines (appelées hépatokines, comme la fétuine-A ou la sélénoprotéine-P) capables
d’agir sur le tissu adipeux et le muscle et entrainer une résistance a I’action de I’insuline
a ce niveau et favoriser une lipolyse conservée et la sécrétion d’acides gras libres dans la
circulation qui seront alors stockés au niveau hépatique [25].

3.1.3. Dyslipidémie : se traduit le plus souvent par une hypertriglycéridémie (un taux
¢levé de graisses dans le sang) ainsi qu’a une hypercholestérolémie. En effet, 1'état hyper-
insulinémique et I'exces d'’AGL dans le foie entraineront une sécrétion accrue de VLDL.
A cause de cette IR, ces VLDL ainsi que les HDL, vont rester plus longtemps dans le
plasma, ce qui va favoriser la communication entre ces deux molécules lipidiques. Le
VLDL consomme des TG, ce qui est positif pour le HDL, alors que le cholestérol se fera
détriment du HDL. De ce fait, il en résulte un profile lipidique favorable a
I'athérosclérose, ce qui augmente les risques cardiovasculaires, une des complications
souvent associées a la NASH chez certains malades [26].

3.1.4. L’hypertension artérielle : Dans le syndrome métabolique, ’HTA peut étre
causée par trois mécanismes principaux. Premierement, l'insuline a un effet
vasodilatateur et est impliquée dans la réabsorption rénale de sodium, de sorte que son
dysfonctionnement peut entrainer une élévation de la pression artérielle. Deuxiemement,
I'obésité est souvent associée a un exces d'acides gras, qui peut entrainer une constriction
des vaisseaux sanguins et augmenter la pression artérielle. Enfin, le syndrome
métabolique est etroitement lié a I'hypertrophie du tissu adipeux viscéral et a I'insulino-
résistance, qui peuvent provoquer une libération excessive d'acides gras et de cytokines
pro-inflammatoires dans la circulation sanguine. Ces perturbations métaboliques
favorisent le risque de maladies cardiovasculaires en créant un état pro-thrombotique et

pro-inflammatoire propice a l'athérosclérose. C'est pourquoi le syndrome métabolique




peut entrainer des complications hépatiques telles que la stéatohépatite non alcoolique
(NAFLD), ainsi que des complications extra-hépatiques souvent observées [22].

3.15. Diabéte de type 2 : 1l a été démontré qu’environ 70% des personnes souffrant
de DT2 sont atteintes de NAFLD. Des études basées sur I'histologie hépatique montrent
que 80% des personnes souffrant de diabete avec NAFLD présentent une NASH et une

fibrose avancée dans 17% a 40 % des cas [27]

Intolérance au Résistance a
glucose I’insuline
Diabete de type 2 Hyperinsulinisme

~—_ ] _—

Syndrome métabolique

— | T~

Hypertension ‘ Stéatose ‘ Dyslipidémie

hépatique

Figure 02 : La stéatose hépatique est une composante du syndrome métabolique [2].

3.2. Age et sexe :

La pathogenese NAFLD est associée a I'age, le sexe et la fertilité [19]. Il a été rapporté que sa
prévalence augmente avec I'age, elle varie de 20% chez les personnes de moins de 20 ans, a
plus de 40% chez les personnes de plus de 60 ans [20]. L’age est un facteur important chez les
femmes. Avant 50 ans, les femmes ont une sévérité de la fibrose moindre que celle chez les
hommes en raison de I'effet protecteur présumé des cestrogénes qui diminue apres la ménopause
[21]. Le sexe masculin est un prédicteur indépendant du développement de la stéatose hépatique
non alcoolique. L'age fertile est associé a des lésions hépatiques et une inflammation des
hépatocytes plus graves, mais également a une diminution du risque de fibrose hépatique par

rapport aux hommes et au statut post-ménopausique [22].

3.3. Facteurs génétiques :

Des facteurs de risque familiaux/génétiques peuvent favoriser une surcharge en graisse
hépatique. Le variant génétique de PNPLA3 responsable de la substitution d’une isoleucine en
méthionine a la position 148, codant pour la protéine adiponutrine (impliquée dans le
métabolisme au sein de la gouttelette lipidique) et entrainant le changement d’une isoleucine
par une méthionine (1>M) ce qui conduit & une séquestration des triglycérides et des retinyl
esters dans les gouttelettes lipidiques des hépatocytes et des cellules stellaires entrainant




I’accumulation de graisse au niveau hépatique. Son polymorphisme a été associé¢ a plus de
stéatose, de NASH, de fibrose et de carcinome hépatocellulaire dans plusieurs cohortes. De
nombreux autres polymorphismes génétiques portant sur des genes impliqués dans le
métabolisme lipidique ou mitochondrial, la voie de signalisation de 1’insuline ou ’activation
des cellules stellaires ont été impliqués tell que : MBOAT7, GCKR, HSD17B13, TM6SF2,
LYPLALL, APOB, MTTP, LPIN1, SOD2 [28].

3.4. Facteurs de risque liés au mode de vie :

L'inactivité physique ou la sédentarité qui signifie le manque d'exercice régulier et qui
prédispose au développement de 1’obésité, du syndrome métabolique, du diabéte de type 2 ce
qui contribue au développement de la NAFLD [29].

Une alimentation riche en graisses saturées et en sucres ajoutés : Le régime alimentaire joue un
réle important dans la pathogenése de la NAFLD et certains nutriments sont directement
associes a l'inflammation du foie. L'augmentation de I'apport alimentaire en acides gras saturés
induit la lipogenese de novo et le cholestérol alimentaire conduit a I'apoptose et au stress

cellulaire [30].

4. Les maladies sous-jacentes de la NAFLD :

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) devrait étre considérée comme une facette d'une
maladie multisystémique car elle présente un certain nombre de complications extra hépatiques
associées a un risque accru de maladies cardiovasculaires (CVD) et de maladies rénales
chroniques (CKD), de rétinopathie dans le contexte du diabéte de type 2 et d'un risque accru de
cancers extra-hépatiques. Les manifestations extra-hépatiques de la stéatose hépatique non
alcoolique partagent souvent la résistance a l'insuline et de nombreux autres facteurs de risque

traditionnels et non traditionnels [31].
Nous allons nous intéresser aux maladies associées ou sous—jacentes les plus courantes :

4.1. Diabéte type 2 : Le diabete de type 2 est une maladie chronique caractérisée par une

hyperglycémie due a une résistance a l'insuline et/ou une insuffisance de production
d'insuline par le pancréas. Il existe une relation bidirectionnelle claire entre le diabéte
de type 2 et la stéatose hépatique non alcoolique. Les personnes atteintes de NAFLD
ont une résistance a l'insuline accrue qui peut progresser vers un DT2, en particulier
chez les personnes ayant déja des facteurs de risque tels que I'obésité, un surpoids, le
manque d'activité physique, une alimentation déséquilibrée, susceptibilité génétique,
HTA et de dyslipidémie et qui sont souvent associes au DT2 [32].




4.2. Maladies cardiovasculaires : Le point de vue accepté est que la stéatose non

alcoolique n'est pas seulement liée a la morbidité et a la mortalité hepatiques, mais aussi
a la maladie coronarienne, aux anomalies cardiaques structurelles et fonctionnelles et
I'arythmie est associée a un risque accru [22]. Les patients atteints de NAFLD ont deux
fois plus de risques de mourir d'une maladie cardiovasculaire. Les mécanismes par
lesquels la NAFLD augmente le risque cardiovasculaire sont tres complexes, a savoir
notamment l'inflammation systémique, le stress oxydatif, les adipokines, le stress du
réticulum endoplasmique, la lipotoxicité cardiaque et la dysbiose du microbiote [33].
Le spectre de la CVD s'étend au-dela de la CVD athérosclérotique mais implique
également un risque accru de cardiomyopathie, de calcification valvulaire cardiaque,
d'arythmies cardiaques et de certains troubles de la conduction cardiaque [34].

4.3. Maladie rénale chronique : Une méta-analyse ultérieure a révélé une association entre

la stéatose hépatique non alcoolique et I'incidence et la prévalence de la maladie rénale
chronique chez les personnes avec et sans diabéte. De plus, il y avait une prévalence
plus élevée de la maladie rénale chronique chez les personnes atteintes de NASH par
rapport a la stéatose simple et chez celles ayant une fibrose avancée par rapport a celles
ayant une fibrose non avancée [31].

4.4. Les cancers extra-hépatiques : Il y a des preuves solides qui suggérent que la NAFLD

peut augmenter le risque de développer certains types de cancer tell que le cancer
colorectal, cancer du pancréas, cancer de 1’cesophage, cancer gastrique, cancer
d’utérine, Intra-hépatique cholangiocarcinome, cancer du sein, Cancer du rein/vessie

et mélanome [35].

Autres affections associées a la NAFLD : Il existe une association reconnue entre la NAFLD et
d'autres affections endocriniennes, qui sont au moins en partie médiées par I'obésité, notamment
I'nypothyroidie, le syndrome des ovaires polykystiques et le déficit en hormone de croissance.

Il existe egalement un lien avec I'apnée obstructive du sommeil [S42] et le psoriasis [3].
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Figure 03 : La NAFLD une maladie multisystémique [3].
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Chapitre 11 : MicroARNs

1. Généralités sur les microARNS :

Les microARNSs sont découverts pour la premiére fois chez Caenorhabditis elegans en 1993, et
le premier miARN c’est lin-4, et depuis lors, leurs importances dans la régulation génétique ont
été largement démontrées. Des milliers de microARN reconnus qu’ils sont impliqués dans de
nombreuses voies de signalisation cellulaires complexes [36]. Les microARNSs sont des petits
ARN non codant mesurant de 20 & 23 nucléotides de long qui régulent I’expression des génes.
Contrairement aux ARN messagers, ils ne possédent ni coiffe protectrice en 3’ (cap) ni une
queue poly(A) [36]. IIs sont présents dans une large gamme d’organismes, y compris les
plantes, les animaux et les virus. lls agissent en se liant a des séquences complémentaires sur
les ARN messagers (3” et ou 5° UTR), ce qui conduit a la dégradation de I’ARNm cible ou a
I’inhibition de sa traduction en protéine. Ainsi, les microARN jouent un rdle essentiel dans la
régulation de plusieurs processus biologiques, tels que le développement embryonnaire, la
différenciation cellulaire, I’homéostasie des tissus et la réponse aux stimuli environnementaux
[37] et son principal role c’est d'empécher la traduction des ARN messagers en protéines en s'y

attachant [38].

A ce jour, plus de 2 500 microARN matures ont été découverts chez I'nomme, et ils ciblent plus
de 50 % du génome. Un seul géne peut étre régulé par plusieurs microARNS et, inversement,
un seul microARN peut réguler plusieurs genes en raison de la complémentarité souvent
partielle [38]. Les études fonctionnelles menées sur les microARNs indiquent que ces petites

molécules d'ARN participent a la régulation de presque tous les processus cellulaires [39].

2. La biogénése des microARNS :

La plupart des génes de miARN sont transcrits par I'ARN polymeérase Il (Pol II) pour générer
une structure en tige-boucle contenant un miARN primaire (pri-miARN), qui peut varier en
taille de centaines de nucléotides a des dizaines de kilobases. Une exception concerne les
mMIARN situés a l'intérieur d'éléments répétitifs Alu, qui peuvent étre transcrits par I'ARN
polymérase 111. Comme les ARNm, les pri-miARN transcrits par la Pol 11 sont polyadénylés et
peuvent étre épissés. Un rapport tres recent montre que la plupart des miARN mammiféres sont

encodés dans des introns et que le traitement des miARN semble se produire avant I'épissage.
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Le pri-miARN est trait¢ dans le noyau par un complexe multiprotéique appelé le
Microprocesseur [40], dont les composants principaux sont I'enzyme de type RNase 111 Drosha
et le domaine de liaison a I'ARN double brin (dsRBD) protéine DGCR8. Ce complexe clive le
pri-miARN formant ainsi une structure en épingle a cheveux irréguliere (pré-microARN). Les
pré-microARN sont transportés du noyau vers le cytoplasme par I'exportine-5[38], ou ils sont
a nouveau clivés par la Dicer [40], une deuxieme enzyme RNase Ill, pour former des
oligonucléotides double brin de 18 a 24 paires. Aprés séparation du double brin facilitée par
une hélicase, I'un des brins devient le microARN mature[38]. Le duplexe de miARN mature
ainsi formé est alors pris en charge par une protéine (AGO) aidée de la protéine chaperonne
Hsp-90 (heat shock protein 90). Le brin passager est dégradé, le brin guide restant ancré dans
la protéine Argonaute pour former le miRISC (RNA-induced silencing complex). Au sein du
complexe RISC, le microARN s'attache, avec une complémentarité totale ou partielle, a son
ARN messager cible, ce qui induit sa dégradation, sa sequestration ou l'inhibition de sa
traduction et en bloquant I'accés du ribosome, qui est la machinerie cellulaire responsable de la
synthése des protéines, ou en provoquant la dégradation de 'ARNm cible. Cela se fait par
I'activité endonucléasique de I'Argonaute ou par l'interférence avec d'autres protéines de
traduction [40].

Il existe une grande diversité de miARN, et leur séquence spécifique détermine leurs cibles
potentielles. Les bases appariées entre le miARN et I'ARNm cible doivent é&tre
complémentaires, mais les appariements imparfaits sont également possibles, ce qui permet a
un seul miARN de cibler plusieurs ARNm et a plusieurs miARN de cibler un ARNm spécifique.
Cette complexité de l'interaction entre les miARN et leurs cibles confére une flexibilité
supplémentaire au systéeme de régulation génétique. Cette complexité de l'interaction entre les
miARN et leurs cibles confére une flexibilité supplémentaire au systeme de régulation

génétique [41].

12




: Nayau wioplasme
Géne microARN ou intron Nayau  Cytoplasme

o /
5 ARN Pol 1111 l Transcription "
\.‘\ '1’
°7>~ N : 3 /
4"'
- pri-microARN /
- '4
3 = i
i l Clivage /
g ' , .
ré-microARN
P - Exportation nuciéare
- e
~
> X
A - 2 Leel l.‘ i l i | l | | |
=g 3
e pré-microARN
!? - 11 N ™7 TI 1 ’_*3.
i C‘ ’l'lll‘llll'llllllll!llb.
duplex de microARN . )
S Degradation
@ Formation RISC
1 L
; v ; L
- 4
JFT*I‘I“I*.‘-‘TT‘I’I??T‘I"‘”v‘!TY‘S b ot L B
MicroARN mature L F
/ ! \
Ciivage de la cible de 'TARNm Ré pression translationnelle Morténylation de TARNmM

Figure 04 : Représentation schématique de la biogénese des microARNSs. Les microARN
sont préeférentiellement transcrits par la RNA polymérase Il sous forme de pri-miRNA. La
premiére étape de maturation pri-miR est son clivage dans le noyau par la RNAse Il Drosha.
Le produit de ce clivage est le pre-miRNA ou pre-miR, un ARN d’environ 70b ayant une
structure tige-boucle qui sera exporté vers le cytoplasme par 1’exportine-5 (XPO5). Le pre-miR
subit ensuite une étape de maturation qui repose sur I’action de la RNAse III Dicer, qui produit
une structure de type duplex double brin composé du brin guide (qui deviendra le microARN
mature) et du brin passager (ou microARN*). Ce duplex est recruté au sein du complexe RISC,
composé des protéines Dicer, TRBP et Ago, ou aura lieu la dégradation du brin passager, et

I’association du microARN mature avec ses cibles [42].

3. Mode d’action des microARNs :

Les mirARNs régulent I'expression génique de divers processus cellulaires en se liant a la

région non traduite 3' de 'ARNm cible (3'-UTR). lIs exercent cette régulation en inhibant la
traduction ou en induisant la dégradation d'une protéine spécifique via leur liaison a 'ARNmM

[43]. Certains mirARNSs sont partiellement complémentaires a un ou plusieurs ARNm, leur
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spécificité dépend de la séquence de complémentarité entre les sites d'interaction des ARNm et
la séquence nucléotidique en position 2-8 a I'extréemité 5', appelée "région de graine". Les
mirARNS jouent un réle crucial dans la régulation post-transcriptionnelle et sont considérés
comme des cibles thérapeutiques potentielles pour la médecine personnalisée. Des études sur
les puces d’ADN ont permis l'identification de nombreux mirARN en tant que biomarqueurs.
Ils ont été impliqués dans le développement et la progression de diverses pathologies,
notamment la NAFLD, et sont donc considérés comme des cibles diagnostiques et
thérapeutiques potentielles pour la médecine personnalisée [44]. Les mirARNSs peuvent cibler
un gene unique (monogenique), plusieurs genes (polygénique ou multifonctionnel) ou plusieurs
mirARNs peuvent cibler un méme gene (redondance), ce qui souligne leur capacité de
régulation importante et leur impact profond sur la santé et la maladie.

Ces mirARNs ont été identifiés dans le sérum, le plasma, la salive, l'urine et des tissus
specifiques, et ils sont associés a des protéines, des lipides et des lipoprotéines, ce qui contribue
a leur stabilité dans la circulation [43]. Généralement, les mirARNSs sont liés a des protéines,
principalement AGO 2, ou sont encapsulés dans des exosomes pour éviter leur dégradation par
les ARN circulants. Leur libération dans la circulation peut se produire passivement lors de la
mort cellulaire ou par une libération active via des microvésicules cellulaires. Par exemple, dans
les Iésions hépatiques alcooliques et non alcooliques, le mir-122 spécifique au foie est
principalement retrouvé dans les exosomes, tandis que dans les lésions hépatiques toxiques

induites par le paracétamol, la plupart du mir-122 est liée a des protéines [44].
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Figure 05: Mécanisme d’action des microARN[4]
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4. Sécrétion des microARN dans le milieu extracellulaire :

Les microRNAs se déplacent a travers le milieu extracellulaire de différentes maniéres et sous
différentes formes .Les cellules tumorales ainsi que les cellules non tumorales libérent des
microRNA dans les milieux extracellulaires, et cette production peut prendre plusieurs formes
. la sécrétion d'exosomes a partir des corps multivésiculaires (MVB) du systéeme endosomique,
la formation de microvésicules par bourgeonnement de la membrane cytoplasmique, la
libération de vésicules apoptotiques lors de I'apoptose, la libération de complexes libres (non
vesiculaires) lors de la nécrose ou de la nécroptose, ainsi que d'autres mecanismes tels que
I'association avec une lipoprotéine HDL ou la protéine nucléophosmine [NPM1] sous forme de
complexes ribonucléoprotéiques. Les microRNA se déplacent ensuite des milieux
extracellulaires vers la circulation générale. Environ 90 % des microRNA circulants se trouvent
sous une forme non vésiculaire, associés aux protéines Argonautes et plus particuliérement a

AGO2. Les exosomes représentent une nouvelle forme de communication intercellulaire[4].
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Figure 06: Dessin schématique illustre la sécrétion et la libération des microARN dans le

milieu extracellulaire[4].

5. Méthodes de dosage des microRNA : sont essentiellement représentées par :

5.1. Les microarrays : Cette méthode permet de réaliser une analyse combinatoire entre

les microRNA et I'expression des genes sur un méme échantillon, ce qui permet
d'étudier les fonctions des microRNA en identifiant leurs génes cibles. Le principe de

cette méthode repose sur I'hybridation inverse en phase solide. Les sondes sont
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5.2.

5.3.

covalentement liées a un support solide, tandis que les microRNA sont marqués et
présents en phase liquide. Etant donné que les microRNA sont courts (environ une
vingtaine de nucléotides), il est difficile de normaliser les températures de fusion (Tm).
Ce probléeme a été résolu dans certaines plates-formes (Exigonl) en utilisant des
nucléotides modifiés ou des "LNA" (acides nucléiques verrouillés) qui sont incorporés
dans les sondes d’hybridation [4].

gRT-PCR : Est une méthode de dosage des microARN circulant facilement utilisable
quotidiennement, Avec cette technologie, il est possible de réaliser des qRT-PCR soit
individuellement pour un microRNA spécifique, soit maintenant sous forme de panels
regroupant plusieurs centaines de microRNA. Cela nécessite ['utilisation de
microplaques ou chaque puits contient des amorces spécifiques a différents microRNA.
Certaines caractéristiqgues uniques des microRNA rendent leur détection
particulierement délicate[4].

Le deep sequencing : Le séquencage de nouvelle génération est une méthode en plein

essor. Elle repose sur le séquencage rapide de millions de séquences simultanément,
permettant ainsi de déterminer le profil d'expression des microRNA. Cette technique,
également appelée "miR-séquencage, est robuste. Les instruments actuels sont capables
de réaliser 200 millions (ou plus) de lectures par librairie et peuvent multiplexer 48 (ou
plus) librairies en une seule fois. Le séquencage approfondi a également permis de
caractériser plusieurs "isomiR", qui sont des microRNA présentant des variations dans
leurs séquences, notamment a leur extrémité 3', par rapport a la référence. Cela revét
une importance particuliére, car les isomiR sont impliqués dans plusieurs pathologies

humaines, notamment les cancers[4].
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Chapitre III : Analyse bibliographique
1. Méthode :

D’aprés notre analyse bibliographique, nous avons obtenu les résultats ci-dessous en effectuant
une recherche exhaustive et des analyses rigoureuses de la littérature scientifique récente (de
2009 jusqu’a 2023) portant sur un nombre équivalent a 140 articles scientifiques sur les micro-
ARNs impliqués dans la stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD). Cette démarche repose
sur l'extraction de tout microARNs régulés a la hausse ou a la baisse dans le sérum ou les
biopsies de différentes sources (humaines, animales, cultures cellulaires) ainsi que
l'identification de leurs cibles moléculaires et des voies de signalisation modulées dans les 4
stades de la stéatose hépatique (voir les 4 tableaux d’annexe 3). Cela nous a facilité la sélection
des micro-ARNSs les plus fréquemment cités et récurrents dans chaque cas pathologique de la

NAFLD et ce qui représente les résultats a traiter (voir les tableaux d’annexe 1 et 2).

Figure 07: Représentation schématique de I’analyse bibliographique réalisée sur de multiples

travaux portant sur des micro-ARNs engagés dans les quatre différents stades de la NAFLD-

NASH.

17




2. Objectif :

L’objectif principal de cette étude est de pouvoir comparer la cinétique d’évolution des
microARNS entre les différents stades de développement de la stéatose hépatique non
alcoolique et de tirer les miARNSs spécifiques pour chaque stade afin de bénéficier a terme de

biomarqueurs précoces et prédictifs d’évolution de la pathologie.
3. Résultats :

Nous nous sommes intéressés aux resultats ayant évalué le profil d’expression de miRs

circulaires dans chaque stade de développement de la stéatose hépatique non alcoolique.

3.1. Profil d’expression des microARNES :

Stéatose : Nous avons analysé 62 publications sur la stéatose (tableau 1). 1l s'avere
majoritairement que les niveaux d’expression de miR-16, -17, -21, -24, -34a, -100, -122, -132
et miR-192 sont augmentés dans le sérum des patients atteints de la stéatose par rapport aux
sujets sains [46,47,48,50]. En revanche certaines études montrent une diminution significative
de I’expression de miR-20a et -27a [46,51,52,58].

Tableau I : le Profil d’expression sérique des miARNs dans la steatose hépatique

MIRNASs Serum Références
miR-16 7 [48,49,50]
miR-17 7 [46]
miR-20a N [46,51,52]
miR-21 7 [46,51,53-56]
miR-24 2 [46,55,57]
miR-27a \ [56,58]
miR-34a 2 [47,54,55,58,59,60]
miR-100 7 [46]
miR-122 7 [46,47,49,54,58,59,60,61,62]
miR-132 7 [63]
miR-192 7 [46,47,50,58,60,64]
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Figure 08 : Représentation schématique le Profil d’expression sérique des miARNSs éleveés (en
vert) et diminués (en rouge) dans un foie stéatosique. Les résultats suggerent que
I’enrichissement des microARN miR-16, miR-17, miR-21, miR-24, miR-34a, miR-100, miR-
122, miR-132 et miR-192 est propre a la stéatose hépatique. D’autre part, les données

suggerent que les microARN miR-20a et miR-27a sont sous-exprimés.

Fibrose : Aprés avoir examiné environ 28 publications sur la fibrose (tableau I1), il apparait
que les miRs:-21, -34a et -223 augmentent significativement dans le sérum chez les patients
atteints de la fibrose par rapport aux sujets normaux [64,65,68]. Cependant, les données
montrent une baisse significative du niveau d’expression de miR-29a et miR-122 [56, 67,68].

Tableau II : le Profil d’expression sérique des miARNs dans la fibrose hépatique.

MIRNAs |Sérum Références
miR-21 7 [56,65,60]
miR-29a |\ [67,68]
miR-34a |/ [68]
miR-122 |\ [56,61,68,69]
miR-223 |/ [56,64]
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Figure 09 : Illustration des niveaux d’expression de microARNs sériques élevés (en vert) et

diminués (en rouge) dans un foie fibrosé. Les résultats suggerent que 1’enrichissement des

microARN miR-21, miR-34a et miR-223 est propre a la fibrose. D’autre part, les données

suggerent que les microARN miR-29a, et miR-122 sont sous-exprimes.

Cirrhose : Vingt études se sont intéressées aux profile d’expression des microARNs dans le

foie cirrhotique (tableau I11). En comparant les niveaux de miARNs des foies normaux par

rapport aux foies cirrhotique, Nous avons identifiés 3 miARNS régulés a la hausse et 2 régulés

a la baisse. Cette analyse a permis d’identifier un panel de miARNs dont les miR-34a, -181 et

-571 est enrichie [70,73,74,76]. En revanche, miR-29a et miR-155 présentent géneralement une

diminution significative [67,72].

Tableau I11 : le Profil d’expression sérique des miARNS dans la cirrhose hépatique.
MIRNAs |Sang Références
miR-29a |\ [67]
miR-34a |2 [73]
miR-155 |\ [72]
miR-181b |7 [70,74,75]
miR-571 |~ [76]

20




miR-181b

miR-571

Figure 10 : Illustration des niveaux d’expression de miARNSs élevés (en vert) et diminués (en

rouge) dans un foie cirrhotique. Les résultats suggerent que I’enrichissement de miR-34a, -

181b et -571 est propre a la cirrhose. D’autre part, miR-29a et -155 sont sous-exprimés.

a. Carcinome hépatocellulaire : Dans 38 publications portant sur la CHC (tableau 1V),

ont décrit que les niveaux d’expression de miR-7, -21, -26a, -122 et miR-221

s’accompagne d’une augmentation significative chez les patients atteint de ce type du

cancer [77,78,79,87]. De plus, il est a noter que miR-29a, -34a, -125a, -125b et miR-

155 sont majoritairement diminués [80, 81,82,84].

Tableau IV: le Profil d’expression sérique des miARNSs dans le carcinome hépatocellulaire

MicroARN Sérum Référence
Mir-7 2 [77]
Mir-21 2 [78,79]
Mir-26a N [80]
Mir-29a N [81]
Mir-34a N [79,82]
Mir-122 2 [79,83]
Mir-125a N [84,85]
Mir-125p v [86]
Mir-155 2 [87]
Mir-221 2 [78]
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Figure 11 : Tllustration des niveaux d’expression de miARNS élevés (en vert) et diminués (en
rouge) dans un foie atteint du CHC. Les résultats suggérent que I’enrichissement des microARN
miR-7, miR-21, miR26a, miR-122 et miR-221 est propre a la fraction CHC. D’autre part, les
données suggeérent que les microARN miR-29a, miR-34a, miR-125a, miR-125b et miR-155

sont sous-exprimeés.

2. Mécanismes physiopathologigues de la NAFLD :

La NAFLD présente un large spectre histologique, allant de 1’accumulation pure de
triglycérides (TG) dans des gouttelettes a I’intérieur des hépatocytes[88], associée a une
inflammation négligeable (stéatose simple macro-vésiculaire) a I’inflammation manifeste (avec
ou sans fibrose), un trouble appelé NASH qui peut évoluer vers une Cirrhose (5 a 10ans) et un
Carcinome hépatocellulaire (CHC) (5 a 10%) et ce dernier peut également survenir en I’absence
de cirrhose [89].

a. Stéatose:

La stéatose hépatique résulte soit d'une augmentation de I'afflux de lipides dans le foie qui
va s’accumuler sous forme des gouttelettes dans le cytoplasme des hépatocytes ou bien
d'une diminution de I'élimination des lipides [90]. La présence d’une stéatose hépatique est
souvent associée a une insulino-résistance hépatique qui consiste d’ailleurs un critére du
syndrome métabolique traduit par une augmentation de la production endogéne de glucose
(glycémie>=100mg/dI)[91].

e Insulino-résistance hépatique :
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Les variations du niveau des microARN vont donc avoir des conséquences sur le
fonctionnement de I’organe. Par conséquent, les microARNSs offrent la possibilité d’exercer un
role potentiel en tant que biomarqueur. Les mécanismes d’actions ne sont pour 1’instant pas
complétement élucidés, mais il a été constate que les microARNSs : miR-16 et miR-100 agissent
sur la voie de l'insuline en ciblant la molécule mTOR. De plus, les deux autres microARNS,
miR-17 et miR-20a, ciblent PKnox1, également connu sous le nom de Prepl, tandis que miR-
20a cible egalement p63. Enfin, miR-21 contribue a l'inhibition de la protéine PTEN (Figure
12).

Figure 12: schéma représentatif du mécanisme moléculaire des micro-ARNs impliqués dans

la voie de signalisation de I’insuline dans le foie.

e Lipogenése De Novo :

Dans la régulation de ce processus, nos résultats indiquent que les miR-24, miR-27a et miR-
34a inhibent respectivement les cibles suivantes : SREBP-C1, SCD1, SIRTL1, de plus le miR-
122 inhibe SIRTL, PTEN, FAS et SREBP-1c, tandis que mir-132 cible les molécules suivants :
p300, PTEN, Cyp2el et SIRTL, en dernier, miR-192 inhibe les deux enzymes lipogéniques :
FAS et SCD1 (Figure 13).
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Figure 13 : schéma représentatif du mécanisme moléculaire des micro-ARNs impliqués dans

la Lipogenése De Novo a I’interieur des hépatocytes.

b. Fibrose :

Comme dans d'autres maladies hépatiques chroniques, la fibrose dépend du résultat net entre la
fibrogenése (production de fibrose) et la fibrolyse (dégradation de la fibrose). Les 2 se
produisent de maniere concomitante lors de la crise hépatique, mais dans le temps, la
fibrogenese dépasse la capacité du foie a dégrader la matrice accumulée extracellulaire. La
fibrogenése, un mécanisme de guérison, est déclenchée par signaux liés aux hépatocytes
stressés ou endommagés et par les macrophages activés qui activent les cellules étoilées
résidentes du foie et leur différenciation en myofibroblastes qui produisent des protéines
matricielles plus rapidement qu'ils ne le peuvent dégrader. Certaines voies spécifiques de la
fibrogenése liée a la NASH ont été identifiées. Le stress oxydatif et la dysfonction
mitochondriale joueraient un role important dans 1’apparition des 1ésions de NASH. L’étape clé
de la progression de la stéatose pure vers une inflammation c’est le recrutement et 1’activation

des cellules immunitaire dans le foie qui vont produire des cytokines et des chimiokines [92,93].
e Inflammation :

On estime que 20% des gens ayant une stéatose va se développer vers une NASH définie par

une apparition d’infiltrats inflammatoires, la mort hépatocytaire et la fibrogénese. Les
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perturbations moléculaires induiraient 1’activation des voies inflammatoires comme JNK,
NF«B via le récepteur TLR4, le stress endoplasmique ou encore les voies caspase-1-1L-1p/IL-
18 a travers I’inflammasome NALP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing [93](
Figure 14).

| 1 4
e W

- JNK | ERK1/2 p38
(pso (Relt) — S

Figure 14: Schéma représentatif du mécanisme moléculaire des micro-ARNs impliqués dans
I’inflammation du foie.

e Stress Oxydatif :

Le stress oxydatif et la dysfonction mitochondriale joueraient un réle important dans
I’apparition des lésions de NASH. L’étape clé de la progression de la stéatose pure vers une
inflammation c’est le recrutement et I’activation des cellules immunitaires dans le foie qui vont

produire des cytokines et des chimiokines [92,93].
c. Cirrhose :

La cirrhose, qui représente la phase la plus avancée de la fibrose, se caractérise non seulement
par une présence accrue de cicatrices par rapport a la fibrose seule, mais également par une
altération du tissu hépatique avec la formation de septa et de nodules, une perturbation du flux
sanguin et un risque d'insuffisance hépatique. Les variations des niveaux de microARN peuvent
avoir des répercussions sur le fonctionnement de l'organe, ce qui en fait des candidats
intéressants en tant que biomarqueurs potentiels. Bien que les mécanismes d'action ne soient
pas encore entierement compris, certains microARN tels que miR-29a, miR-571, miR-155,
miR-34a et miR-181b régulent respectivement les cibles suivantes : PPARy, CREBBP, ERK1,
p53 et p27 (Figure 15).
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Figure 15 : les principales cibles des miARNSs et leur effet dans les voies impliquées dans la

cirrhose hépatique.

d. Carcinome hépatocellulaire :

Les variations des niveaux de microARN ont des conséquences sur le fonctionnement de

I'organe, ce qui fait des microARNs des candidats potentiels en tant que biomarqueurs. Les

mécanismes d'action ne sont pas encore complétement élucidés, mais différents microARNS,
tels que miR-7, miR-21, miR-26a, miR-29a, miR-34a, miR-122, miR-125a, miR-125b, miR-

155, et miR-221, agissent en régulant les cibles suivantes respectivement : EGFR, PTEN,

HGFMET, SIRT1, TGFB, CCNG1, MAP3K11, LIN28B, FOXP3 et CDKN1B (Figure 16).
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Figure 16 : Les principales cibles des microARNs et leur effet dans les voies impliquées dans

CHC.
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4. Discussion :

Les micro-ARNSs sont de petits ARN non codants qui régulent I'expression des génes en se liant
aux ARN messagers (ARNm) cibles et en inhibant leur traduction ou en favorisant leur
dégradation. Exprimés de manicre stable en conditions physiologiques, leur profil d'expression
est modifi¢ en conditions pathologiques (augmentation ou diminution) [94]. Bien que leur
découverte soit relativement récente, les micro-ARNs ont un rdle fondamental dans de
nombreux mécanismes physiologiques et pathologiques par leur activité de régulation post-
transcriptionnelle [95]. La littérature a leur sujet est croissante dans de nombreux domaines tels
que la cancérologie, les maladies chroniques ou méme le sepsis, ce vif intérét s’explique
probablement par leur apport potentiel dans les domaines diagnostique, pronostique ou méme
thérapeutique. Ces variations du niveau des microARN vont donc avoir des conséquences sur
le fonctionnement de 1’organe dont dépend le microARN. Par conséquent, les microARNs
offrent la possibilité d’exercer un role potentiel en tant que bio-marqueur [95]. Les niveaux
circulants (sang, urine, salive) de nombreux microARNs sont en cours d’évaluation pour le
diagnostic et/ ou la surveillance de diverses maladies telles que le cancer , le diabéte [96] les
maladies cardio-vasculaires [97] et la broncho-pneumopathie chronique obstructive [98]. Ils
jouent aussi un role clé dans la régulation de multiples voies de signalisation impliquées dans
le développement de la NAFLD, ce qui explique la variation de leurs expressions. Les résultats
obtenus révelent un profil d’expression différent entre les stades de la NAFLD et I'expression
d’un ensemble de microARNSs qui leur est spécifiques, c’est-a-dire qu’il existe certains miARNs
sont spécifiquement exprimés a la hausse et d’autres a la baisse pour les différents stades de
développement. De plus, on distingue des microARNs communs a deux, trois voire méme aux

quatre stades de la maladie.

Dans ce travail, ’objectif principal est de rechercher des biomarqueurs pertinents et les
différents stades de développement, nous avons cherché dans ce travail a évaluer les
mécanismes de régulation et le role des différents microARNSs. Des études ont révélé que les
miARNSs présentent une expression anormale qui constitue une caractéristique clé des maladies
hépatiques, en particulier de la NAFLD. De plus, les altérations de l'expression des miARN
sont étroitement liées a la progression de la NAFLD [99]. La présence d’une stéatose hépatique
est souvent associée a une insulino-résistance. La liaison de I'insuline a son récepteur hépatique
initie la phosphorylation de IRS-1 et IRS-2 , reconnus par le domaine d'homologie Src 2 de la
sous-unité régulatrice p85 de PI3K [100], ce qui conduit finalement a l'activation de la cascade
de signalisation AKT par la libération de phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphate. En aval de
I'IRS-1 et de I'IRS-2, la synthése du glycogene est activée via la phosphorylation dépendante
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de I’AKT du glycogene synthase kinase 3, tandis que d'autres effets sur le métabolisme du
glucose, des protéines et des lipides sont médiés par 'AKT. La fonction principale de PTEN
est de déphosphoryler en position 3 le noyau inositol des phosphoinositides et de créer le PIP2.
Son activité lipide phosphatase est essentielle pour son role de régulateur de la voie

PI3K/mTOR et sa fonction suppresseur de tumeur [101].

En notre travail, on a indiqué que les microARNs qui régulent négativement les molécules qui
forment de la voie d’insuline dans ce stade sont miR-16, miR-17, miR-20a, miR-21, miR-100.
En effet, ces derniéres années, de nombreux miARN ont été mis en évidence dont les miR-17
ou miR-21, capables d’inhiber PTEN, et d’induire de nombreux cancers et maladies
métaboliques. Les miR-16 et miR-100 sont deux miARN supplémentaires d'une grande
importance impliqués dans la maladie du foie. Ils interférent en particulier avec la voie mTOR
(mammalian target of rapamycin) qui forme dans la cellule deux complexes moléculaires
distincts, mTORC1 et mTORC2, qui ont été impliqués dans la croissance, le développement, le
métabolisme et le vieillissement, et dont les perturbations sont responsables d’obésité, de

diabete et de cancer [102].

Lipogenése de novo est activée par 1’excés de glucose circulant, ainsi que par le fructose
circulant et ’hyper-insulinémie. Les différents enzymes impliqués dans cette lipogenese (ACC,
FAS, SCD-I1...). SREBPlc un facteur sensible a 1’insuline qui contrdle ces enzymes, et
ChREBP un facteur de transcription sensible au glucose. Ces enzymes de la lipogenése sont
I’objet du développement de molécules inhibitrices comme par exemple 1’aramchol qui bloque
I’enzyme Stearoyl-CoA desaturase 1 ou les inhibiteurs de I’ Acétyl- CoA Carboxylase [93]. Les
voies d’utilisation des acides gras sont ; la béta-oxydation dans les mitochondries (celle-ci est
normalement inhibé par I'insuline) et ’export de VLDL. Au cours de la NAFLD, la béta-
oxydation semble plutdt augmentée ce qui favorise I’augmentation de la production de radicaux
hydrogénés qui majorent le stress oxydatif (Lopez-Pastor et al. 2020). Dans notre travail on a
trouvé que tous les microARN impliqués dans la lipogenese sont augmentés (miR-24, miR-34a,
miR-122, miR-132, miR-192), ce qui induit une suppression des cibles, par conséquence, la
lipogenese augmente. Les miR-34 miR-122 et miR-192 sont particulierement remarquable car
ils représentent plus de 70% de tous les miARN exprimés dans le foie. Ils ciblent des facteurs
de transcription importants, joue un role clé dans le développement et la physiologie du foie, et
participe activement au métabolisme lipidique en ciblant respectivement ATG4B, ACC2 et
SREBP[103]. Comme miR-122, miR-24 joue un role clé¢ dans le métabolisme lipidique en
ciblant SREBP [103]. Une réduction de 1'expression de miR-122 est associée a 1'accumulation
de graisse dans le foie en raison d'une diminution du métabolisme des acides gras [103]. Une
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étude récente a montré que les niveaux de régulation de miR-122 et miR-192 étaient deux fois
plus élevés dans le sérum des patients atteints de stéatose simple par rapport aux individus sains,
la différence était plus €¢levée entre le controle et la NASH [104]. Enfin, ces miARN présentent
une corrélation positive avec plusieurs facteurs sanguins, tels que le cholestérol total, le
cholestérol LDL, le ratio cholestérol LDL/cholestérol HDL, I'APOB, la protéine C réactive et
la glycémie [105].

On estime 20% des gens ayant une stéatose qui va se développer vers une NASH définie par
une apparition d’infiltrats inflammatoires, la mort hépatocytaire et la fibrogénése. Les
perturbations moléculaires induiraient 1’activation des voies inflammatoires comme JNK,
NF«B via le récepteur TLR4, le stress endoplasmique ou encore les voies caspase-1-I1L-1B/IL-
18 a travers 'inflammasome NALP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3)
[93]. D’apres les résultats précédents, Les miR-21, miR-34a, miR-223 augmentés sont corrélés
positivement avec I’inflammation, ce qui active les cellules Kupffer, les lymphocytes, NKT
ainsi que les cellules stellaires en myofibroblastes et déclenche la fibrogenése[93]. Les
macrophages résidents du foie peuvent également étre activées par PAMPs, ces cellules
inflammatoires et les cellules stellaires vont interagir entre elles et activeraient les cellules
progénitrices, tandis que miR-29a, miR-122 sont diminués ce qui entraine la diminution de

I’inflammation en inactivant les voies reli€es a ce processus.

Toutefois, il convient de souligner que la cirrhose demeure un état dynamique et
évolutif[ 106].Les complications de la cirrhose sont potentiellement graves : hypertension
portale (HTP) avec hémorragie par rupture de varices (Esogastriques, infections du liquide
d’ascite, syndrome hépatorénal, carcinome hépatocellulaire[107]. Le mécanisme n’est pas
enticrement compris mais il implique plusieurs processus interconnectés : Inflammation
hépatique : L'inflammation chronique est un ¢lément cl¢ dans le développement de la cirrhose
hépatique conduit a la destruction des cellules hépatiques et a la libération de cytokines pro-

inflammatoires[108].

Réparation et cicatrisation hépatique : En réponse a l'inflammation chronique, le foie tente de
se réparer en activant les cellules étoilées hépatiques, qui sont responsables de la production
excessive de collageéne. Cela conduit a la formation d'une cicatrice fibreuse, entrainant la fibrose
hépatique. Au fur et a mesure que la fibrose progresse, la structure normale du foie est altérée,
et les nodules régénératifs se forment[108,109]. Déséquilibre entre la synthese et la dégradation
du collagéne : Le déséquilibre entre la synthése et la dégradation du collagéne est dii a une
augmentation de la production de collageéne par les cellules étoilées hépatiques et a une

diminution de la dégradation enzymatique du collagéne [109].Angiogenese anormale : Dans la
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cirthose hépatique, il se produit une angiogenése anormale, c'est-a-dire la formation de
nouveaux vaisseaux sanguins. Cela résulte de la stimulation de facteurs de croissance vasculaire
et de 'activation de voies de signalisation spécifiques. L'angiogenése anormale peut contribuer
a I'augmentation de la pression dans les vaisseaux sanguins du foie (hypertension portale) et a
la formation de shunts vasculaires[106]. Les niveaux sériques de miR-34a, miR-181b et miR-
571 chez les patients atteints de la cirrhose sont régulés a la hausse. A I’inverse, les niveaux
sériques de miR-29a, et miR-155 sont régulés a la baisse de manicre significative, suggérant

que ces miARN spécifiques pourraient également étre des biomarqueurs potentiels.

CHC se développe le plus souvent sur une hépatopathie chronique, a partir de Iésions
précancéreuses telles des nodules de dysplasie hépatique dans un contexte de cirrhose ou une
hyperplasie adénomateuse. Fréquemment associée a des pertes d’hétérozygotie pouvant toucher
plusieurs chromosomes au sein d’une méme tumeur, 1’oncogenése du carcinome
hépatocellulaire fait intervenir plusieurs altérations génétiques précoces, au premier rang
desquelles des mutations de p53, de I’insulin-like growth factor receptor 1 (IGFR-1) ou une
surexpression des protooncogenes c-myc et cycline DI1[110]. Selon les résultats traités : miR-
7, miR-21, miR-26a, miR-122 et miR-221 sont augmentés ce qui entraine la prolifération
cellulaire a I’invasion ou a la métastase, par contre miR-29a, miR-34a, miR-125a/b, miR-155
diminués, ces microARN jouent un réle complexe dans la régulation de L’EMT du CHC.
L'EMT (Transition Epithélio-Mésenchymateuse) est un processus biologique impliqué dans la
progression de certains cancers [111]. Dans le contexte du CHC et de 'EMT, des études ont
montré que certains miARN jouent un role crucial en ciblant et en activant des voies impliquées
dans I'induction de 'EMT. Plusieurs miARN ont été identifiés comme régulateurs clés de 'EMT
dans le CHC [112]. D'autres miARN, tels que le miR-21, le miR-34a, le miR-155 ont également
été associés a l'activation de I'EMT dans le CHC en ciblant différents génes et voies impliqués
dans la régulation de 'EMT. Par exemple, le miR-21 a été montré pour promouvoir I'EMT en
ciblant le géne de la phosphatase et tensin homolog (PTEN) qui est un suppresseur de tumeur
et régulateur négatif de 'EMT. Par conséquent, il est essentiel de comprendre en détail les
mécanismes moléculaires spécifiques régulés par chaque miARN afin d'éclairer leur role dans
I'EMT du CHC. En résumé, les miARN jouent un role essentiel dans la régulation de I'EMT
dans le carcinome hépatocellulaire. Certains miARN inhibent I'EMT en ciblant les geénes
activateurs de I'EMT, tandis que d'autres miARN favorisent I'EMT en ciblant les genes

suppresseurs de 'EMT.

30




Conclusion :

La NAFLD (stéatose hépatique non alcoolique) est une maladie du foie qui se caractérise par
I'accumulation excessive de graisse dans les cellules hépatiques. Elle peut évoluer vers des
stades plus avances tels que la fibrose, la cirrhose et méme le carcinome hépatocellulaire
(CHC). En outre, les microARNSs sont des petites molécules d’/ARN non codant qui jouent un
role essentiel dans la régulation de nombreuses voies biologiques, comme la prolifération,
différenciation, métabolisme, angiogenése, 1’inflammation et apoptose. Ils interagissent avec
les ARN messagers (notamment la région 3’UTR) cibles et régulent ainsi l'expression des
genes. Dans le contexte de la NAFLD, les miARNs sont impliqués dans la modulation des voies
moléculaires associées au développement et a la progression de cette pathologie.

Une analyse bibliographique a été réalisée en recensant 140 articles publiés de 2009 a 2023.
Cette revue de littérature a permis d'identifier les variations de certains miARNSs au cours des
différents stades de développement de la NAFLD, le tri des miRs les plus cités nous a ainsi
permis de déterminer essentiellement ceux spécifiques de chaque stade de la maladie, comme
nous avons identifi¢ des miRs en commun dans 2 a 3 stades, par ailleurs certains d’entre eux

montrent une régulation a la hausse dans un stade et a la baisse dans un autre.

Stéatose Fibrose Cirrhose Carcinome

. EB-181b miRZ. mir-26a

miR-223 miR-221
miR-571

miR-125a
miR-125b

Figure 17 : Dessin schématique illustre les différents microARNSs spécifiques de chaque stade.
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Les résultats obtenus nous a permis d'approfondir notre compréhension de la régulation des
voies moléculaires impliquées dans la stéatose hépatique non alcoolique grace aux miARNS,
en déduisant que la présence de miARNs communs dans differents stades de la maladie peut
étre le reflet de mécanismes biologiques partagés, tels que des voies de signalisation altérees,
de plus I’existence de miARNSs spécifiques pour chaque stade de la NAFLD indique que chaque
stade est caracterisé par des voies de régulation moléculaire distinctes, ce qui permet de mieux
comprendre la biologie de la maladie.

Pour conclure, les miARNSs spécifiques sont considérés comme des biomarqueurs potentiels

pour le diagnostic, la progression et la réponse au traitement de la NAFLD.
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ANNEXE 01 : Profil d’expression sérique et hépatique des miARNs dans les

Stéatose :

04 stades de la (NAFLD)

MIRNAS | Sérum Références MIRNAs | Biopsie | Références

mirR-16 | [48,49,50] miR-16 | (113,114]

mirR-17 |7 [46] miR-17 | Y [115,116,117]
miR-20a | * [46,51,52] miR-20a | [116,118,119]

miR-21 |7 [46,51,53-56] mir-21 | N [115,120-126]

mir-24 |7 [46,55,57] miR24 |7 [115,120,127,128]
miR-27a | ™ (56,58] miR-27a | 7 [126,128-130]
miR-34a |7 [47,54,55,58,59,60] mir34a |7 [113134;,120,121,126,127,131—
miR-100 |7 (46] miR-100 |7 [120,124,134]

mir-122 |7 [46,47,49,54,58,59,60,61,62] mir122 |7 513174;,120,129,131,135-
miR-132 | [63] I [120,121,126,138]
mir-192 |7 [46,47,50,58,60,64] miR-192 | 7 [120,126,139,140]
Fibrose :

MIRNASs Sérum Références MIRNAs | Biopsie/Cellules Références
miR-21 |7 (56,65,66] mir-21 |7 [126,141,142]
miR-29a | ™ (67,68] miR-29a | ¥ [143-147]

miR-34a |7 (68] miR-34a | 7 [148,149]

mirR-122 | ™ [56,61,68,69] mir-122 | ™ [126,127,133,135,141,150]
miR-223 |, [56,64] mir-223 | 7 [126,151]
Cirrhose :

MIRNAS Sang | Références MIRNAS Biopsie | Références
miR-29a |~ (67] MiR-29a [143,152]
miR-34a |7 (73] miR-34a [153]
miR-155 | [72] MiR-155 [154]
miR-181b |7 [70,74,75] miR-181b [154,155]
mir-571 |7 [76] miR-571 [144]
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Carcinome :

MicroARN Sérum Référence
Mir-7 A [77]
i [78,79]
Mir-21 A
Mir-26a N (80]
Mir-29a N [81]
Mir-34a N [79,82]
Mir-122 A [79,83]
[84,85]
Mir-125a N
Mir-125b N (86]
i (87]
Mir-155 A
Mir-221 7 (78]

MicroARN | Biopsie Référence
Mir-7 N [156-160]
Mir-21 v |[156,161-166]
Mir-26a N [150,160,160,167,168]
Mir-29a v | [169-172]
Mir-34a v |[156,173-177]
Mir-122 \ [156,161,178,179]
Mir-125a N [156,180-182]
Mir-125b N [156,173,176,178,183,184]
Mir-155 2 [156,160,185-187]
Mir-221 2 [156,181,188-191]
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Fibrose :

MIRNA | Sérum | Biopsie | Cibles Régulation Références
s
miR-21 | / 7 PPARa, Activation de la voie de [126,141,14
SMAD7, signalisation TGF-f ou NF- | 2,209]
Spryl Kb.
Inhibition de la voie de
PPARa.
Activation de la voie
Spryl/ERK/NF-jB, et
Smad7/Smad2/3/NOX4.
Activation de NLRP3
inflammasome.
miR-29a | \ N ARRBI, Inactivation de la voie de [141,143,14
REla, signalisation TGF-f et 4,146,147,2
PERK, CHOP, | inhibition de la synthése du 10,211]
sXBP1, collagéne dans HSCs.
SETDBI, Inhibition de la
PPARYy, differentiation des cellules
MLLS, CD4+T.
DNMT3A, Favorisation la migration et
DNMT3B, le prolifération des HSCs.
HMGCR, Augmentation de la fonction
DNMT3b, de HDACA.
CD36, GSK3p | Transactivation de
l'expression PPARY et
hypomethylation de H3K9.
miR-34a | / 7 SIRT1, TNF-a, | Activation de la voie de [148,149,21
TGF-B, signalisation SIRT1/p53. 0]
pS3, p- Activation des HSCs et
smad2/3, augmantation de leurs
Ac-p53, proliferation, migration, et
o-SMA, nvasion.
collagen I Activation de la voie de
cyl-CoA syn- | signalisation TGF-f.
thetase long-
chain family
member 1
miR-122 | \ N HIF-1o, LOX, | Inactivation de la voie de [126,127,13
Vimentin, signalisation TGF-f. 3,135,141,1
MAP3K3(ME | Inhibition de la synthese du | 50,210]
KK3) collagene
miR-223 | / 7 Pdgfra/b, TAZ, | Activation des la voie TAZ- | [126,140,21
Gli2 Col3al, IHH-GLI2 et celle de PDGF | 2]
Coldal, Tgtbl,
Mmp13, Vim
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Cirrhose :

niveaux de SMA and
Col1A1 dans LX-2.

MIRNA | Sang | Biopsie | Cibles Régulation Références
miR- |\ \ ARRBI, Inactivation de la voie [141,143,146,152,211,213]
29a REla, de signalisation TGF-3
PERK, et inhibition de la
CHOP, synthése du collagéne
Sxbpl, dans HSCs.
SETDB1 | Inhibition de la
PPARYy, differentiation des
MLLS, cellules CD4+ T.
DNMT3A, | Favorisation de la
DNMT3B | migration et le
prolifération des HSCs.
Augmentation de la
fonction de HDAC4.
La transactivation de
l'expression PPARY et
hypomethylation de
H3KO9.
miR- | 7 7 p53, TP53 | Favorisation de la [153]
34a prolifération et la
migration cellulaire.
Inhibition de TP53.
miR- |\ N ERK1, Favorisation de la [154]
155 TCF4, prolifération et la
AGTRI1 migration cellulaire.
Stimuler 1'état 'EMT et
l'activité de la voie
ERKI.
Renforcer I'expression
d’E-Cadhérine et
diminutuion du niveau
d’ERK1
miR- | 7 7 p27 Activation HSC et [153-155,214,215]
181b favorisation de leur
prolifération activation
de la voie TGF-p.
miR- | 7 2 CREBBP | Activation des HSCs et | [141,144]
571 augmentation des

57




Carcinome
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Résumeé :

La NAFLD est un état clinique courant caractérisé par un dépdt de lipides dans les hépatocytes
du parenchyme hépatique, compromet un large spectre de 1ésions hépatiques, allant de la simple

stéatose a la stéatohépatite, la fibrose, la cirrhose, et méme le carcinome hépatocellulaire.

De nombreuses recherches ont été menées sur des petits ARN non codant mesurant de 20 a 23
nucléotides en raison de leur importance dans la régulation génétique et leur implication dans

divers processus biologiques.

Une analyse bibliographique sur de microARNSs a été réalisée en recensant 140 articles publiés
de 2009 a 2023. Cette revue de littérature a permis d'identifier les variations de certains miARNs
au cours des différents stades de développement de la NAFLD, le tri des miARNS les plus cités
nous a ainsi permis de déterminer essentiellement ceux spécifiques de chaque stade de la
maladie, comme nous avons identifié¢ des miARNs en commun dans 2 a 3 stades, par ailleurs
certains d’entre eux montrent une régulation a la hausse dans un stade et a la baisse dans un

autre.

On a assuré une nouvelle perspective dans 1’application des microARNs comme des
biomarqueurs pour le diagnostic précoce, 1’évaluation de la NAFLD et la discussion des défis

de la thérapie basée sur les microARN pour les maladies du foie.

Mots clés: NAFLD, microARNS, analyse bibliographique, profil d’expression, spécificité.

Summary:

NAFLD is a common clinical condition characterised by lipid deposition in the hepatocytes of
the liver parenchyma, compromising a broad spectrum of hepatic lesions, ranging from simple

steatosis to steatohepatitis, fibrosis, cirrhosis and even hepatocellular carcinoma.

A great deal of research has been carried out on small non-coding RNAs measuring 20 to 23
nucleotides because of their importance in genetic regulation and their involvement in various

biological processes.

A literature review on microRNAs was carried out, listing 140 articles published between
2009 and 2023. This literature review enabled us to identify variations in certain miRNAs
during the different developmental stages of NAFLD. Sorting out the most cited miRNAs
enabled us to determine essentially those specific to each stage of the disease, as we identified
miRNASs in common in 2 to 3 stages, in addition some of them show up-regulation in one

stage and down-regulation in another.
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We have ensured a new perspective in the application of microRNAs as biomarkers for early
diagnosis, evaluation of NAFLD and discussion of the challenges of microRNA-based

therapy for liver disease.

Keywords: NAFLD, microRNAs, bibliographic analysis, expression profile, specificity.
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